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RESUIMEN

Conocer los mecanismos de determinacion y diferenciacién del sexo en
peces posee un doble interés. En el area basica, aporta a la comprension de
aspectos relacionados con la diversidad reproductiva y la evolucion. En el area
aplicada, optimiza el manejo de recursos de importancia en acuicultura y es
necesario en especies que poseen las caracteristicas adecuadas para ser
biomonitores de contaminacién ambiental. A diferencia de otros vertebrados, el
desarrollo sexual en peces presenta gran plasticidad a factores ambientales
aungue en ultima instancia, la diferenciacion sexual es controlada por genes
determinantes del sexo. Dentro de éstos, los dmrt (doublesex-mab-3 related
transcription factor) presentan patrones de expresion sexualmente dimorficos
tanto en vertebrados como en invertebrados. Los peces anuales, habitantes de
masas de agua temporales, son un grupo de vertebrados que muestran
estrategias Unicas a nivel reproductivo y del desarrollo. Las especies
sobreviven la estacién seca bajo la forma de embriones enterrados en el
sustrato, protegidos por un corion resistente a la desecacion. Presentan un
patrén de desarrollo temprano atipico sumado a la capacidad de experimentar
diapausas. Para dilucidar el mecanismo de determinacion del sexo operante en
una especie dada es necesario, en primera instancia, conocer el patron de
diferenciacion sexual en términos morfoldgicos y temporales ya que se ha
establecido que, en los peces, el periodo de labilidad a factores ambientales
durante la determinacion sexual es previo a la diferenciacion gonadal
histolégica. Una vez caracterizado este proceso, es posible aplicar las
estrategias experimentales para analizar la influencia de factores genéticos y
ambientales sobre la proporcion sexual. Con este fin definimos el patrén de
diferenciacion en Austrolebias charrua (gonocérico diferenciado) y la ventana
de diferenciacion gonadal. Exploramos la termosensibilidad y la presencia de

genes candidatos sexo especificos durante este proceso. Aislamos un



fragmento de 205 pares de bases de expresion testicular que comienza a
detectarse muy tempranamente en el desarrollo embrionario sugiriendo un rol
importante en la determinacion sexual de esta especie. Los analisis
filogenéticos agrupan a esta secuencia con los genes dmrtl, el gen “rio abajo”
involucrado en el desarrollo masculino mas conservado durante la evolucion
cuya version duplicada actia como el gen maestro de determinacion masculina
en el pez Oryzias latipes. Los ensayos de termosensibilidad se realizaron a 19
y 25°C en embriones desde el estadio de blastula hasta embriones de un mes
post fecundacion incluyendo todo el periodo termolabil. Las temperaturas
utilizadas fueron seleccionadas en base a datos obtenidos del ambiente natural
en el que se desarrolla esta especie no encontrandose correlacién entre las
temperaturas aplicadas y la determinacion del sexo. En conjunto, estos datos
indican que el mecanismo de determinacion sexual en la poblaciéon analizada

de Austrolebias charrua depende de claves genéticas.



Introduccion general

Definicion de los mecanismos y breve resefia historica

La determinacion del sexo es el proceso por el cual se define el sexo de
un organismo, generalmente, de manera binaria: hembra o macho (Penman y
Piferrer, 2008). Involucra los mecanismos que actian sobre una gdénada
indiferenciada y bipotencial (situacion embriolégica Unica en la que el primordio
posee la capacidad de originar un ovario o un testiculo) transformandola en una
gonada que permanece morfolégicamente indiferenciada pero cuyo destino ya
se ha especificado. La diferenciacion del sexo es el proceso mediante el cual
esta gonada y sus conductos anexos se transforman en un ovario o un testiculo
y sus correspondientes conexiones con el exterior (Gilbert, 2010).

El problema de la determinacion del sexo ha sido objeto de interés y
andlisis desde épocas muy antiguas. El filésofo griego Aristételes (384-322 a.
C.) basé su teoria de la determinacion del sexo en la idea propuesta por su par
Empédocles (490-430 a. C.), que consideraba a los individuos masculinos
como seres provistos de mayor temperatura corporal en comparacion con los
femeninos (Mittwoch, 2005). Aristoteles sostenia que la temperatura jugaba un
papel fundamental en la determinacion sexual. En particular, para la especie
humana, sugeria que a mayor temperatura durante el intercambio sexual mayor
seria la probabilidad de concebir un individuo de sexo masculino (Gilbert,
2010). Segun Parménides (515 a. C.) el sexo del embrién era definido por su
ubicacién en el Gtero materno (derecho: masculino, izquierdo: femenino)
mientras que Anaxagoras (500 — 428 a. C.) postulaba que el factor
determinante del sexo provenia del padre (la fecundacion producida por
espermatozoides provenientes del testiculo derecho generaban un individuo
masculino mientras que espermatozoides producidos en el testiculo izquierdo

generaban uno femenino). En discordancia con ambas teorias, Aristoteles



presentd evidencias indicando la presencia de embriones de mamiferos de
ambos sexos en el mismo sector del Utero materno ademas de la existencia de
hijos de ambos sexos provenientes de padres que presentaban un solo
testiculo. En este sentido, se ha descrito recientemente en humanos
hermafroditas que el componente testicular de la gbnada se ubica en la porcion
derecha de ésta mientras que el tejido ovarico se encuentra a la izquierda.
Hacia fines del siglo XIX, prevalecia la idea de que la determinacion del sexo
se encontraba fuertemente correlacionada con el estado nutricional de la madre
(nutricibn pobre: masculinizacion del embrién; buen estado nutricional:
feminizacion del embrion) (Mittwoch, 2000, 2005).

Esta vision ambiental de la determinacion del sexo se mantuvo como la
principal teoria para explicar la ocurrencia de ambos sexos en las poblaciones
humanas hasta principios del siglo XX. En aquel entonces, el redescubrimiento
de los trabajos de Mendel en el afio 1900, la descripcion de los cromosomas
sexuales en plantas por McClung en 1902 y la correlacién entre el fenotipo
sexual y el par cromosémico correspondiente en invertebrados (realizado de
manera independiente por Stevens y Wilson en 1905), promovieron un cambio
conceptual acerca de esta temética. El avance de las técnicas de andlisis y
los conocimientos en Genética demostraron finalmente que el sexo en Homo
sapiens y en la mayoria de los mamiferos se establece mediante un sistema
genético (cromosomas sexuales X e Y), siendo el macho el sexo
heterogamético. En el siglo XX, se hipotetizd sobre la existencia de un posible
factor determinante testicular especifico del cromosoma masculino.
Finalmente, se logro el aislamiento de un gen en la especie humana y en ratdon
denominado SRY / Sry (sex-determining region of the Y-chromosome)
demostrandose, en el afio 1991, que éste representaba el gen maestro al
inicio de la cascada de determinacién del sexo masculino (la adicion de Sry
como un transgen en embriones de ratdn cuyo genotipo era femenino, XX,
causaba desarrollo masculino de los individuos). En la actualidad, contamos
con datos sobre diferentes grupos zooldgicos y se acepta que los mecanismos

de determinacion sexual a lo largo de la evolucion pueden obedecer a claves
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genéticas y / o a claves ambientales segun las especies (Devlin y Nagahama,
2002; Mittwoch, 2005; Gilbert, 2010,Volff y col. 2007).

Determinacion y diferenciacion del sexo en vertebrados

Los mecanismos de determinacion del sexo pueden dividirse en dos
grandes categorias: determinacién sexual genotipica y determinacion sexual
ambiental. En la primera, el sexo se determina en la fecundacion en respuesta
a genes presentes en los cromosomas sexuales (sistemas monogénicos) y/o
en respuesta a un conjunto de genes presentes en los autosomas (sistemas
poligénicos). En la segunda, el sexo se determina en etapas posteriores a la
fecundacion por factores ambientales como la temperatura, el pH o factores
sociales (Devlin y Nagahama, 2002). Como consecuencia de los mecanismos
de determinacion del sexo operantes, en cada especie se establece la
proporcion sexual, pardmetro demogréfico fundamental que influye sobre la
estructura poblacional y determina su potencial reproductivo (Opsina-Alvarez y
Piferrer, 2008). Una diferencia critica entre los sistemas basados en
componentes genéticos y ambientales de determinacién del sexo son las
proporciones sexuales primarias producidas por éstos. Mientras que en los
sistemas genéticos se generan proporciones sexuales balanceadas 1:1, en los
sistemas ambientales estas proporciones, en general, se encuentren sesgadas
hacia un sexo excepto en cierto rango de temperatura en la cual la proporcion

de sexos es 1:1 (Devlin y Nagahama, 2002).

La definicion del sexo en varios grupos de vertebrados se adquiere por
la expresion de genes generalmente ubicados en cromosomas sexuales que
pueden diferir morfolégicamente (heteromorficos) o no (homomoérficos) (Solari,
1994). En algunas especies los machos representan el sexo heterogamético
(sistema de cromosomas sexuales XX/XY) mientras que en otras las hembras
son las que generan 2 tipos de gametos diferentes (sistemas de cromosomas
sexuales ZZ/ ZW). La existencia de cromosomas sexuales se ha demostrado
en peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos. Asimismo, se ha reportado la

existencia de cromosomas sexuales multiples en algunas especies de todos los
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grupos de vertebrados excepto en aves (Devlin y Nagahama, 2002 vy
Nakamura, 2009).

Los mamiferos placentarios comparten un sistema genético de
determinacion del sexo cuyo cromosoma X es rico en genes y su cromosoma
Y, mayoritariamente heterocromatico (Marshall-Graves y Peichel, 2010),
excepto para algunas especies de roedores en las que se ha reportado la
ausencia del cromosoma sexual Y (Tokudaia osimensis osimensis y Tokudaia
osimensis spp., Sutou y col. 2001; Ellobius lutescens y Ellobius tancrei, Vogel
y col. 1998). Los mamiferos marsupiales presentan un cromosoma X mMAas
pequefio y un cromosoma Y diminuto en comparacion con los placentarios
mientras que los mamiferos monotremas presentan un complejo de 5
cromosomas X y 5Y. En aves, la determinacion del sexo ocurre mediante un
sistema cromosomico ZZ-ZW en el que la hembra es el sexo heterogamético y
el cromosoma W es la version degenerada del Z. Las serpientes también
exhiben un sistema genético de determinacion sexual de este tipo pero éstos
no comparten homologia en relacibn a su composicibn génica con los
cromosomas aviares. Otros linajes de reptiles, anfibios y peces muestran una
amplia variedad de sistemas de determinacion del sexo. AUn especies muy
cercanas filogenéticamente, o incluso diferentes poblaciones dentro de una
misma especie, pueden presentar diferentes mecanismos de determinacion
sexual por lo que el estudio de estos mecanismos ofrece multiples ejemplos de
la correlacion entre biologia del desarrollo, ecologia y evolucion (Devlin y
Nagahama, 2002, Marshall-Graves y Peichel, 2010). Si bien el registro fésil no
brinda informaciéon acerca de la naturaleza de los mecanismos de
determinacién sexual, andlisis filogenéticos de la evolucion de éstos en
vertebrados sugieren que la determinacion sexual genética seria el mecanismo
de determinacion sexual ancestral (Mitchel y Janzen, 2010).

Los procesos de diferenciacion del sexo a nivel fisioldgico, histolégico y
genético estan muy conservados en todos los vertebrados. La eleccion del
camino de diferenciacion testicular u ovarico del primordio gonadal bipotencial
esta gobernado por el mismo conjunto de genes que controlan estos dos

procesos alternativos. Si bien la mayor parte de la informacion acerca de los
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mecanismos moleculares involucrados que sostienen estos procesos se ha
generado por estudios realizados en mamiferos, también se han descrito sus
contrapartes en otros grupos. En todos los vertebrados, independientemente
del mecanismo de determinacion sexual operante, el gen autosémico Sox9
(Sry-related HMG box-9) esta presente en el genoma de ambos sexos pero el
aumento en su nivel de expresion (en las futuras células de Sertoli) es uno de
los primeros eventos moleculares en el camino de diferenciacion testicular. En
mamiferos, una deficiencia de este gen en individuos XY provoca desarrollo
femenino mientras que una duplicacion del mismo en individuos XX causa
desarrollo masculino en ausencia del cromosoma Y. La expresion de Sox9 es
gatillada por el producto del gen Sry. La misma se mantiene por un sistema de
autorregulacion positiva y por accion del factor de crecimiento 9 (FGF9). Los
productos de los genes Sox9 y FGF9, a su vez, reprimen al regulador
transcripcional B-catenina y a la molécula de sefalizaciéon intercelular WNT-4
(Wingless-type MMTV integration site family; member-4) que promueven el
desarrollo ovérico. En las hembras, la proteina de secrecion respondina-1
(RSPO1) actia junto con WNT4 estabilizando a la B-catenina que luego
reprime a Sox9 y FGF9. De esta manera, se establece una relacién antagonica
entre los caminos testicular y ovarico. En definitiva, el desarrollo ovarico es
inducido por niveles bajos de Sox9 que no son suficientes para suprimir la
expresion de los genes RSPO1 y WNT4 (Marshall-Graves y Peichel, 2010)
Otros genes involucrados en la cascada de determinacion y
diferenciacion sexual conservados en vertebrados son: 1) el factor de
transcripcion dmrtl (doublesex and mab-related transcription factor 1), gen que
sera abordado en profundidad en el Capitulo Il de esta tesis. Este gen es
homologo de los genes doublesex en Drosophila melanogaster y mab-3 en
Caenorhabditis elegans involucrados en eventos de diferenciacion sexual en
invertebrados y parece ocupar una posicién cercana al inicio de la cascada de
determinacion sexual ejerciendo una funcion critica en la misma; 2) Sf-1
(steroidogenic factor-1) factor de transcripcion relacionado con la produccion de
testosterona y hormona anti-mulleriana; 3) Wtl (Wilm’s tumor suppressor-1) es

un factor de transcripcion critico en el desarrollo del sistema urogenital; 4) Amh
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0 Mis (Anti-Mullerian hormone) hormona responsable de la regresion de los
conductos miillerianos durante la diferenciacion testicular; en peces teleésteos
que no presentan conductos miillerianos, este gen estaria relacionado con la
diferenciacion espermatogonial; 4) Daxl (Dosage-sensitive sex reversal,
congenital adrenal hypoplasia, X-linked) codifica para un receptor nuclear
atipico de hormonas; 5) Foxl2 (Forkhead transcription factor-2) factor de
transcripcion relacionado con la diferenciacion ovarica; 6) Cypl9 (P450
aromatasa), enzima clave en la conversion de andrdogenos a estrégenos

(Guerrero-Estévez y Moreno-Mendoza, 2010).

En suma, en la mayoria de las especies de vertebrados es mayoritaria la
presencia de dos sexos. A pesar de este resultado final comun, parecen existir
multiples maneras en las que el sexo de un organismo puede ser determinado.
Este hecho no deriva de diferencias en los programas de diferenciacion celular
(practicamente idénticos en todos los vertebrados, dirigidos por el mismo grupo
de genes) sino que la variacion estaria generada por la diversidad de los
factores capaces de gatillar la cascada de determinacién sexual (Devlin y
Nagahama, 2002, Marshall-Graves y Peichel, 2010).

Determinacion del sexo en peces

Los peces representan el grupo basal mas extenso y diverso dentro de
los vertebrados incluyendo aproximadamente 28.000 especies (Nelson, 2006).
Esta diversidad se refleja a nivel morfolégico, genémico y reproductivo entre
otros  aspectos, evidencidndose ademas relaciones filogenéticas
controversiales. Particularmente en la Serie Atherinomorpha (que comprende a
los 6rdenes Atheriniformes, Beloniformes y Cyprinodontiformes y dentro de la
cual se encuentra la especie analizada en la presente tesis), si bien varios
estudios filogenéticos basados en caracteres morfolégicos han llevado a la
conclusién de que este grupo es monofilético (Rosen, 1964; Parenti, 2005) la

posicion de esta Serie dentro de los peces teledsteos alun permanece incierta.
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Incluso las interrelaciones de los 6rdenes y subordenes dentro de la Serie aun
no se encuentran claramente establecidas. El suborden Adrianichthyoidei
(sensu Nelson, 2006) que incluye al pez Oryzias latipes, fue primeramente
clasificado dentro de los Cyprinodontiformes por Rosen (1964). En 1981,
Rosen y Parenti, reubicaron a este grupo dentro del Orden Beloniformes.
Posteriormente, Li (2001) argumenté que debian ser reclasificados dentro de
los Cyprinodontiformes en base a varias sinapomorfias (caracteres homélogos
evolutivamente novedosos). La implementacion de filogenias moleculares
incluso cuestiond la monofilia de los Atherinomorpha (Chen y col. 2003).
Finalmente, estudios basados en el analisis del genoma mitocondrial completo
apoyaron el origen monofilético de los Atherinomorfa y ubicaron a los
Beloniformes como grupo hermano de los Cyprinodontiformes siendo los
Atheriniformes el grupo basal de ambos (Setiamarga y col. 2008) (Fig. 1)

El grupo peces resulta interesante para el estudio de los procesos
involucrados en la determinacién y diferenciacion del sexo dado que presenta
un amplio rango de mecanismos y estrategias reproductivas que van desde el
hermafroditismo (sincrénico y secuencial) al gonocorismo (diferenciado e
indiferenciado). En especies gonocoricas, se han observado todas las formas
posibles de determinacion sexual: control poligénico, existencia de
cromosomas sexuales altamente evolucionados presentando machos
heterogaméticos (sistema XX/XY) o hembras heterogaméticas (sistema ZZ/ZW)
con o sin influencia de loci autosomicos, sistemas que involucran varios
cromosomas sexuales y determinacion del sexo exclusivamente ambiental
(Devlin y Nagahama, 2002; Godwin y col. 2003) (Fig.2). En algunas especies,
el sexo fenotipico puede resultar de la interaccién entre factores genéticos y
ambientales variables (determinacion del sexo polifactorial) generando una
discordancia entre fenotipo y genotipo sexual (Redding y Patifio, 1993). Entre
los factores ambientales, la temperatura que predomina durante el periodo
previo a la diferenciacion sexual primaria es el principal factor involucrado
(Devlin y Nagahama, 2002). Algunos autores argumentan que los sistemas de
determinacion sexual genético y ambiental serian dos extremos mutuamente

excluyentes (Valenzuela y col. 2003) mientras que otros sostienen que ambos
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Representacidn esquematica de los mecanismos de determinacidn y diferenciacidn sexual

descritos en peces (tomado de Devlin y Nagahama, 2002)



sistemas representan dos extremos de un continuo, siendo la
combinacion de ambos lo que establece la definicion del sexo del individuo de

manera especie-especifica (Sarre y col. 2004).

Se ha observado que especies de peces filogenéticamente cercanas
pueden presentar mecanismos de determinacion del sexo diferentes. E
cambios entre los sistemas de determinacion del sexo durante la evolucion a su
vez, podrian estar asociados con eventos de especiacion jugando un papel
fundamental en la alta diversidad observada en este grupo. La base evolutiva
estaria dada por la presencia de peculiaridades a nivel gendmico y del
desarrollo. Los eventos de duplicacion genomica, que inicialmente aportaron
redundancia, podrian representar réplicas de genes que potencialmente
evolucionaron adquiriendo nuevas funciones lo que probablemente cred
flexibilidad evolutiva adicional en las vias de determinaciéon del sexo (Volff,
2005; Mank y col. 2006). La “habilidad” de modificar el control de la
determinacién sexual puede haber sido seleccionada como respuesta a
distorsiones externas de la proporcién sexual. Este hecho seria importante
como adaptacion a cambios ambientales que afecten este parametro, por
ejemplo la temperatura del agua, o en la colonizacion de un nuevo biotopo con
diferentes claves ambientales. Un incremento de la temperatura del agua
podria sesgar el desarrollo de los individuos hacia un fenotipo masculino
comprometiendo la sobrevida de la poblacion (el potencial reproductivo de
varias comunidades de peces depende del nimero de hembras productoras de
ovocitos) (Parker, 1980). Entonces, un cambio en el mecanismo de
determinacion del sexo restauraria el balance entre los sexos (Volff y col.
2007). Sin embargo y a pesar de esta gran diversidad, como ya se ha
mencionado, existen evidencias de que el “corazon” de la cascada génica
involucrada en los procesos de determinacion y diferenciacion sexual esta
conservada tanto a nivel de invertebrados como de vertebrados (Smith y
col.1999).

Dentro de la Serie Atherinomorpha, se han caracterizado hasta el
momento los sistemas de determinacién sexual de Oryzias latipes

(Beloniformes), varias especies de los géneros Xiphophorus y Poecilia
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(Cyprinodontiformes) y en las especies Menidia menidia, Odontesthes
bonariensis y Odontesthes hatcheri (Atheriniformes). Oryzias latipes (medaka)
es una pequefa especie de pez oviparo de agua dulce que habita en Japon,
Coreay el este de China. Este pez ha emergido como modelo complementario
al pez cebra Danio rerio particularmente para analisis funcionales de desarrollo
en vertebrados e investigacion biomédica ya que existe informacion completa
de su genoma que ha sido mapeado y secuenciado (Wittbrodt y col. 2002;
Naruse y col. 2004). Esta especie presenta un sistema de determinacion sexual
genético cuyo macho representa el sexo heterogamético (sistema con
cromosomas sexuales homomorficos XY) (Yamamoto, 1955). Es el primer
vertebrado no mamifero en el que se ha identificado al gen maestro
determinante masculino a nivel molecular. Este gen, denominado dmrtlbY o
dmy que es una copia Y-especifica resultante de una duplicacion de dmrtl
autosomico (Matsuda y col. 2002; Nanda y col. 2002; Volff y col. 2007), sera

abordado en profundidad en el Capitulo Ill de esta tesis.

Los pecilidos (Cyprinodontiformes), peces de agua dulce que habitan en
Méjico, Guatemala, Belice y Honduras, representan uno de los grupos mejor
caracterizados con respecto a la determinacion del sexo, principalmente
especies de los géneros Xiphophorus y Poecilia ya que éstos reflejan la
diversidad de la determinacién genética del sexo encontrada en los teledsteos.
Incluso se han descrito especies unisexuales, compuestas exclusivamente por
hembras, que se generan por el mecanismo de ginogénesis (retencion del
segundo cuerpo polar) como Poecilia formosa. Dentro de este grupo, especies
muy cercanas, incluso poblaciones dentro de una misma especie, pueden
presentar diferentes sistemas de determinacion sexual por lo que este grupo
ha sido considerado un excelente modelo para estudiar la dinamica evolutiva
del proceso. Sin embargo, no se ha identificado aun el gen maestro
determinante del sexo en ninguna especie de este grupo y se conoce muy poco
acerca de los genes que actuan “rio abajo” en la cascada de determinacion y
diferenciacion sexual (Devlin y Nagahama, 2002; Volff y col. 2007; Schultheis y
col. 2009).
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Finalmente, el primer caso de determinacion sexual temperatura-
dependiente se demostré en Atheriniformes, en la especie Menidia menidia
(Conover y Kynard, 1981). Posteriormente, se describieron otros ejemplos
dentro del orden como Odontesthes bonariensis, Patagonia hatcheri
(Strissmann y col. 1997) asi como en otros teledsteos (Opsina-Alvarez y
Piferrer, 2008). Este mecanismo tiene alto valor adaptativo en poblaciones
naturales (Conover y Heins, 1987) y es de gran interés practico en acuicultura
(Beardmore y col. 2001). La especie Menidia menidia posee una caracteristica
particularmente interesante. Las poblaciones que habitan en la region sureste
de Norteamérica, cuyo periodo de crecimiento es mas prolongado (7 a 10
meses), exhiben una determinacion del sexo sensible a la temperatura. Las
poblaciones de la regidn noreste, cuyo periodo de crecimiento es menor (4 a 6
meses), son menos termosensibles, siendo las que habitan en la region de
Nueva Escocia (periodo de crecimiento de 3 meses) completamente
insensibles a la temperatura (nivel de termosensibilidad en la determinacion
sexual se encuentra altamente correlacionado con la longitud en la temporada
de crecimiento). En climas donde las temporadas de creciemiento son de corta
duracion, en las cuales la temperatura se vuelve una sefial inestable por su
variabilidad de un afio al siguiente, los factores ambientales actuarian
sesgando la seleccion hacia una determinacion sexual genética. Esta,
conduciria a una proporcion sexual 1:1 independiente del ambiente (Conover y
Heins, 1987).

Se ha establecido que, en peces, el periodo critico de sensibilidad a la
temperatura se encuentra antes de la diferenciacion gonadal histolégica y que
la misma ejerce su efecto como determinante sexual Unicamente cuando se
aplica en esa fase ontogénica especifica. A su vez, es importante considerar
que la ventana termosensible (periodo critico) varia dependiendo de la especie
(Strissmann y col. 1997; Koumoundouros y col. 2002). En este sentido, para
dilucidar el mecanismo de determinacién del sexo operante en una especie
dada es necesario, en primera instancia, conocer el patron de diferenciacion

sexual en términos morfolégicos y temporales para luego aplicar las estrategias
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experimentales que permitan analizar la influencia de factores genéticos y
ambientales sobre la proporcion sexual (Devlin y Nagahama, 2002).

La influencia del pH como factor determinante del sexo se ha reportado
en varias especies del género Apistogramma y Pelvicachromis (Orden
Perciformes) asi como también en las especies Poecilia sphenops,
Xiphophorus helleri y Poecilia reticulata. Sin embargo, el efecto del pH en la
proporcién sexual es menos pronunciado que el efecto de la temperatura. En
relacion a los factores sociales como sefales determinantes del sexo éstos han
sido documentados en especies hermafroditas Unicamente. En este caso la
inversidn sexual esta controlada principalmente por factores como la densidad
poblacional y por la proporcion existente de machos y hembras de la poblacion
en un momento dado. Las sefales sociales utilizadas deben incluir
interacciones comportamentales y estimulos de caracter quimico como
feromonas. Sin embargo, los mecanismos especificos que interpretan estas
seflales aun permanecen desconocidos  (Guerrero-Estévez y Moreno-
Mendoza, 2010).

La tematica relacionada con la diferenciacion del sexo en peces se

abordara en profundidad en el Capitulo | de este trabajo.

Modelo bioldgico de estudio

Dentro del orden Cyprinodontiformes existen géneros que presentan
ciclos de vida anual. Los peces anuales habitan masas de agua temporales en
las que, durante los periodos estivales de sequia, ocurre la muerte de los
adultos y formas post-embrionarias. La clave que explica la sobrevida de estas
poblaciones estd localizada en los embriones. Estos son resistentes a la
desecacion y exhiben un patron de desarrollo embrionario atipico. El desarrollo
temprano se caracteriza por presentar una fase de dispersion de blastbmeras y
posterior reagregacion de éstas entre las etapas de blastula y gastrula y la
epibolia se encuentra separada temporal y espacialmente de la organogénesis
(caracteristica unica entre los vertebrados). Ademas, poseen la capacidad de

experimentar detenciones reversibles del desarrollo embrionario (diapausas)
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en tres momentos definidos: diapausa | (fase dispersa), diapausa Il (embridn
somitico antes o después de la formacion del tubo endocardiaco) y diapausa |l
(pre-eclosion). La eclosion ocurre en la siguiente estacion lluviosa y en pocas
semanas los juveniles alcanzan la madurez sexual. Esta estrategia
reproductiva sugiere una plasticidad de respuesta a un entorno sumamente
variable. Ejemplos de géneros que poseen este ciclo de vida son
Austrofundulus, Austrolebias, Rachovia y Pterolebias de Sudamérica y
Aphyosemion y Nothobranchius de Africa (Wourms, 1964, 1967, Wourms
1972, a,b,c).

El género Austrolebias (Cyprinodontiformes, Rivulidae) incluye 39
especies distribuidas entre la cuenca Parana-Plata y el sistema de lagunas
costeras Patos-Merin (Costa, 2006). Es uno de los grupos mas extensos
dentro de los peces anuales Neotropicales y para Uruguay estan citadas hasta
el presente 22 especies (FishBase), algunas de las cuales son endémicas y
otras compartidas con Brasil y Argentina. Si bien la monofilia del género esta
apoyada por analisis morfologicos (Costa, 2006) y moleculares (Garcia y col.
2000; Garcia, 2006) las relaciones filogenéticas dentro de éste son
controversiales debido al caracter contradictorio de estos andlisis (Costa, 1998,
2002, 2006; Garcia y col. 2000; Garcia, 2006; Loureiro, 2004) permaneciendo,
aun en la actualidad, en el campo del debate (Loureiroy col. 2011).

Los integrantes del género Austrolebias que habitan en Uruguay han
sido objeto de diferentes aproximaciones instrumentadas por grupos de
investigadores nacionales en el area de la sistemética (Vaz-Ferreira y Sierra,
1971, 1973 a,b; Amato, 1986), la ecoetologia (Vaz-Ferreira y col. 1964; Garcia
y col. 2008), la citogenética (Maspoli y Garcia, 1988; Garcia y col. 1993, 1995),
la ultraestructural (Loureiro y de S&, 1996; 2000; Berois y col. 2011), la
osteoldgica (Loureiro y de Sa, 1998), la filogenética molecular (Garcia y col.
2000; 2001, 2002, 2006), el analisis de redes troficas (Laufer y col. 2009) y
recientemente en el area neurobioldgica (Fernandez y col. 2011)

Especies del género Austrolebias de la region costera del este de
Uruguay, fueron analizadas en un proyecto (CONICYT. Fondo Clemente
Estable N°4017; 1999 - 2001) mediante un enfoque interdisciplinario del cual
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formamos parte. En este contexto, generamos el conocimiento necesario para
la instrumentacién de diferentes propuestas de investigacion: biogeografia de
las especies, mantenimiento y reproduccion de adultos, cultivo de embriones
en el laboratorio y datos relevantes acerca de posibles patrones de especiacion
de algunas especies de este género (Garcia y col. 2009). Nuestro grupo se
consolidé como referente regional en temas de biologia del desarrollo del
modelo siendo el Unico, a nivel internacional, que aborda temas relativos a
estrategias reproductivas. En el marco de esta linea he desarrollado mis
estudios de postgrado. Durante el trabajo de tesis de Maestria (PEDECIBA)
definimos los estadios del desarrollo temprano (Arezo y col. 2005) y
caracterizamos parcialmente secuencias génicas de tipo Hox en Austrolebias
viarius (Gutierrez y col. 2007).

En el presente trabajo de tesis, nuestro interés se centré en el andlisis
de los mecanismos de determinacion y diferenciacion del sexo en Austrolebias
charrua (Costa y Cheffe, 2001; Fig. 3). Esta especie se distribuye desde el sur
de Brasil (zonas adyacentes a la laguna Merin) hasta el Departamento de
Rocha. Las poblaciones rochenses habitan en la regidn costera denominada
“Bafados del Este” declarada Reserva de la Bidsfera (UNESCO, 1976) y sitio
Ramsar (1986). Esta region contiene humedales expuestos a inundaciones y
presenta una historia geolégica compleja con numerosas transgresiones y
regresiones marinas durante el periodo Cuaternario (Sprechmann, 1980).
Austrolebias charrua forma parte del complejo de especies Austrolebias adloffi
junto con los taxa Austrolebias viarius (Vaz-Ferreira y col. 1964), Austrolebias
minuano (Costa y Cheffe 2001), Austrolabias nigrofasciatus (Costa y Cheffe
2001) Austrolebias adloffi (Costa y Cheffe, 2001), Austrolebias reicherti
(Loureiro y Garcia, 2004, 2008), Austrolebias arachan (Loureiro y col. 2004) y
Austrolebias natchtigalli (Costa, 2006).

Andlisis filogeograficos (Garcia, 2006) sugieren la hipotesis de
especiacion simultanea y mudltiple asociada a eventos de reticulacion en
especies de este complejo. Mediante un enfoque interdisciplinario, se ha
sugerido una cronologia de eventos en la diferenciacion de Austrolebias

charrua y Austrolebias reicherti constituyendo al presente filogrupos
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Figura3

Ambiente limnico temporal tipico de peces que presentan ciclo de vida anual

a)

o M BTN

a) Charco durante la estacidn lluviosa (marzo/abril —noviembre/diciembre)

b)  Ejemplares adultos de Austrolebias charrua (foto gentileza de Nicolas Papa)
c)  Charco durante la estacidn seca (noviembre/diciembre — febrero/marzo)

d)  Embridn pre-eclosidn de Austrolebias charrua enterrado en el sustrato
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diferenciados con soportes robustos y de distribucion parapatrida. Los
mencionados andlisis basados en métodos filogenéticos y poblacionales
(Inferencia Bayesiana y parsimonia estadistica) sugieren un escenario de
pasada fragmentacion alopatrica y expansion de rango, implicando contactos
secundarios entre estas especies. Los analisis realizados sugieren la
ocurrencia de eventos de expansion poblacional de los mencionados taxones
que habrian contactado en las zonas bajas del Rio Cebollati, representando
este sitio una potencial zona hibrida. Los eventos de especiacion explosiva en
estos dos taxa basados en estimaciones del reloj molecular fueron datados
para el Pleistoceno (1.25 MA a 450.000 afnos). Por otro parte, la similitud en la
morfologia gamética encontrada entre ambos taxones sustenta el escenario de
separacion reciente entre ellos. No asi los patrones de coloracion y analisis
morfomeétricos analizados en el mencionado estudio. Alternativamente, las
similitudes morfologicas pudieran explicarse por la persistencia de
polimorfismos ancestrales, luego de eventos de especiacién explosiva como
los postulados en este complejo de especies (Garcia y col. 2009)

Estudios cromosémicos y analisis de estimaciones de polimorfismos a
nivel de ADN demostraron que las poblaciones de Austrolebias charrua
presentan los valores mas altos de variacién genética asi como la presencia de
polimorfismos ancestrales en ciertas poblaciones comparados con
Austrolebias. reicherti y Autrolebias viarius. Estos datos reflejan la necesidad
prioritaria de su incorporacibn en programas de conservacion de la
biodiversidad (Garcia, 2006; Garcia y col. 2009). Asimismo, existe informacion
creciente sobre el impacto de los contaminantes ambientales de origen diverso
sobre la reproduccién de los peces, por ejemplo xenobidticos capaces de
producir impactos serios en la reproduccion, alteracion del patrén de
diferenciacion sexual, morfologia gonadal, tasas de gametogénesis y fenotipo
sexual. En este sentido, conocer las estrategias reproductivas resulta un
aspecto esencial para la definicion de estas poblaciones como posibles
biomonitores en estudios de contaminacion ambiental y posibles efectos

asociados al calentamiemto global en relacion a los mecanismos de
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determinacion sexual (Devlin y Nagahama, 2002; Opsina-Alvarez y Piferrer,
2008).

En suma, el analisis de los mecanismos de determinacion vy
diferenciacion del sexo en peces posee un doble interés: en el area basica y en
el area aplicada. Aporta a la comprension de aspectos relacionados con la
diversidad reproductiva y la evolucion de estos mecanismos en el grupo peces
en particular y en los vertebrados en general. Contribuye a la optimizacion del
manejo de recursos de interés en acuicultura. En esta area se ha provocado la
induccion sexual mediante la administracibn de hormonas, practica que ha
suscitado creciente preocupacion de los consumidores por los posibles efectos
secundarios y la contaminacién ambiental. Las investigaciones actuales se han
centrado en la busqueda de posibles factores ambientales como la temperatura
implicados en el control del sexo que permitan su aplicacion en acuicultura
(Pavlidis y col. 2000). Asimismo, el conocimiento de estos mecanismos es
absolutamente necesario en especies de peces que posean las caracteristicas
adecuadas para ser considerados biomonitores de contaminacion ambiental

(Devlin y Nagahama, 2002)

Con el fin de abordar esta temética en el pez anual Austrolebias charrua,
planteamos como objetivo primario de esta tesis y habilitador de los siguientes,
establecer el patron de diferenciacién gonadal a escala morfolégica y temporal
y la estrategia sexual de esta especie (Capitulo I). Posteriormente se analizara
la influencia de la temperatura como clave ambiental en la determinacion
sexual (Capitulo Il) y la existencia de genes candidatos sexo-especificos en

esta especie (Capitulo IlI).
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HPOTESIS DE TRABA|O

Las especies del género Austrolebias se encuentran sometidas a un
ambiente extremadamente variable en el que cada generacidon completa su
ciclo de vida en aproximadamente 8 meses. Los juveniles presentan un
crecimiento rapido que implica un alto rendimiento reproductivo desde la
maduracion sexual hasta la senescencia. Estas caracteristicas hacen que se
proponga la existencia de mecanismos de determinacién del sexo con un fuerte
componente genético, incidiendo en un grado mayor que las claves
ambientales variables. Asimismo, se postula la existencia de genes candidatos
sexo-especificos que presentarian patrones de expresion con dimorfismo

sexual a partir del desarrollo embrionario en Austrolebias charrua.

OBJETIVO GENERAL

Establecer la naturaleza de los mecanismos involucrados en la

determinacién primaria del sexo en la especie anual Austrolebias charrua.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Conocer la estrategia de diferenciacion sexual (caracteristicas morfolégicas

y temporales) durante la ontogenia de Austrolebias charrua.
b) Establecer si esta especie posee un mecanismo primario de determinacion
del sexo predominantemente genético o ambiental analizando la posible

incidencia y periodo de accion de la temperatura en la determinacion del sexo.

c) Investigar la existencia de marcadores moleculares sexo-especificos a nivel

genomico y/o de patrones de expresion sexualmente dimorficos.
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Capitul,o (:

Estrategia de diferenciacion sexual de

Austrolebias charrua.
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(.1 Antecedentes

Los peces presentan diferentes estrategias reproductivas las cuales
resultan, seleccién natural mediante, en la optimizacion de la produccién de
descendencia viable. Se entiende por estrategia reproductiva de una especie al
conjunto de caracteristicas involucradas en la reproduccion tales como el
sistema de apareamiento, numero de desoves durante la temporada
reproductiva (semelparos: desovan una sola vez durante su vida / iteroparos:
varias veces), tipo de desove (total / parcial), patron de diferenciacion sexual
(gonocoricos / hermafroditas / unisexuales), caracteristicas sexuales
secundarias (existencia de dimorfismo sexual), tipo de fecundacion (externa o
interna), relacibn madre-embrién (oviparos / viviparos), la existencia de cuidado
parental y la edad de diferenciacion sexual entre otros (Murua y Saborido-Rey,
2003).

Existen estudios que han definido algunas de las caracteristicas
relacionadas con la estrategia reproductiva en Austrolebias charrua. Se ha
establecido la existencia de dimorfismo sexual acentuado (Costa y Cheffe,
2001), el tipo de sistema de apareamiento (promiscuo: ambos sexos multiples
parejas), la relacion madre-embrion (es una especie ovipara), el tipo de
fecundacion (fecundacién externa: la hembra libera 2 a 3 ovocitos en cada
incursion al sustrato junto con el macho). Los huevos son demersales
(asociados al sustrato) permaneciendo enterrados durante la fase de sequia
(Belote y Costa, 2004). Sin embargo, otros caracteres relevantes involucrados
en la estrategia reproductiva como el nimero de desoves durante la temporada
reproductiva, tipo de desove, patron de diferenciacion sexual (gonocéricos /
hermafroditas) y la edad de diferenciacibn sexual, ain no han sido
determinados para esta especie.

El éxito reproductivo de un individuo depende de eventos que comienzan
muy temprano en la vida del mismo. Para comprender los procesos
relacionados con la diferenciacion del sexo es esencial establecer el origen y

desarrollo de las células involucradas en la formacion de las gbénadas las
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cuales estan constituidas por dos linajes celulares diferentes: las células
germinales y las células somaticas (Nakamura y col. 1998; Devlin y Nagahama,
2002).

Identificacion de la poblacion de células germinales primordiales

presuntivas

Las células germinales primordiales (CGPs) constituyen el punto de
inicio de la siguiente generacion y es a partir de ellas que se originaran los
gametos. El término “primordial” se aplica a la poblacion de células germinales
previo a su arribo a la cresta genital durante el desarrollo embrionario (Gilbert,
2010). En muchos organismos se diferencian de las células sométicas durante
el desarrollo embrionario, mediante, al menos, dos mecanismos de
especificacion. En algunas especies, esta poblacion celular se especifica y es
identificable tempranamente por la presencia de determinantes citoplasmicos
de origen materno (preformacién) mientras que en otras, las células germinales
se especifican mediante sefiales inductivas de células vecinas (epigénesis)
siendo reconocibles en estadios embrionarios mas tardios. Estudios realizados
en 28 grupos de metazoarios sugieren que la epigénesis es el mecanismo de
especificacion que presenta mayor distribucibn ademas de constituir el
mecanismo ancestral (mecanismo encontrado en los linajes méas basales en la
filogenia de los metazoarios) en relaciéon al de preformaciéon (Extravour y Akam,
2003).

Las células germinales primordiales de diferentes organismos comparten, a
lo largo de la escala zoologica, caracteristicas morfologicas, moleculares y
comportamentales. A nivel histolégico, son reconocibles por su gran tamafo,
relacion nucleo / citoplasma alta, nucleolo prominente y citoplasma con pocos
organelos. A nivel ultraestructural, se evidencian cuerpos electron-densos de
origen materno conocidos como “nuage”. A nivel molecular, se han identificado
marcadores especificos de este linaje celular como por ejemplo el producto del
gen vasa entre otros (Extravour y Akam, 2003). Este gen fue originalmente

identificado en Drosophila como un gen de efecto materno requerido en la
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formacion de segmentos abdominales y la especificacion de las células
germinales (Schupbach y Wieschaus, 1986). El mismo codifica para una
helicasa de ARN ATP-dependiente de la familia DEAD-box (Hay y col. 1988)
cuya funcion ha sido relacionada con el mantenimiento de la pluripotencialidad
por medio de la inhibicion de la expresion de genes involucrados en la
diferenciacion somatica (Seydoux y Strome, 1999). El producto de este gen se
encuentra altamente conservado en la escala evolutiva siendo expresado
exclusivamente en la linea germinal de varias especies de invertebrados y
vertebrados (Raz, 2000, 2002).

Las primeras observaciones de CGPs en peces teledsteos fueron
realizadas originalmente mediante técnicas histolégicas de rutina (Johnston,
1951; Gamo, 1961; Timmermans y Taverne, 1989). Mediante esta herramienta
se corroboraron las caracteristicas morfologicas previamente mencionadas. Sin
embargo, la identificacion del mecanismo que controlaba la especificacion de
esta poblacion celular no era claro debido a que su origen era evidenciable
recién a partir de los estadios de blastula tardia o somitogénesis (Yamaha y
col. 2010). El aislamiento del gen vas, homdlogo de vasa, en el pez cebra
Danio rerio permitié identificar a estos transcriptos, mediante la técnica de
hibridacién in situ, en forma de agregados en los surcos de segmentacion en
las primeras etapas de segmentacion demostrandose que se trata de un gen
de origen materno (Yoon y col. 1997). En esta misma region se han
encontrado ademas otros ARNm especificos de la linea germinal homdélogos de
los genes daz (dazl), nanos (nosl) y dead end (dnd) también de origen
materno (Maegawa y col. 1999; Koprunner y col., 2001; Weidinger y col. 2003).

Una distribucion espacial similar del transcripto de vas observada en
Danio rerio fue reportada en el pez dorado Carasius auratus (Otani y col. 2002),
en los gobios Leucopsarion petersii y Gymnogobius urotaenia (Saito y col.
2002, 2004) y en la locha Misgurnus anguillicaudatus (Fujimoto y col. 2006).
En el pez Oryzias latipes la expresion de los genes vasa (olvas) y nanos (nosl)
no se detecta en forma de agregados en los surcos de segmentacion sino que
estos se distribuyen uniformemente hasta el estadio de escudo embrionario

(gastrula) (Shinomiya y col. 2000). La identificacion, mediante microscopia
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electronica de transmision de componentes granulares similares al plasma
germinal o nuage de Danio rerio en Oryzias latipes observado en las primeras
etapas de segmentacion sugiere que la especificaciéon de las CGPs en esta
especie responde al mecanismo de preformacion al igual que en Danio rerio
(Herpin y col. 2007).

El desarrollo de técnicas moleculares que incluyen la utilizacion de la
proteina fluorescente verde (GFP) y sus derivados ha permitido la visualizacion
de células y oOrganos. Este tipo de metodologia es particularmente util en
estudios in vivo que buscan interpretar las relaciones celulares espaciales
durante la diferenciacion (Yamaha y col. 2010). En teleGsteos es posible
visualizar especificamente la poblacion de CPGs in vivo inyectando, en
embriones de una célula, construcciones de ARNs quiméricos que contienen
las secuencias regulatorias (3'UTR) del ARNm vasa o0 nanos unidas a
secuencias que codifican para la proteina fluorescente verde (GFP). Estos
transcriptos se mantienen especificamente en la linea germinal y estan
ausentes en la linea somatica (Knaut y col. 2002). Las secuencias a nivel de
las regiones 3'UTR serian las responsables de la eliminacion de estos
transcriptos en las células sométicas (via microARNS) y de la estabilizacion de
los mismos en las CGPs (via unién de la proteina de union al ARN dead end)
(Kedde y col. 2007). Esta metodologia fue aplicada por primera vez en la
trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Yoshizaki y col. 2000). Posteriormente, la
misma aproximacioén experimental fue instrumentada con éxito en otras
especies de peces teledsteos como Oryzias latipes (Tanaka y col. 2001) y
Danio rerio (Knauty col. 2002).

Se ha demostrado que estas secuencias regulatorias son capaces de
identificar a las células germinales primordiales derivadas de grupos
taxonémicos muy divergentes (3’'UTR del ARNm vasa proveniente de Danio
rerio identifica especificamente a la poblacion de células germinales
primordiales de la trucha arcoiris Oncohrynchus mykiss y la corvina Nibea
mitsukurii) (Yoshizaki y col. 2005). Sin embargo, la construccion que contiene la
region 3’'UTR del gen vasa de Oryzias laitpes (olvas) unido a GFP no permite

la visualizacion de estas células ni en Danio rerio ni en Misgurnus
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anguillicaudatus. Asimismo, estudios realizados utilizando construcciones que
contienen las secuencias 3’'UTR de nanos (nosl) de Danio rerio unidas a GFP
han demostrado ser utiles para identificar la poblacion de CGPs en varias
especies de Cyprinidae, Osmeridae y Gobioidei. Estos resultados sugieren que
la funcion de nosl estaria mas conservada en los teledsteos que vasa (Saito y
col. 2006).

A nivel conductual, independientemente del mecanismo de
especificacion, la poblacion de células germinales primordiales se determina
durante el desarrollo embrionario antes del comienzo de la diferenciacion
gonadal. Por lo tanto, estas células migran desde el sitio de especificacidon
hacia las génadas en desarrollo. La migracion celular in vivo no sélo involucra
la interaccion con diferentes células y sustratos sino que requiere de la
habilidad de las mismas de interpretar e integrar diferentes tipos de sefales.
Las sefales provenientes del medio definen el camino a seguir y pueden
resultar conflictivas generando una respuesta de atraccion o repulsion a este
entorno. Estudios comparativos en organismos modelo representantes de
invertebrados y vertebrados muestran evidencias claras de que los principios
subyacentes de control de la migracion de estas células se encuentran
compartidos en la evolucion. En los vertebrados pez cebra, ratén y pollo, se ha
demostrado que la migracion direccional depende de un sistema quimiotactico
conservado mediado por un receptor acoplado a proteina G (CXCR4) en la
célula germinal primordial y la molécula soluble SDF1 (stromal derived factor 1)
secretada por la gonada en desarrollo que, en conjunto con las sefiales de
atraccion y repulsion del entorno, guiarian a estas células hacia su destino final
(Kunwar y col. 2006).

Los mecanismos que en conjunto crean, protegen y promueven el
destino de las células germinales también se encuentran conservados a lo
largo de la evolucion. Inicialmente ocurre una represion global a nivel
transcripcional de los programas de diferenciacion somatica mediada por
diferentes factores segun la especie. Una vez incorporadas en los rudimentos
gonadales, éstas permanecen en un microambiente particular, el nicho, en el

cual las interacciones entre el componente germinal y somatico regulan el
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comportamiento de las células germinales. Estas sefiales mantienen, por
ejemplo, el balance entre la autorrenovacién y la diferenciacion necesaria para
el progreso de la gametogénesis manteniendo el bloqueo hacia la
diferenciacion soméatica. @ En este sentido, la regulacion a nivel post-
transcripcional es esencial en el control de la proliferacion, supervivencia y
diferenciacion de las células germinales (en este nivel actuaria la helicasa de
ARN Vasa). Recientemente se ha identificado una nueva clase de pequefios
ARNs conocidos como “piRNAs” que estarian involucrados en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica durante la gametogénesis. Aun no
se ha demostrado si estos ARNs, ademas de proteger la estabilidad gendmica
de las células germinales juegan un papel instructivo en la biologia de las
mismas (Cinalli y col. 2008).

Las células germinales primordiales han sido consideradas una
poblacion celular altamente Util para la preservacion de material genético, en
especial de especies en peligro de extincién o de interés econémico. Estas
pueden ser marcadas especificamente inyectando las construcciones antes
mencionadas y aisladas mediante citometria de flujo para posteriormente ser
transplantadas en embriones en desarrollo. Estas células son capaces de
colonizar las génadas y diferenciarse en gametos masculinos o femeninos de
acuerdo al sexo del individuo huésped. Estas técnicas abren una nueva
posibilidad para preservar recursos genéticos dado que, aunque se ha
criopreservado con éxito gametos masculinos, no ha sido posible el uso de
esta técnica en ovocitos. La criopreservacion de células germinales
primordiales de peces ofrece entonces una alternativa util ya que estas células
pueden diferenciarse en cualquiera de los dos gametos de la especie, incluso,
en individuos de especies cercanas filogenéticamente (Yoshizaki y col. 2005).

Asimismo, se ha descrito que los patrones de migracibn de esta
poblacién celular son similares a los observados en células del sistema inmune
y ciertos tipos de células metastasicas por lo que la profundizaciéon en el
conocimiento de la migracion de estas células serian relevantes para
comprender mecanismos involucrados en ciertas enfermedades de la especie

humana (Richardson y Lehmann, 2010).
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Diferenciacién gonadal

Patrones de diferenciacidon gonadal

De acuerdo con el patron de diferenciacion gonadal, las especies se
clasifican en gonocodricas (sexos separados en distintos organismos) o
hermafroditas (ambos sexos en un mismo individuo). Dentro de los organismos
gonocoricos, se pueden definir a su vez dos categorias: gonocorismo
diferenciado (las gbnadas se diferencian directamente en testiculos u ovarios) y
gonocorismo indiferenciado (las génadas atraviesan una fase ovérica luego de
la cual el 50% de los ovarios se diferencia en testiculos). A su vez, los
organismos  hermafroditas  pueden ser sincronicos  (presentando
autofecundacion o fecundacion cruzada) o secuenciales (Yamamoto, 1969). En
especies hermafroditas sincronicas los individuos poseen tejido gonadal
masculino y femenino funcional. Los hermafroditas secuenciales pueden
madurar inicialmente como machos (protandria) o como hembras (protoginia)
(Ross, 1990). Si bien los peces teledsteos exhiben toda la gama de patrones
de diferenciaciéon sexual, la mayoria corresponde al tipo gonocérico

(Yamamoto, 1969; Guerrero-Estévez y Moreno-Mendoza, 2010).

Diferenciacion gonadal temprana a nivel morfoldgico

En los vertebrados pertenecientes a aves y mamiferos, es posible
reconocer en el componente somatico de las gbénadas dos regiones: la corteza
(originada a partir de la pared peritoneal) y la médula (derivada del
mesonefros). Durante la diferenciacion ovérica, la corteza se desarrolla y la
médula degenera mientras que durante la diferenciacidn testicular, la corteza
degenera desarrollandose la regidbn medular. Sin embargo, el componente
gonadal somatico en los anfibios anuros y los peces teledsteos presenta un
origen embrionario Unico que no implica participacion de células derivadas del
mesonefros (Hoar, 1969; Lepori, 1980; Merchant-Larios y Villalpando, 1981;
Capel, 2000). El origen histolégico de las células que forman el soporte al

parénquima gonadal seria la pared peritoneal (derivada del mesodermo lateral)
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(Nakamura y col. 1998). Otro elemento que distingue a los teledsteos del resto
de los vertebrados es el desarrollo del sistema de ductos, esenciales para la
liberacién de los gametos durante el periodo reproductivo. En vertebrados no
teledsteos, los ductos miillerianos y wolffianos juegan roles importantes en la
formacion del sistema de conductos femenino y masculino respectivamente
mientras que en peces teledsteos, el sistema de ductos incluye, en las
hembras, a la cavidad ovérica (donde son depositados los ovocitos ovulados)
gue se conecta con los oviductos y en los machos los ductos eferentes, ambos
ductos finalmente se comunican con las papilas genitales (Rasotto y Shapiro,
1998; Strissman y Nakamura, 2002).

Los primeros eventos hacia la formacion de una gonada funcional
involucran la diferenciacion del linaje germinal tempranamente en el desarrollo,
la formacién de los rudimentos gonadales (componente somatico) y la
migracion e incorporacion de las células germinales primordiales a las gbnadas
en desarrollo. Las génadas rudimentarias experimentan luego un periodo de
crecimiento somatico sin diferenciacidon sexual que puede extenderse dias,
meses o afios dependiendo de la especie (Strissman y Nakamura, 2002). En
los teledsteos adultos se ha documentado la presencia de un par de génadas
excepto en los peces viviparos cuyos primordios gonadales se fusionan
durante el desarrollo (Guerrero-Estévez y Moreno-Mendoza, 2010).

En la mayor parte de las especies de peces teleGsteos gonocéricas
analizadas, el desarrollo ovarico ocurre antes que el testicular (Nakamura y
col. 1998). Por ejemplo, el inicio de la mitosis (seguida de la meiosis) en las
células germinales en hembras y machos en la tilapia Oreochromis niloticus
ocurre a los 35 y 70 dias post eclosion respectivamente (Nakamura y
Nagahama, 1985, 1989) y 49 y 98-119 dias post eclosién en el pejerrey
Odonthesthes bonariensis (Strissmann y col. 1996). Muy pocas especies
presentan diferenciacion simultdnea de ambos sexos como es el caso de la
tilapia Oreochromis mossambicus (Nakamura y Takahashi, 1973) pero no se ha
descrito ningun caso de diferenciacion testicular anterior a la ovarica

(Strissman y Nakamura, 2002)
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Se ha sugerido que la aparicidon de estructuras como la cavidad ovarica y
ductos efererentes, diferencias en relacion al nimero de células germinales
presentes y el comienzo precoz de la meiosis en células germinales femeninas,
son criterios validos para identificar el sexo de una gonada en etapas
tempranas del desarrollo (Nakamura y col. 1998). Sin embargo, la eleccion del
criterio a aplicar en el diagnostico depende de la especie en estudio. Mientras
que la mitosis en las células germinales necesariamente precede a la meiosis,
la diferenciacion germinal y somatica (por ejemplo la formacion de la cavidad
ovarica) ocurre simultaneamente. La diferenciacion somatica claramente
precede a la germinal en pocas especies como la carpa Ctenopharyngodon
idella (Jensen y Shelton 1983), pudiendo incluso no ser reconocida en especies
que no presentan una cavidad ovarica verdadera como por ejemplo en la
anguila europea Anguilla anguilla (Colombo y Grandi 1996). Como
consecuencia, se ha establecido, para la mayoria de los tele6steos, que el
criterio mas confiable para diagnosticar el sexo gonadal se refiere al nUmero de
células germinales presentes: este numero es mucho mayor en ovarios
presuntivos en comparacion con testiculos presuntivos (Nakamura y col. 1998;
Strissman y Nakamura, 2002).

En relacion a la diferenciacion ovarica, se ha documentado en la
mayoria de los teledsteos que el camino de diferenciacion comienza con el
inicio de la proliferacion de las células somaticas y las células germinales, la
formacién de la cavidad ovérica y el inicio de la meiosis en una fraccién de las
células germinales (Nakamura y col. 1998). Durante esta diferenciacion se
establece el foliculo ovarico mediante la interaccion entre las células
germinales y las células foliculares (Grier, 2000). En algunas especies como
Carassius auratus y Oreochromis mossambicus el inicio en la formacién de la
cavidad ovarica coincide con la aparicion de células germinales al inicio de la
meiosis mientras que en otras especies del mismo Orden como Oreochromis
niloticus la cavidad ovarica se forma previamente a la aparicion de células

meidticas (Nakamura y col. 1998)

En relacion a la diferenciacion testicular, como ya se ha mencionado

anteriormente en este Capitulo, los testiculos permanecen indiferenciados por
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periodos mas extensos que los ovarios. La espermatogénesis comienza en
periodos post-eclosion, como es el caso de Orechromis mossambicus y
Orechormis niloticus en los que ésta comienza entre los 50 y 70 dias post-
eclosion (Nakamura y Nagahama 1989). La formacién de los ductos eferentes,
oficia de elemento estructural somatico indicativo de la diferenciacion testicular
reconociéndose por la aparicién de pequefios espacios en el primordio gonadal
(Nakamura y col. 1998). En especies gonocdricas indiferenciadas, el primer
signo de diferenciacion testicular es la regresion de los elementos femeninos.
En Danio rerio se demostré que este fenOmeno ocurre por apopotosis. Luego
se inicia la espermatogénesis identificable por un aumento en la proliferacion
espermatogonial y la formaciéon de los cistos compuestos por las células
germinales y las células de Sertoli en la periferia de la géonada (Uchida y col.
2002).

En este capitulo se analizaran las caracteristicas de las células
germinales  primordiales presuntivas  utilizando  inmunodeteccion y
microinyeccion in vivo de marcadores moleculares especificos de esta
poblacion celular. Analizaremos también la formacion de las gonadas, a escala
morfologica y temporal durante la ontogenia de Austrolebias charrua, mediante

técnicas histologicas.
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(.2 Materiales Y metodos

1. Inmunodeteccion in toto de células germinales primordiales
presuntivas

Embriones (n=50) de Austrolebias charrua fueron obtenidos, cultivados y
clasificados segun Arezo y col. (2005). Se anestesiaron en 2-phenoxy-ethanol
(Sigma) al 1 %o durante 10 minutos segun normativa de la CHEA (Comision
Honoraria de Experimentacion Animal). Se fijaron en PFA 4%-PBS toda la
noche a temperatura ambiente. Luego de decorionados bajo microscopio
mediante traccion con pinzas (Dumont N° 5), se bloqued la actividad
peroxidasa endbégena (4 partes de metanol, 1 parte de H,O, 3%) durante 10
minutos y se expusieron a solucién de bloqueo de sitios inespecificos (20%
suero fetal bovino, 1%DMSO, 0,1% Tween en PBS) durante 3 horas. La
incubacion con anticuerpo primario policlonal anti-Vasa 1:1000 se realiz6 a 4°C
toda la noche. Este anticuerpo reconoce la region MITTY 2 (aminoé&cidos 155
al 166) de la proteina Vasa del pez Danio rerio (Yoon y col. 1997), fue
producido y cedido para esta aproximacién experimental por el Dr. Marcelo
Antonelli (Facultad de Medicina, Universidad de Chile). Se incluyé un control
negativo (sin anticuerpo anti Vasa). Lavados: PBST-1%DMSO 5 veces durante
20 minutos. La incubacién con anticuerpo secundario (anti conejo 1gG
conjugado con peroxidasa, SIGMA) 1:250 se realiz6 durante 4 horas a
temperatura ambiente. Las células Vasa-positivas fueron detectadas mediante
el sustrato de peroxidasa AEC (3-amino-9-ethylcarbazole, SIGMA). Para
visualizarlas se utilizaron microscopios Nikon Eclipse E1000 (DIC) u Olympus
Vanox; las fotografias fueron tomadas con camara: CCD cooled Hamamatsu
C4742-95 o PM 10 AD camera respectivamente.
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2. Ensayos de microinyeccion para identificacion de células germinales
primordiales presuntiva

Los embriones (n=22) en el estadio de 1 célula fueron aislados de las
turbas y se procedid, bajo lupa, a rasurarlos utilizando un bisturi con el fin de
eliminar los filamentos adherentes que recubren toda su superficie. Estos
fueron posteriormente inyectados con:

1) 5 nl de una solucién que contenia: 0,3 ng de la construccion 3'UTR
vasa-GFP (Knaut y col. 2002), 0,33 ng de la construccién nuclear histona H,B-
proteina roja fluorescente (RFP) (Concha, no publicado) y 0,3 ul de rojo fenol
(SIGMA) (n=17).

2) 5 nl de una solucién que contenia 0,315 ng de la construccién 3'UTR
nosl-GFP (homdlogo de nanos) (Koprunner y col. 2001), 0, 33 ng de la
construccion nuclear histona H,B- RFP (Concha, no publicado) y 0,3 pl de rojo
fenol (SIGMA) (n=5).

La construccion histona H;B-RFP nuclear fue utilizada con 2 objetivos:
evidenciar la ubicacion de los nucleos celulares para distinguir claramente entre
células GFP positivas y negativas y como control de la distribucién de las
construcciones inyectadas.

Los embriones inyectados se cultivaron en Yamamoto a 252Cy se
observé su desarrollo cada 24 horas. Para visualizarlos se utilizé el microscopio
Nikon Eclipse E1000 (DIC) equipado con la camara CCD cooled Hamamatsu
C4742-95.

Consideraciones acerca del disefio experimental de microinyeccién

Mas alla del estadio somitico temprano del desarrollo ningin embrién
inyectado continud viable. Existen ciertas desventajas para la instrumentacion
de la microinyeccibn en embriones de Austrolebias charrua. En primera
instancia, es dificultosa la obtencion de embriones en estadio de 1 célula
debido al patrén de desove que presenta esta especie obteniéndose 2-3
ovocitos por hembra, por incursion en el sustrato (Belote y Costa, 2004) en el
transcurso del dia a diferencia de lo que ocurre en pez cebra cuyo desove

ocurre de manera sincronizada a las 2 horas de iniciado el periodo de luz,
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obteniéndose unos 200 ovocitos por hembra (Westerfied, 2000). Los ovocitos
de Austrolebias charrua presentan un corion muy resistente, completamente
cubierto por filamentos adherentes (Arezo y col. 2007). Una vez fecundados,
bajo lupa se debe proceder a rasurarlos uno a uno, utilizando una pinza como
sostén y un bisturi, con la finalidad de evitar la obstruccién de la aguja de
inyeccién. Este procedimiento provoca la rotura de algunos embriones, hecho
que, sumado al bajo nimero de ovocitos que se logran obtener al dia, dificulta
alcanzar un namero elevado de embriones en 1 célula a inyectar por sesion.
Finalmente, la rotura del corion por el procedimiento de inyeccion compromete

la viabilidad de los embriones incrementando su vulnerabilidad.

3. Andlisis histologico

Tres tipos de materiales fueron examinados mediante esta metodologia:
embriones, larvas y gonadas adultas de Austrolebias charrua. Los embriones
(n=161) se anestesiaron en 2-phenoxy-ethanol (Sigma) al 1 %o durante 10
minutos segun normativa de la CHEA (Comision Honoraria de Experimentacion
Animal). Se fijaron en solucion de Stockard (formol, acido acético glacial,
glicerina, y agua destilada, 5:4:6:85; Costello y col. 1957) durante 48 horas. La
finalidad de este paso es lograr una prefijacion del material para mejorar la
manipulacion durante el decorionado mecéanico de los mismos. Posteriormente
se procedi6é a decorionarlos como se describié anteriormente y los embriones
fueron fijados en solucién de Bouin (75 ml de solucién acuosa saturada de
acido picrico, 25 ml de formol y 5 ml de acido acético glacial.) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las larvas (n=35) fueron sacrificadas
exponiéndolas durante 10 minutos a una solucion anestésica de 2-phenoxy-
ethanol (Sigma) al 1 %o y luego fijadas en solucion Bouin durante 2 horas a
temperatura ambiente. Ovarios y testiculos fueron obtenidos de peces adultos
colectados durante los meses de mayo a diciembre (10 hembras y 10 machos
por mes) Los mismos fueron sacrificados por inmersién en agua de acuario
conteniendo el anestésico 2-phenoxyethanol (Sigma) al 5%.. Las godnadas
fueron removidas vy fijadas en soluciéon Bouin durante 3 horas a temperatura

ambiente. Luego de lavarlas y deshidratarlas en una serie de alcoholes de
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graduacion creciente, los embriones, larvas y gonadas adultas fueron
embebidas en parafina (Paraplast, Fluka) . Se realizaron cortes semiseriales de
7 um de espesor los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y eosina y
montados en un medio sintético (Entellan, Fluka) (Ganter y Jolles 1970). Los
cortes fueron examinados y fotografiados mediante un microscopio de luz
Olympus-Vanox equipado con camara PM 10 AD. Las medidas fueron

realizadas utilizando un micrometro ocular (E. Leitz 1/100 mm).

Los estadios del desarrollo embrionario para realizar este estudio fueron
determinados en relacion al tiempo post-fecundacion sumado a caracteristicas
morfologicas. Los estadios de maduracion ovocitaria y organizacion testicular
fueron definidos de acuerdo a Wallace y Selman (1981) y Grier (1981)

respectivamente.
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(.2 Resultados Y discusibn

Identificacién de células germinales primordiales presuntivas

El anticuerpo anti-Vasa generado contra una region de esta proteina del
pez Danio rerio, permitio la identificacion de una poblacion de células positivas
en embriones de Austrolebias charrua. Asimismo, fue posible detectar en los
embriones inyectados con las construcciones 3'UTR vasa-GFP y 3'UTR nosl-
GFP células GFP-positivas desde el estadio de 1 célula hasta embriones
somiticos tempranos.

Durante el estadio de blastula temprana la totalidad de las blastbmeras
resultaron ser Vasa / GFP-positivas (Fig. |. 1a). El primer patron de expresion
diferencial de marcado se observé durante las etapas de epibolia (blastula
tardia) (Fig. 1.1b) y reagregacion (etapa donde ocurre la gastrulacién en
embriones de peces anuales). En esta Ultima, la marca se detect6 en una
poblacion celular restringida de aproximadamente 10 células de 13 (£3,2) um
de diametro (Fig. I.1c), alejadas de la zona de reagregacion. Durante la
somitogénesis y organogénesis temprana (aproximadamente 2 semanas post-
fecundacion), las células Vasa / GFP-positivas permanecian fuera del embrién
(Fig. 1.1d). En embriones de 1 mes post-fecundacion (Fig. l.1e), detectamos
una region interna Vasa-positiva en la zona ventral media de los mismos
coincidente con la regiébn en que los rudimentos gonadales comienzan a

diferenciarse (Arezo y col. 2007).
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Figural.1

Inmunodeteccion de células Vasa-positivas (derecha) ohservados con microscopia de campo claro
e inyeccion de ARNm 3'UTR vasa- GFP/RFP nuclear in vivo(izquierda).

a) Blastula temprana

v
100gm
{izq: embridn in vivo, der: células Vasa-positivas) (izq: embridn campo claro; der: epifluorescencia)
DE: blastdmeras profundas; PB: blastémeras Rojo: nicleos celulares.
periféricas; V:vitelo. Recuadro: blastula. Verde: células GFP-positivas.

b) Epibolia - Fase dispersa

{izg: embridn in vivo, der: células Vasa-positivas) (izg: embridn campo claro; der: epifluorescencia)
DE: blastémeras profundas; SI: capa sincitial; Rojo: ndcleos celulares.
ECL: capa celular envolvente. Yerde: células GFP-positivas

Flecha: células Vasa-positivas.
Asteriscos: células Vasa-negativas.

c) Fase de reagregacion

{izq: embridn campo claro; der: epifluorescencia)
Rojo: ndcleos celulares.
Yerde: células GFP-positivas

{izq: embridn in vivo, der. células Vasa-
positivas) Recuadro: reagregado.
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Figural.i

d) Embridon somitico
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Células Vasa-positivas (rojo).
Flecha RP: regidn caudal (posterior)
Flecha RA: regidn cefalica (anterior)
S: somites

G: gota lipidica

e) Embrion de un mes post-fecundacion

Recuadro: zona Yasa-positiva.
Flecha RP: regidn caudal (posterior)
Flecha RA: regidn cefalica (anterior)

Microscopia de Namarski

Epifluorescencia. Rojo: ndcleos celulares.
Yerde: células GFP-positivas
Flechas: células GFP positivas

Embridn in vivo.

Recuadro: zona del primordio gonadal
G: gota lipidica

RP: regidn caudal (posteriar)

RA: regidn cefalica (anterior)
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En Oryzias latipes, mediante la técnica de hibridacion in situ, se
describié la existencia de 10 a 25 células Vasa-positivas en el estadio
equivalente a la reagregacion en Austrolebias charrua (Shinomiya y col. 2000).
A su vez el patron de expresion evidenciado por inmunodeteccion en blastulas
de Austrolebias charrua es similar al descrito en blastulas de Danio rerio (Braat
y col. 2000) aunque los anticuerpos utilizados por este grupo y por nosotros
reconocen regiones diferentes de la misma proteina. Esta proteina, de origen
materno, se encuentra distribuida de forma homogénea en todas las
blastomeras restringiéndose a una subpoblacion de éstas durante el estadio de
blastula media (estadio de 1.000 células, Braat y col. 2000) a blastula tardia
(estadio de esfera, Knaut y col. 2000). Vasa muestra una degradacién gradual
en células somaticas permaneciendo so6lo en aquella poblacion celular
precursora de la linea germinal (Wolke y col. 2002). Los resultados obtenidos
en embriones de Austrolebias charrua demuestran que el primer evento de
expresion diferencial estaria comenzando durante la etapa de blastula tardia
(momento en el que se observa por primera vez una distincion entre

poblaciones celulares positivas y negativas).

El patron de expresion de las construcciones 3'UTR vasa-GFP y 3'UTR
nosl-GFP fue analogo en ambas poblaciones de embriones inyectados y a su
vez, coincidente con el patron de expresion observado mediante
inmunodeteccion antes descrito. La regulacion de la expresion de nosl-GFP
seria dependiente de los mismos procesos de degradacion-proteccion tejido
especifico (Koprunner y col. 2001) descritos para vasa (Wolke y col. 2002)

El marcado de los nucleos celulares con la construccion histona H,B-
RFP mostré una intensidad similar en la totalidad de las células, en todos los
estadios y embriones analizados. Este hecho sugiere que la distribucion de los
diferentes ARNm inyectados es homogénea, por lo tanto la ausencia de
marcado en la totalidad de las células podria atribuirse a una diferencia en la
estabilidad del mensajero entre la poblacion de células somaticas y las células
germinales primordiales presuntivas.

El ARNm del gen vasa, en Danio rerio, se distribuye de manera

asimétrica en los planos de segmentacién en embriones tempranos de 2 y 4
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células (Yoon y col. 1997). Este mensajero se degrada especificamente en las
células somaticas pero se encuentra estabilizado y traducido en células que
contienen plasma germinal (Wolke y col. 2002). En Oryzias latipes, el ARNm
homologo de vasa se encuentra uniformemente distribuido hasta el estadio de
gastrula tardia (Shinomiya y col. 2000). Sin embargo, la proteina Vasa se
restringe  mas tempranamente a la poblacion de células germinales
primordiales (Herpin y col. 2007). Esta localizacion de la proteina Vasa podria
atribuirse a mecanismos post-transcripcionales especificos complementarios:
1) traduccion especifica potenciada debido a 3'UTR del mensajero vasa
(Kurokawa y col. 2006); 2) inhibicion somatica de la traduccion; 3)
desestabilizacion soma-especifica de la proteina (Wolke y col. 2002). En
Oncorhynchus mykiss, Yoshizaki y col. (2005), proponen dos mecanismos
potenciales para explicar la expresion de GFP bajo el mando de 3'UTR de
vasa: 1) al igual que en pez cebra, la regidbn 3’'UTR de vasa estabilizaria
especificamente al ARN quimérico en las células germinales primordiales pero
no en las células sométicas; 2) la region 3’'UTR de vasa potencia la traduccién
del ARN quimérico especificamente en las células germinales primordiales. Los
autores sugieren que, aunque no es posible descartar el segundo mecanismo,
el primero seria més razonable considerando que la vida media de la proteina
GFP es de 24 horas (Corish y col. 1999) y que la sola potenciacion de la
traduccion de GFP no explicaria que GFP se observara durante 50 dias en

estos individuos.

Se ha descrito que el control de la expresién génica diferencial entre
células germinales y soméaticas dependeria de eventos post-transcripcionales
en diferentes especies de peces teledsteos como Oryzias (latipes, curvinotus, y
luzoiensis) y Betta splendens. Estos mecanismos postranscripcionales
diferenciales serian un mecanismo conservado en diferentes linajes de peces
alejados filogenéticamente (Cypriniformes, Perciformes y Beloniformes),
(Herpin y col. 2007).

Los estudios comparativos en diferentes especies revisten gran
importancia para la comprension de la dinamica del desarrollo de las células

germinales primordiales. Analisis desarrollados por Saito y col. (2006) en 7
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especies representantes de 4 clados del arbol filogenético de los teledsteos
(Clupeiformes, Cypriniformes, Beloniformes y Perciformes) mostraron que la
expresion de 3’'UTR ARNmM nanos-GFP se observa desde el estadio de
blastula. Luego, en el estadio 50% epibolia hasta la somitogénesis se observo
una disminucién en el nimero de células GFP positivas que varia entre los
embriones, incluso de una misma especie. La expresion de GFP disminuye en
las células soméaticas no asi en un subgrupo de células durante el desarrollo
embrionario sugiriendo que existe una diferencia en la estabilidad de los ARNm
inyectados entre ambas poblaciones celulares (células somaticas y células
GFP positivas) por lo que los autores concluyen que las células GFP positivas
representan a las células germinales primordiales presuntivas. Estos resultados
sugieren que nanos 3'UTR estd ampliamente conservado en los peces, no asi
3’'UTR ARNm vasa de Oryzias latipes ya que éste no permitio la visualizacién
de células germinales primordiales en 2 especies de Cypriniformes (Danio rerio
y Misgurnus anguillicaudatus, Saito y col.2006). La region 3’'UTR de vasa tanto
en Danio rerio como en Oryzias latipes posee un rol critico en la estabilizacién
de éste en las células germinales primordiales (Wolke y col. 2002; Tanaka y
col. 2001). Estos resultados indican que el mecanismo de mantenimiento de
vasa en las células germinales primordiales de Oryzias latipes 0 su
degradacion en las células somaticas no es el mismo en Danio rerio y
Misgurnus anguillicaudatus por lo que no estaria conservado en todas las

especies de peces a diferencia de lo que ocurre con nanos (Saito y col.2006).

Los resultados obtenidos en Austrolebias charrua evidencian un
comportamiento similar de la poblacion de células GFP positivas durante las
primeras etapas del desarrollo al descrito por Saito y col. (2006) tanto en
embriones inyectados con 3'UTR vasa — GFP o 3'UTR nosl —GFP. Estos
datos concuerdan con los resultados presentados por Yoshizaki y col. (2005)
argumentando a favor de la hipétesis en relacion a la existencia de
conservacion de la secuencia 3’'UTR del ARNm vasa proveniente de grupos

taxondmicos muy divergentes.
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Diferenciacién gonadal

La especie Austrolebias charrua, al igual que otros peces anuales,
presenta diferencias en cuanto a los tiempos de desarrollo y eclosion incluso
comparando embriones de una misma puesta (Wourms 1972 a; Lesseps y col.
1975; Van Haarlem 1983; Arezo y col. no publicado). A su vez, la posibilidad de
experimentar diapausas de diferente duracion (Wourms 1972c) incrementa aun
mas la asincronicidad durante el desarrollo. Por lo tanto, considerando esta
variabilidad, el criterio utilizado para establecer los estadios del desarrollo
tardio de Austrolebias charrua analizados en el presente trabajo conjuga dos
variables: el tiempo post-fecundacion y algunas caracteristicas morfolégicas del
embrion.

Los embriones de aproximadamente tres semanas post-fecundacion
(n=36) ocupan mas de la mitad del perimetro vitelino, las retinas oculares han
comenzado a pigmentarse, se observan algunos eritrocitos circulantes en los
vasos sanguineos y las vesiculas 6ticas no contienen otolitos. Los primordios
gonadales en este estadio se observan en la regibn media del eje antero-
posterior embrionario ubicados en posicién dorso-lateral con respecto al tubo
digestivo y ventrales a la notocorda (Fig. 1.2a). Estan formados por grupos de
células germinales que no presentan ningun signo de diferenciacién rodeadas
por células somaticas aplanadas (estado indiferenciado) (Fig. 1.2b). Las células
germinales son reconocidas en base a criterios morfolégicos: forma
redondeada, gran tamafio (12+2,5um), relacibn nucleo/citoplasma alta,
nucleolos fuertemente tefidos y citoplasma hialino (Fig 1.2 b,c).

Los embriones de aproximadamente un mes post-fecundacion (n=43)
ocupan todo el perimetro vitelino, las retinas oculares estan intensamente
pigmentadas, la circulacion sanguinea es evidente, las vesiculas oticas
presentan dos otolitos y algunos melan6foros se observan dispersos en la
epidermis embrionaria. En este momento, es posible diferenciar dos tipos
gonadales en diferentes individuos. El tipo gonadal | estd compuesto por dos
poblaciones celulares de células germinales. Un tipo celular presenta
caracteristicas morfologicas similares a las células germinales indiferenciadas

descritas en el estadio previo, mientras que el otro tipo (células con nucleo
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basdfilo y cromatina condensada) esta experimentando mitosis (Fig 1.2c). El
tipo gonadal Il muestra menor niumero de células con caracteristicas similares a
las observadas en el estadio indiferenciado (Fig. 1.2d). Aplicando el criterio mas
confiable para evidenciar la diferenciacion gonadal en la mayoria de los
teledsteos (mayor numero de células germinales en ovarios presuntivos en
relacion a testiculos presuntivos) (Nakamura y col. 1998; Strissman vy
Nakamura, 2002), observamos en este momento del desarrollo, el primer signo
de diferenciacion gonadal histolégico. El tipo gonadal | corresponderia a un

ovario presuntivo y el tipo gonadal Il a un testiculo presuntivo.

En los embriones pre-eclosion, (aproximadamente 38 dias post-
fecundacion, n=42), el extremo de la aleta caudal contacta con los ojos y la
epidermis se encuentra intensamente pigmentada. Algunos individuos
presentan una génada en desarrollo en la cual se observaron ovogonias y
ovocitos pre-vitelogénicos. Las ovogonias presentan grandes ndcleos
eucromaticos y escaso citoplasma (algunas de ellas se encontraban en
mitosis). Los ovocitos meidticos tempranos contienen nucleos con finas hebras
de cromatina mientras que los ovocitos en el estadio nucleolar son identificados
por su escaso citoplasma y nucleo baséfilo y excéntrico. Los ovocitos en
estadio perinucleolar son caracterizados por la presencia de nucleolos
periféricos y citoplasma basdéfilo (Fig. 1.2e). Otros individuos presentan células
germinales en un estadio morfolégico indiferenciado siendo clasificados como
machos presuntivos (Fig. 1.2f).

En el momento de eclosion (al menos 98 dias post-fecundacion, n=40) y
7 dias post-eclosién (n=10), los ovarios muestran mayor tamafo, exhibiendo
las mismas poblaciones celulares que fueron descritas en el estadio anterior
(Fig. 1.2g), y un gradiente de diferenciacion sexual antero-posterior. Los
testiculos presuntivos aun permanecen indiferenciados es esta etapa (Fig.
[.2h).
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Figural.2

Diferenciacion gonadal de Austrolebias charrua (hematoxilina y eosina)

Corte longitudinal de un embridn de 3 semanas  Corte transversal de un embridn de 3 semanas
post-fecundacian. post-fecundacidn.
Flecha: primordio gonadal; y: vitelo. Flechas: primordios gonadales
g: tubo digestivo; nt: tubo neural

Embridn de 30 dias post-fecundacidn. Embridn de 30 dias post-fecundacidn
Flecha: tipo gonadal | Flecha: tipo gonadal Il
Células germinales experimentando mitosis Y:vitelo; g: tubo digestivo.

son reconocidas por su nicleo baséfilo

y cromatina condensada

g: tubo digestivo; n: notocorda

Cuadrado: magnificacion de una célula germinal 51
arribando a la gonada en desarrollo



Embridn pre-eclosidn Embridn pre-eclosidn: macho presuntivo

Flecha: ovario en desarrollo Flecha: gonada indiferenciada
n: notocorda; cuadro: magnificacidn de la gonada

Estrella: poblacidn de ovogonias

Cabeza de flecha: ovocitos en estadio cromatina
nucleolar

Flecha: ovocitos en estadio perinucleolar

'c -';‘ ‘ .
Diade la ecliosién {larva). Diade la eclosidn (larva).
Flecha: ovario. Flecha: testiculo presuntivo
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En larvas de 30 dias post-eclosion, (n=15), los ovarios estan compuestos
principalmente de ovocitos perinucleolares (Fig. 1.2i). En otros individuos de la
misma edad, se encuentran testiculos en desarrollo conteniendo cistos con
espermatocitos meiéticos (Fig. 1.2)).

En individuos juveniles (45 dias post-eclosion, n=10), algunos individuos
presentan los ovarios con ovocitos pre-vitelogénicos descritos anteriormente,
ovocitos en estadio cortico-alveolares (mas grandes que los perinucleolares y
contienen alvéolos corticales) y ovocitos vitelogénicos (Fig. 1.2k). Otros
individuos presentan testiculos conteniendo todos los estadios celulares de la
espermatogénesis (Fig. 1.2l).

Como ya se ha mencionado en los Antecedentes de este Capitulo, la
diferenciacion sexual en la mayoria de los teledsteos gonocoricos, ocurre en
diferentes momentos luego de la eclosion (dias, meses o afios dependiendo de
la especie) comenzando previamente en el sexo femenino (Nakamura y col.
1998; Strissmann y Nakamura, 2002). En la especie Oryzias luzonensis
(Beloniformes), el primer signo de diferenciacion gonadal se evidencia a los 11
dias post-fecundacién (3 dias post-eclosion) (Nakamoto y col. 2009). Sin
embargo, en Oryzias latipes la misma ocurre a los 6 dias post-fecundacion (1
dia pre-eclosiéon) (Kobayashi y col. 2004). En ambas especies el patron de
diferenciacion gonadal corresponde al gonocorico diferenciado (Yamamoto,
1969). Oryzias mekongensis, especie filogenéticamente mas cercana a las
anteriores, presenta un sistema de determinacion del sexo XX/XY (Hamaguchi
y col. 2004) todos los individuos, independientemente del sexo, presentan
ovogonias en el dia de la eclosion evidenciandose diferencias entre los sexos a
los 10 dias post-eclosion (Otake y col. 2008). Este patron de diferenciacién
gonadal corresponde al gonocdrico indiferenciado (Yamamoto, 1969) al igual
qgue el observado en Danio rerio (Uchida y col.2002). Este hecho demuestra
gue, aln en especies muy cercanas, la ventana temporal de diferenciacién e
incluso el tipo de patrén en que ésta ocurre pueden ser variables evidenciando

la especie-especificidad del mismo (Devlin y Nagahama, 2002).
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. it
Larva de 30 dias post-eclosidn. Larva de 30 dias post-eclosidn.

Flechas: ovarios Spg: espermatogonias;
g: tubo digestivo; nt: tubo neural Spc: nidos de espermatocitos

Juvenil de 45 dias post-eclosian. Juvenil de 45 dias post-eclosidn.
Cabezas deflecha: ovocitos en estadio Spc: espermatocitos; Spt: espermatidas; Spz:
cortico-alveolar. espermatozoides.

Estrella: ovocitos vitelogénicos.
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En Austrolebias charrua las génadas comienzan su diferenciacién en
estadios pre-eclosion al igual que en Gambusia affinis (Cyprinodontiformes)
(Koya y col. 2003) y Oryzias latipes (Kobayashiy col. 2004).

En relacibn a la estrategia de diferenciacion sexual, los analisis
histol6gicos de embriones de tres semanas post-fecundacion hasta individuos
adultos (Arezo y col. 2007) no mostraron la presencia de génadas intersexo ni
la existencia de un estadio 100% ovarico en el total de individuos analizados
(n=341). Por definiciébn, la ocurrencia transitoria de goOnadas intersexo o
estadios 100% ovaricos ocurriria en individuos cuyo patron de diferenciacion
sexual es el definido como gonocodrico indiferenciado (Yamamoto 1969;
Strissmann y Nakamura 2002). Por consiguiente concluimos que la estrategia
de diferenciacibn sexual para Austrolebias charrua corresponde al tipo
gonocérico diferenciado al igual que el Cyprinodontiforme Xiphophorus

maculatus (Flores y Burns, 1993).

Goénadas adultas

La morfologia de las génadas adultas ha sido utilizada tradicionalmente
para identificar ciclos reproductivos anuales, inicio de la madurez reproductiva,
ritmos de desove y otros aspectos de la biologia reproductiva. Los analisis
histol6gicos son considerados métodos apropiados para determinar el patrén
reproductivo en los teledsteos (Parenti y Grier, 2004). Austrolebias charrua
desova diariamente desde que alcanza la madurez sexual hasta la
senescencia. En los andlisis histologicos realizados durante la temporada
reproductiva, se han encontrado células de la linea germinal femenina y
masculina en todos los estadios de la gametogénesis (Arezo y col. 2007). Estas
observaciones permiten definir un patrén asincronico de desove (presencia de
ovocitos en todos los estadios de diferenciacion, Wallace y Selman, 1981) para
la especie en estudio.

La organizacion histologica testicular de Austrolebias charrua
corresponde al patron lobular restricto descrito por Grier (1981) encontrado
anicamente en la Serie Atherinomorfa (Atheriniformes, Beloniformes vy

Cyprinodontiformes). En esta especie, las espermatogonias estan confinadas al
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extremo distal de los l6bulos en correspondencia al patron espermatogonial
restricto. A diferencia de esta distribucion, en la mayoria de los teledsteos no
atherinomorfos, las espermatogonias se encuentran indistintamente en
cualquier zona de los lobulos testiculares (patrén espermatogonial irrestricto)
(Grier, 1981).

Durante la etapa final de la ovogénesis, el vitelo muestra un cambio en
su aspecto, pasando de granular a fluido y ocupa casi todo el ovocito. Esta
caracteristica del vitelo, la presencia de una envoltura vitelina con largos
filamentos adhesivos y el patrén espermatogonial restricto (Arezo y col. 2007)
presentan valor filogenético ya que constituirian caracteres derivados
compartidos Unicamente por los integrantes de la Serie Atherinomorfa (Parenti
y Grier, 2004) representando sinapomorfias que apoyan la monofilia de este

grupo de peces (Parenti, 2005).

56



(.4 Conclusiones

Identificacién de las células germinales primordiales

Los resultados obtenidos indican que el patron observado mediante
inmunodeteccion in toto de la proteina Vasa enddgena presuntiva coincide con
los ensayos de expresion in vivo de la misma (inyeccion de la construccion
3’'UTR ARNm vasa-GFP). A su vez, el patron de expresion de la construccion
3’UTR ARNmM nanos-GFP coincide con el observado en los ensayos de
expresion in vivo de la construccion 3’'UTR ARNmM vasa-GFP. Estos datos,
sumados a reportes en que se indica la existencia de conservacion a nivel de
los marcadores moleculares de células germinales primordiales en grupos
taxondémicos divergentes, permiten sugerir que las células Vasa / GFP positivas
constituirian la poblacién de células germinales primordiales presuntivas de
Austrolebias charrua.

De acuerdo con el patron de expresiéon tempranamente diferencial de
estos marcadores moleculares especificos de la poblacibn de células
germinales primordiales observado en Austrolebias charrua al igual que el
descrito en Danio rerio, Oryzias latipes y otras especies de peces teledsteos, el
mecanismo de especificacion de la linea germinal seria el de preformacion en

esta especie.

Diferenciacién gonadal

Los datos obtenidos mediante analisis histolégicos de 341 individuos
permiten concluir que:
1) la estrategia de diferenciacion sexual en la especie Austrolebias charrua
corresponde al patron “gonocérico diferenciado”.
2) la ventana de diferenciacion gonadal es temprana con inicio en el periodo
pre-eclosion.
3) el patron de desove es de tipo asincronico.
4) la organizacion de la gonada masculina corresponde al patron testicular

restricto.
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L5 Perspect’was

Identificacién de las células germinales primordiales

El paso inmediato es la caracterizacion de los genes homodlogos vasa y
nanos de Austrolebias charrua con el fin de disefiar construcciones tendientes
a validar los resultados obtenidos y definir la ruta de migracién de las células
germinales primordiales presuntivas in vivo, desde el sitio de especificacion
hasta su incorporaciéon en la gonada en desarrollo. En este sentido, es
importante optimizar la viabilidad de los embriones inyectados ajustando y

poniendo a punto la fineza de la tecnologia de microinyeccion.
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.6 Anexo
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CapﬁtuLo [

Mecanismos de determinacion del sexo en

Austrolebias charrua: ensayos de termosensibilidad.
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(1,1 Awntecenlentes

La determinacion sexual implica una dicotomia: el sexo de un individuo
es determinado por su genotipo en el momento de la fecundacién o por
factores ambientales que operan mas tardiamente en la ontogenia como ya se
ha mencionado en la Introduccion de este trabajo. Con el objetivo de dilucidar
el significado ecoldgico y evolutivo de la determinacion sexual dependiente de
la temperatura en vertebrados, es fundamental discernir entre los casos donde
verdaderamente ocurre éste fendmeno y casos en los que esta variable
simplemente ejerce un efecto sobre la proporciébn sexual primariamente
determinada por factores genéticos. Estas instancias de susceptibilidad
ambiental dentro de sistemas de determinacibn genética del sexo
representarian una base importante en la evolucion de los mecanismos de
determinacidn sexual por temperatura cuya distincion es esencial para realizar
analisis evolutivos (Valenzuela y col. 2003)

Si bien la literatura es concordante con respecto a las definiciones de
los mecanismos de determinacion sexual genética y ambiental, los criterios
utilizados para diferenciar estos procesos no son claros. En general, existe
confusion entre mecanismos de determinacién y procesos de diferenciacion
sexual, siendo comun que se refiera indistintamente a una u otra etapa.
Existen casos de mortalidad embrionaria diferencial inducida por la temperatura
(Burger y Zappalorti, 1988) donde ésta no afecta la determinacion sexual en si
misma sino que simplemente impide el desarrollo de cigotos de un sexo
establecido genéticamente generando una proporcion sexual sesgada hacia el
sexo resistente. Asimismo, determinados rangos de temperatura pueden
afectar la diferenciacion sexual causando reversion del fenotipo en especies
que presentan cromosomas sexuales generando una discordancia entre el
sexo fenotipico y el genotipico (Baroiller y col. 1995). Sin embargo, este caso

tampoco implica determinacion sexual dependiente de temperatura dado que
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existen cromosomas sexuales que definieron el sexo en el momento de la
fecundacion (Valenzuela y col. 2003).

Conocer las causas de los cambios evolutivos repetidos entre
mecanismos de determinacion sexual genética y ambiental es uno de los
problemas mas importantes de la investigacion en determinacion del sexo que
todavia no ha sido resuelto (Pen y col. 2010). Charnov y Bull (1977) proponen
que la determinacion sexual ambiental esta favorecida por la seleccion natural
cuando la aptitud individual (como macho o hembra) se encuentra fuertemente
influenciada por condiciones ambientales. Por ejemplo, se han observado
diferentes mecanismos de determinacion sexual en lagarto Niveoscincus
ocellatus operantes en distintas poblaciones seguin su ubicacion geografica.
Esta especie habita en un gradiente desde el nivel del mar hasta regiones
elevadas de Tasmania donde las condiciones climaticas varian
sustancialmente en los diferentes ecosistemas. Las poblaciones de lagartos
que se encuentran en las zonas mas elevadas presentan una temporada de
actividad méas corta que las poblaciones que habitan zonas mas bajas.
Ademas, las primeras experimentan mayor varianza en relacion a la
temperatura ambiental lo que habria implicado la seleccion de mecanismos de
determinacion del sexo genéticos (independientes del ambiente) dado que
éstos impedirian la aparicion de proporciones sexuales extremas. Asimismo,
un clima mas estable, que es la condiciébn de las zonas bajas, permite el
establecimiento de una temporada de actividad mas larga. Esta condicion
habria favorecido un cambio evolutivo que permitié el establecimiento de
mecanismos de determinacién sexual dependiente del ambiente en las

poblaciones que habitan en las zonas bajas (Pen y col. 2010).

En los peces teledsteos, como ya se ha mencionado en la seccion
Introduccion de esta tesis, la primera evidencia de determinacion del sexo
mediada por temperatura fue obtenida en estudios de campo y laboratorio en la
especie Menidia menidia (Conover y Kynard, 1981). Desde entonces, se han
descrito 55 especies con esta modalidad de determinacion sexual cuyos
patrones se clasifican basicamente en tres grupos: 1) bajas temperaturas

producen proporciones sexuales sesgadas hacia hembras y altas temperaturas
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producen proporciones sexuales sesgadas hacia machos; 2) bajas
temperaturas producen proporciones sexuales sesgadas hacia machos y altas
temperaturas producen proporciones sexuales sesgadas hacia hembras; 3)
proporciones sexuales sesgadas hacia machos generadas en los extremos
(bajas y altas temperaturas) mientras que las proporciones balanceadas
macho: hembra se obtienen en rangos intermedios de temperatura (Opsina-
Alvarez y Piferrer, 2008) (Fig. 11.1).

En varias de estas especies, las evidencias provienen de ensayos de
laboratorio utilizando temperaturas extremas que los organismos no
experimentan en la naturaleza. Entonces, los cambios evidenciados en la
proporcion sexual resultante serian consecuencia de una influencia térmica en
el proceso genético de determinacion del sexo y no una demostracion de que el
factor inicial que desencadena la cascada de determinacion sexual es la
temperatura (Valenzuela y col. 2003). En este contexto, Opsina-Alvarez y
Piferrer (2008), re-evaluaron la prevalencia de este mecanismo aplicando dos
criterios independientes para discernir entre verdaderos casos de
determinacién ambiental del sexo (por temperatura) y casos de determinacion
sexual genética influidos por variables ambientales. El primer criterio utilizado
por estos autores es el que describié Valenzuela y col. (2003) estableciendo,
qgue la presencia de un sistema cromosomico de determinacién del sexo en el
cariotipo de una especie constituye una evidencia robusta a favor de un
mecanismo de determinacién del sexo genético. El segundo criterio propuesto
por estos autores, implica que, para que una especie dada presente un
mecanismo de determinacion del sexo temperatura dependiente, la proporcion
sexual debe modificarse en respuesta a un rango de temperaturas ambientales
especificamente experimentado por los individuos durante el periodo
termosensible que usualmente ocurre durante el desarrollo embrionario,

larvario o juvenil, dependiendo de la especie.

Como resultado, Opsina-Alvarez y Piferrer (2008) concluyeron que la
determinacion del sexo dependiente de la temperatura en peces teledsteos se
encuentra restringida a un menor numero de especies (40) que el reportado

anteriormente (55). Asimismo, aquellas especies que efectivamente cumplen
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con ambos criterios presentan un unico patron de respuesta a esta variable y
no tres. El patron observado en todos los casos coincide con el patron 1 (bajas
temperaturas producen proporciones sexuales sesgadas hacia hembras y altas
temperaturas producen proporciones sexuales sesgadas hacia machos) (Fig.
[1.1). Estudios recientes han demostrado que la exposicion a temperaturas mas
elevadas durante el periodo termosensible suprime la expresion del gen
aromatasa (cypl9ala) resultando, presumiblemente, en niveles bajos de
estrogeno. La ausencia de estrégeno a su vez, seria responsable de la
masculinizacién observada (Guiguen y col. 2010). EI mecanismo subyacente
que conecta la temperatura ambiente con la expresion del gen cypl9ala
permanece desconocido. Sin embargo, existe evidencia de analisis
provenientes de Dicentrarchus labrax que sugiere que los efectos producidos
por las temperaturas altas en la expresion del gen cypl9ala estarian mediadas
por metilacion de ciertos sitios especificos del promotor de este gen (Piferrer y
col. 2008)

Los datos disponibles en relacion a la determinacion del sexo en peces
teledsteos representan un reflejo de la biodiversidad en este grupo si bien el
namero de taxa analizado al momento actual es muy bajo dado que existen
aproximadamente 28.000 especies de teledsteos descritas (Nelson, 2006). Es
de esperar que el escenario actual pueda modificarse a medida que se aporten
nuevos datos en diferentes especies (Opsina-Alvarez y Piferrer, 2008). La
determinacion sexual temperatura dependiente se ha constatado hasta el
momento en 4 Ordenes (Perciformes, Atheriniformes, Cyprinodontiformes y
Siluriformes) no existiendo relacion cercana entre las familias que lo presentan.
Estos datos concuerdan con la vision evolutiva de que este mecanismo de
determinacion sexual ha evolucionado varias veces de forma independiente.
Diversas especies dentro de estas mismas familias (Ciclidae, Poeciliidae,
Atherinopsidae y Callichtyidae) presentan una determinacion sexual genética
sugiriendo que la determinacién sexual inducida por la temperatura es una
excepcion en los teledsteos. La distribucion filogenética sugiere ademas que

este tipo de determinacion sexual ambiental seria un mecanismo derivado y no
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ancestral (Opsina-Alvarez y Piferrer, 2008) (Fig.ll.2), al igual que en reptiles
(Pokorna y Kratochvil, 2009).
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Figurall.1
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Determinacion del sexo y cambio global

Los cambios ambientales ocurridos en el planeta Tierra, particularmente
en los limites entre épocas geologicas, han estado implicados en la extincion
de varios linajes de organismos mientras que otros, sujetos a las mismas
condiciones, han permanecido (Mitchel y Janzen, 2010). En este sentido, se
ha sugerido que el impacto de un meteorito en la peninsula de Yucatan y varias
erupciones volcanicas sucedidas en la India serian los eventos responsables
de la extincion masiva ocurridos en el limite entre el Cretacico y el Paleoceno.
Ambos eventos habrian generado profundos efectos en el clima global,
particularmente, la liberaciébn de grandes cantidades de dioxido de carbono
eventos que habrian marcado el inicio del calentamiento global (Silber y col.
2011). Se ha planteado la hipétesis de que los dinosaurios presentaban
determinacién sexual temperatura dependiente y que este cambio en la
temperatura produjo poblaciones constituidas mayoritariamente por machos.
Este desbalance en la proporcion sexual habria conducido finalmente a su
extincion (Miller y col. 2004). Un estudio que analizé la sobrevida de especies
de tetrdpodos en el limite Cretacico-Paleoceno concluyd que, a diferencia de lo
esperado, los taxa que presentaban mecanismos de determinacion sexual
genética sufrieron mas extinciones que los dependientes de la temperatura. Es
posible que estas especies hayan logrado responder a los cambios de
temperatura modificando la temperatura a la cual se genera una proporcion
sexual 1:1, alterando el sitio de incubacion de sus huevos o colonizando un
nuevo habitat (Silber y col. 2011)

La exposicion repetida a condiciones ambientales que generan
proporciones sexuales altamente sesgadas hacia un sexo promoverian: 1) la
adaptacion a esa condicion (restaurando el equilibrio de la proporcion sexual y
a su vez reteniendo el caracter termosensible); 2) la seleccibn de mecanismos
alternativos de determinacién sexual independientes del ambiente (genéticos) o
3) la extincion de la poblacion. Si bien algunos reptiles como los cocodrilos se
originaron en el Mesozoico (280-200 millones de afios) donde las temperaturas

medias globales eran entre 10-20°C mas altas que las actuales y los cambios

67



eran abruptos (hasta 5°C en décadas), la extension geogréafica de estos
eventos se restringia Unicamente al hemisferio Norte (Mitchel y Janzen, 2010).
A diferencia de las fluctuaciones naturales de la temperatura global
ocurridas en épocas prehistoricas, el evento de cambio climatico que esta
ocurriendo en la actualidad se caracteriza por su extension global y de rapido
avance por lo que se ha sugerido que las especies termosensibles no se
adaptarian a este cambio (Janzen, 1994). La vulnerabilidad de cada especie en
relacion a las tasas proyectadas de calentamiento global estaran influenciadas
por multiples factores que pueden estar interrelacionados y que se aplican
tanto para especies que presentan una determinacion sexual dependiente de la
temperatura como para aquellas cuya determinacién del sexo es genética. En
este sentido, Mitchel y Janzen (2010) han propuesto un sistema basado en una
serie de factores que permitiria evaluar el riesgo relativo que presentan,
particularmente las especies de reptiles, frente a esta condicion climatica. De
todos modos, estos factores podrian ser extrapolables a otros vertebrados.

En primera instancia, las especies que presentan un mecanismo de
determinacién sexual dependiente de la temperatura serian las que se
encuentran en mayor riesgo frente al calentamiento global. Estas han sido
propuestas como indicadores confiables del impacto biologico del
calentamiento global dado que las desviaciones de la proporcion sexual
inducidas por cambios en la temperatura constituyen una respuesta directa a
las fluctuaciones térmicas (Janzen, 1994). Asimismo, los efectos previstos
como consecuencia de estos cambios en las poblaciones de peces incluyen
alteraciones en la distribucion de las mismas (Perry y col. 2005) y
modificaciones en los tiempos de desarrollo embrionario (O Connor y col. 2007)
entre otros. Los efectos del cambio climatico en la proporcién sexual han sido
inferidos para algunas poblaciones de tortugas marinas (Hawkes y col. 2007) y
en los peces teledsteos, es posible realizar algunas deducciones en base al
estudio proporcionado por Opsina-Alvarez y Piferrer (2008). Los teledsteos que
presentan este tipo de determinacion sexual conforman un grupo heterogéneo
que incluye especies de agua dulce y marinas que habitan en altas y bajas

latitudes. Algunas son euritérmicas (toleran un amplio rango de temperaturas) y
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otras estenotérmicas (toleran un rango limitado de temperaturas) ademas de
exhibir diferentes estrategias reproductivas. Si bien el calentamiento global es
un proceso que afecta diferencialmente a distintas regiones del planeta, se
proyectan incrementos de 4°C para los cuerpos de agua hacia el fin del
corriente siglo. En este contexto, se ha demostrado que aun cambios menores
(1 a 2°C) generan modificaciones significativas de las proporciones sexuales
(Opsina-Alvarez y Piferrer, 2008). En el pez Menidia menidia se observo que en
huevos colectados de la naturaleza una diferencia de 2°C durante el periodo
termosensible resulta en un aumento de la proporciéon de machos de 50% a
69% (Conover y Heins, 1987). En el pejerrey Odontesthes bonariensis,
especie argentina de interés comercial y recreativa, existen estudios que
sugieren gque en poblaciones naturales ya estan ocurriendo efectos sobre el
desarrollo gonadal inducidos por los cambios térmicos (Cornejo, 2003). En esta
misma especie, se ha reportado que un incremento de 1,5°C modifica la
proporcion sexual de machos de un 50 a un 73% (Opsina-Alvarez y Piferrer,
2008). Dado que el potencial reproductivo de varias comunidades de peces
esta determinado por el nimero de hembras disponibles para la produccién de
ovocitos (Parker, 1980), proporciones sexuales altamente sesgadas hacia el
sexo masculino afectarian la estructura poblacional y viabilidad de las mismas
(Opsina-Alvarez y Piferrer, 2008). Sin embargo, los efectos potenciales de la
temperatura sobre las proporciones sexuales son dificiles de cuantificar en el
caso de que los mismos fueran mitigados por otros efectos (también inducidos
por el calentamiento global) como, por ejemplo, una redistribucion de las
especies (Perry y col. 2005).

Es importante destacar que el impacto de la temperatura sobre las
proporciones sexuales también afecta a especies cuyo sistema de
determinacion sexual primario es genético pero susceptible a influencias
térmicas. Por ejemplo, este efecto puede reflejarse en cambios de sexo. De
esta manera, un mayor numero de taxa verian comprometida su viabilidad por
disminucion de las hembras en respuesta a pequefios incrementos en las

temperaturas de su habitat (Opsina-Alvarez y Piferrer, 2008).
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En este contexto, definir exactamente qué especies presentan un
mecanismo de determinacién del sexo por temperatura es importante por dos
razones: 1) conocer la prevalencia de éste para esclarecer la evolucion de los
mecanismos de determinacion del sexo; 2) establecer claramente los taxa que
serian afectados en relacion a sus proporciones sexuales para calibrar los
dafios potenciales del aumento de la temperatura global en las poblaciones
susceptibles (Opsina-Alvarez y Piferrer, 2008; Valenzuela y col. 2003).

En conconrdancia con los Antecedentes planteados en este Capitulo y en la
Introduccion general de este trabajo, se propone que la temperatura es un

posible factor de incidencia en la determinacion sexual de Austrolebias charrua.

Con el objetivo de analizar el posible efecto de la temperatura en la
determinacién del sexo en Austrolebias charrua, se disefiaron experimentos en
los cuales dos grupos de embriones de esta especie, cultivados en condiciones
de laboratorio, fueron sometidos a dos temperaturas diferentes (19 y 25° C). La
seleccién de estas temperaturas deriva de un analisis de datos previos sobre
los rangos de temperaturas experimentadas por estos peces en la naturaleza
que abarcarian el posible periodo termosensible (Errea y Danulat, 2001; Van
Doren, com.pers), el analisis de los factores térmicos que inducen la diapausa |
(De la Piedra, 2007) asi como el analisis sobre temperaturas que afectan la
viabilidad embrionaria. Con posterioridad a la eclosion se analizaron las
proporciones sexuales en ambos grupos.
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1,2 Materiales Y wétoolos

Ensayos de termosensibilidad

Disenio experimental |: obtencidén de una familia endogamica o “hermanos

totales”

Con el objetivo de aproximarnos a dilucidar si el mecanismo de
determinacion del sexo que poseen estos ejemplares es basicamente genético
o ambiental una de las estrategias a utilizar es la generacion de familias
endogamicas entre hermanos totales (FS-mating, Falconer, 1983) con el fin de
homogeneizar la base genética de la poblacién embrionaria.

Los peces adultos fundadores de la linea fueron colectados en el charco
temporal del Departamento de Rocha (empalme de las rutas 13 y 16) (GPS:
34°03'34"S/53°51'17"W). Se mantuvieron en el laboratorio en acuarios de 30
litros que contenian agua declorinada (pH 7, temperatura: 19°C
aproximadamente, y con aireacion permanente) la cual era parcialmente
renovada cada 5 dias. Los adultos se expusieron a un fotoperiodo natural y se
alimentaron con Tubifex sp.

La reproduccién de los ejemplares se llevd a cabo en acuarios que
contenian recipientes con turba Xaxim (hervida durante 30 minutos y
enjuagada 3 veces en agua declorinada) utilizando una pareja de peces por
cruzamiento. Se seleccionaron 3 parejas las cuales fueron mantenidas en las
condiciones anteriormente descritas durante un mes. Durante este periodo se
produjo la deposicién diaria de huevos embrionados en la turba. Al finalizar el
plazo se retird el recipiente con turba, y se dejé secar durante 4 meses, periodo
optimo establecido en el laboratorio (Papa, com.pers.), imitando de esta forma
el periodo natural de sequia de los charcos. Se realizaron 3 réplicas por pareja.

Transcurridos los meses de secado, la turba fue colocada en acuarios
con agua declorinada. Una hora después se observo eclosion de alevines (F1).

Estos fueron alimentados diariamente (Artemia y Daphnia). Las caracteristicas
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externas propias de cada sexo (dimorfismo sexual) se constataron a los 3
meses post-eclosién. Una vez que estos ejemplares alcanzaron la madurez
sexual se seleccionaron nuevamente 3 parejas de esta F1 y se colocaron las
turbas correspondientes para la recepcion de huevos embrionados durante 1
mes. Transcurridos nuevamente los 4 meses de secado, se volvio a colocar la
turba en acuarios con agua declorinada. Una hora después se observo eclosion
de alevines (F2). Los alevines se cultivaron en las mismas condiciones
descritas anteriormente para la generacion anterior y se repitio el seleccionado
de parejas y la obtencion de embriones.

Al llegar a este punto, los embriones obtenidos (F3) se sometieron
a los experimentos control (cultivo a 25°C en solucion de Yamamoto) con el fin
de evaluar su viabilidad previo al establecimiento de los tratamientos térmicos.
La identificacion de los estadios del desarrollo se realiz6 de acuerdo con la
tabla disefiada para Austrolebias viarius (Arezo y col. 2005) la cual es aplicable

a lo observado para Austrolebias charrua.

Disefio experimental Il: cruzamientos entre ejemplares salvajes

Se seleccionaron 6 parejas de Austrolebias charrua colectados en la
naturaleza (Ruta 14 km 500, GPS: 33°54'09"S/53°40'38"W) y mantenidos en
condiciones de laboratorio a las cuales se les proporciond un recipiente con
turba a cada una (durante 1 mes para la deposicion de huevos embrionados).
Los embriones en el estadio de dispersion se separaron en 2 grupos los cuales
se cultivaron en solucion de Yamamoto a 19°C y 25°C respectivamente
durante un minimo de 30 dias. Este plazo se definié teniendo en cuenta un
trabajo con resultados de la presente tesis donde establecimos que en
embriones de 30 dias post-fecundacion es posible identificar histolégicamente
ambas gonadas (Arezo y col. 2007). A continuacién los embriones se
colocaron en turbas que fueron desecadas siguiendo los mismos plazos
descritos anteriormente para los embriones del Disefio Experimental I. Una vez
transcurrido el plazo, se procedio a la eclosion de las larvas. La adquisicion de
los caracteres sexuales dimorficos ocurrio aproximadamente a los 3 meses

post-eclosion. El diagndstico del sexo se llevo a cabo a nivel macroscopico en
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los juveniles que alcanzaron la madurez sexual y mediante diagndéstico
histologico (utilizando el mismo protocolo detallado en el Capitulo 1) en los
casos de alevines que murieron durante la fase de diferenciacion. La
proporcion sexual se calculé como el numero de machos dividido el total de la

muestra analizada (Wilson y Hardy, 2002)

Muestreo en la naturaleza

Con el objetivo de conocer la proporcion sexual en la naturaleza se
seleccionaron 5 charcos del Departamento de Rocha (1: Ruta 9 Km 272 GPS:
34°12'54"S/53°46'18"W; 2: Ruta 16 Km 25,500; 3: Ruta 13 km 268, 4: Ruta 16 y
13, GPS: 34°03'34"S/53°51"17"W; 5: Ruta 16 km 34, GPS:
33°59'48"S/53°49'03"W) en los cuales se realizO6 un muestreo el mes de
octubre de 2008. Se calculé la proporcion sexual en cada charco y la

proporcién sexual global.

Analisis estadisticos

Para determinar la significacién estadistica en la proporcion de sexos a
19 y 25°C se aplic6 un modelo de regresion logistica mediante el uso del
programa STATA 12 (StataCorp. LP, Licencia: Mag. Gustavo Saona, Asesor
de Bioestadistica del Fondo Nacional de Recursos). La regresion logistica
es un tipo de modelo lineal generalizado desarrollado para analizar datos de
proporcién (Wilson y Hardy, 2002). Se aplic6 ademas un modelo de
regresion de Poisson utilizando el mismo programa. Con el fin de verificar si
las proporciones sexuales encontradas en la naturaleza son diferentes a 1:1
se realizé la pruba de chi-cuadrado (bondad de ajuste) utilizando el

programa R 2.7.0 (R Development Core Team, 2008, http://www.R-
project.org/.).
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l, 3 Resultados

Ensayo de termosensibilidad en embriones provenientes de una familia

endogamica de “hermanos totales”

Los embriones correspondientes a F3 obtenidos fueron sometidos a los
primeros tratamientos térmicos estandarizados de prueba (25°C en solucién de
Yamamoto). Se observé una viabilidad embrionaria extremadamente baja
(menor al 5%) en comparacion con embriones salvajes. De los embriones que
lograron atravesar las primeras etapas del desarrollo, la mayoria presentaba
malformaciones a nivel cefalico con interrupcion de su desarrollo. Por este
motivo, se disefid una estrategia experimental alternativa utilizando distintas

parejas de ejemplares salvajes provenientes de la naturaleza.

Ensayo de termosensibilidad en embriones provenientes de

cruzamientos entre ejemplares salvajes

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de temperatura
aplicados a ejemplares provenientes de la naturaleza se resumen en la tabla
II.1. En ella se registra la proporcién sexual de los ejemplares que alcanzaron
la madurez sexual. Los porcentajes de eclosion de los embriones sometidos a
los tratamientos de temperatura oscilaron entre 0 y 95%. A partir de estos
resultados, se seleccionaron las parejas que mostraron mayor rendimiento:
parejas 2, 3 y 6 (evidenciado por la obtencion de un mayor porcentaje de
eclosion) y de las que contabamos con mayor cantidad de alevines fijados en
condiciones aceptables para el sexado histologico y posterior analisis
estadisticos correspondientes. En la tabla I1.2 se muestra la proporcion sexual
de los alevines procesados para histologia (ejemplares que no alcanzaron la

madurez sexual) de las mismas parejas. De estos datos surge que, en ambos
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grupos experimentales (19 y 25°C), los machos sufrieron mayor porcentaje de

mortalidad (69%) con respecto a las hembras (31%).

Tabla ll.1

Resultados obtenidos de los ensayos de temperatura en ejemplares que
alcanzaron la madurez sexual.

Ne de Temperatura | N° % Ne N°

embriones | de cultivo °C | eclosiones| eclosiéon
hembras | machos

(o2}

0.54(6m/5h)

%mortalidad

Tabla 11.2 Sexado, mediante histologia, de los alevines obtenidos en los ensayos de

laboratorio con ejemplares salvajes. m: machos; h: hembras.

Temperatura de cultivo °C Proporcién sexual

25 0.57 (15m/11h)
19 0.68 (13m/6h)

25 0.77 (14m/4h)
19 0.46 (15m/17h)
25 0.50 (3m/3h)
19 0.57 (12m/9h)
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Considerando el conjunto de alevines y adultos, en total se sexaron 252
ejemplares (Tabla I1.3; Figura 11.3). La proporcion sexual global a 25°C fue 0.4
y a 19°C fue 0.5 (Tabla 11.4). Los andlisis estadisticos realizados sobre este
total (252) sugieren que el cultivo de los embriones a 19 y 25°C no afectaria la
proporcion sexual (Tabla 1.5 a y b). En el modelo de regresién logistica se
consideré al sexo como la variable dependiente (codificado 0 y 1) y
temperatura como la Unica variable independiente (19°C= 0; 25°C= 1), se
especifica como “logit” en el programa. El parametro “fwight=W1” permite
ingresar la sumatoria de ejemplares de un mismo sexo a determinada
temperatura (por ejemplo: sexo= 1; temperatura = 0; W1= 20). El pardmetro
W1 se refiere a las veces que aparece determinado caso. Offset (logn) permite
introducir en el andlisis que la poblacibn de embriones al ingreso de los
tratamientos era mayor. “logn” es el logaritmo del numero de embriones, lo
cual permite ajustar por el total de embriones del ensayo dada la alta tasa de
mortalidad. “Odds ratio” es una medida de cuantas veces es mas probable
determinado caso que otro. En este andlisis, “OR= 1.641624" significa que a
25°C es 1.64 veces mas probable que nazca una hembra que un macho. Sin
embargo, el valor p es de 0.053, por lo tanto, la diferencia se puede deber al
azar ya gque no es significativo (si el valor p es menor o igual (p<=0.05) a 0.05
es significativo). Este valor se encuentra muy cercano al limite significativo
indicando una fuerte tendencia a que la determinacion sexual posiblemente
esté afectada por la temperatura.

Para corroborar estos resultados se aplicé el modelo de regresion de
Poisson (Tabla 1.5 b) en el cual se ejecutd un analisis con las variables
temperatura y sexo mas una variable de interaccion. Si la variable de
interaccion (TEMP##SEXO) hubiese dado significativo habria una relacion
entre la temperatura y el sexo. Sin embargo, en este caso, el valor p no es

significativo (p=0,108).
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Tabla I1.3 Proporcién sexual de A. charrua en los ensayos de laboratorio
(adultos y alevines). m: machos; h: hembras.
Pareja

Temperatura de cultivo °C Proporcién sexual

0.53 (15m/13h)
0.50 (23m/23h)

0.51 (24m/23h)
0.46 (21m/24h)

Figura 1.3

Nede individuos

W Machos
20 W Hembras
15
10 4
5
[ T T T T T

252C 199C 252C 19eC 252C 199C

Pareja2 Pareja3 Parejaé

Histograma que ilustra el nimero y sexo de los individuos obtenidos en ambos tratamientos térmicos por pareja
en los ensayos de laboratorio de A. charrua (adultos y alevines) correspondiente a la tabla 11.3.

Tabla 11.4 Proporcién sexual global obtenida en ambos tratamientos térmicos.

Temperatura Machos Hembras Proporcién Total
de cultivo sexual
25°C 52 77 0.4 129
19°C 62 61 0.5 123
Total 114 138 252
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Tabla Il.5

a) Regresion logistica. Datos generados mediante la aplicacion del
programa STATA 12 (Licencia: Mag. Gustavo Saona)

logit SEXO TEMP [fweight = Wl], offset(logn) or
Iteration O: log likelihood = -552.40159
Iteration 1: log likelihood = -304.53696
Iteration 2: log likelihood = -213.20127
Iteration 3: log likelihood = -181.45085
Iteration 4: log likelihood = -175.78993
Iteration 5: log likelihood = -175.76608
Iteration 6: log likelihood = -175.76608
Logistic regression Number of obs = 252
Wald chi2 (1) = 3.73
Log likelihood = -175.76608 Prob > chi2 = 0.0533
SEXO | 0Odds Ratio Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
_____________ +________________________________________________________________
TEMP | 1.641624 .421069 1.93 0.053 .9929886 2.713957
cons | .0073887 .0013456 -26.95 0.000 .0051707 .0105582
logn | 1 (offset)

b) Regresién de Poisson. Datos generados mediante la aplicacion del programa
STATA 12 (Licencia: Mag. Gustavo Saona)

poisson COUNT TEMP##SEXO, exposure (EMBR) irr
Iteration O: log likelihood = -56.273734
Iteration 1: log likelihood = -56.273734
Poisson regression Number of obs = 252
LR chi2(3) = 5.03
Prob > chi2 = 0.1698
Log likelihood = -56.273734 Pseudo R2 = 0.0428
Wl | RR Std. Err. z P> z| [95% Conf. Intervall]
_____________ +________________________________________________________________
1.TEMP | .8387097 .1577127 -0.94 0.350 .580163 1.212476
1.SEXO | .983871 .1774312 -0.09 0.928 .6909276 1.401018
|
TEMP#SEXO |
11 | 1.505044 .382945 1.61 0.108 .9140472 2.478163
|
_cons | .1519608 .019299 -14.84 0.000 .1184756 .19491
1n (EMBR) | 1 (exposure)
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Proporcién sexual en la naturaleza

En la tabla 1.6 se muestran los datos de proporcién sexual relevados en el
muestreo realizado en el mes de octubre del afio 2008 en 5 localidades del
Departamento de Rocha. En 3 de los 5 charcos analizados, la proporcion
sexual es 1:1 (2: p= 0,15; 4: p=0,33; 5: p=0,67) mientras que en 2 de ellos se
constatdé una mayor cantidad de hembras con respecto a los machos (1:
p=0,028; 3: p=0,007). Considerando la proporcion sexual global (sumatoria de
los 5 charcos analizados) se evidencia que la misma es 1:1 (proporcion sexual
global = 0.44, p=0,12).

Tabla 11.6 Proporcion sexual de A. charrua en la naturaleza. m: machos; h:
hembras

Prop. sexual Fecha de colecta

. R9 Km 272,500 4/10/08
. R16 Km 25,500 4/10/08

3
6
: R13 Km 268 4/10/08
: R16 empalme R13 4/10/08

: R16 Km 34 0.5 (12m/10h) 4/10/08
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(1, 4 Dlseusion

Ensayo de termosensibilidad en embriones provenientes de una familia

endogamica de “hermanos totales”

La construccion de una familia endogamica entre “hermanos totales”, es
una de las aproximaciones utilizadas con el fin de descartar influencias debidas
a la variabilidad genética de los parentales en la proporcion de sexos de las
progenies. De esta manera se genera una poblacion de embriones cuyo
contenido de informacion genética presenta mayor homogeneidad con respecto
a la poblacion salvaje (Falconer, 1983).

La baja viabilidad obtenida en los alevines provenientes de estos
experimentos sugiere una baja tolerancia a la endogamia en esta especie, ya
que en los grupos control (embriones provenientes de parejas salvajes)
cultivados en iguales condiciones, se constatd una viabilidad similar a la
observada habitualmente en condiciones estandarizadas en el laboratorio.
Estos resultados son concordantes con lo descrito previamente en relacion a
este fendmeno relacionado con la reduccion del valor fenotipico de varios
caracteres adaptativos como la sobrevida, la tolerancia a la salinidad, un
aumento en la aparicion de anomalias durante el desarrollo embrionario y una
disminucién en la eficiencia de conversion energética entre otros. La depresion
endogamica produce efectos negativos como incremento en la homocigosidad
que, a su vez, incrementan las posibilidades de expresion de genes letales
recesivos. La endogamia es uno de los factores mas importantes de
evaluacion genética de una especie (Falconer, 1989). Se ha reportado
depresion endogamica para varios caracteres relacionados con la sobrevida,
crecimiento y reproduccidn en peces y un incremento en la existencia de
anormalidades durante el desarrollo como la apariciéon de deformidades a nivel

de la columna vertebral y desarrollo gonadal. En este sentido, es necesario
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contar con informacidbn mas detallada sobre la depresion endogamica y
heterosis en diferentes especies de peces, informacion que resulta de utilidad
para la implementacion de programas de conservacion o acuicultura (Nakadate
y col. 2003). EI monitoreo de la variabilidad genética y de la endogamia en
especies sometidas a la acuicultura es importante para la conservacion de la
capacidad de adaptacion de las mismas (Saura y col. 2006). Segun Wang y
col. (2002), un 10% de aumento en la endogamia puede resultar en una
reduccion de la capacidad de supervivencia en alrededor de 3 a 15%. El
monitoreo de la diversidad genética de las poblaciones salvajes y de los lotes
de peces mantenidos en cautiverio es importante para la conservacion de las
especies. En este sentido, los marcadores moleculares (ej., RAPD vy
microsatélites) pueden ser eficientemente utilizados para cumplir con este
propasito, especialmente en programas de repoblamiento de peces (Povh y col.
2008).

Ensayo de termosensibilidad en embriones provenientes de

cruzamientos entre ejemplares salvajes

El resultado del andlisis estadistico (regresion logistica, Tabla 1l.5a)
demuestra que la variable temperatura no afecta la determinacion del sexo en
este grupo de individuos. Sin embargo, el valor p obtendio (0.053) es muy
cercano al limite significativo (0.05) indicando una fuerte tendencia de un
posible efecto de esta variable sobre la determinacion sexual. En el histograma
representativo de los datos analizados (Fig. 11.3) se observa que la
descendencia de la pareja 6 a 25°C seria la responsable de acercar el valor p
obtendio al limite significativo. Este hecho implica que esta pareja
eventualmente seria mas suceptible a la temperatura en relacion a la
determinacién sexual que las parejas 2 y 3 a 25°C. Sin embargo, el resultado
del analisis estadistico aplicando el modelo de regresién de Poisson (Tabla I1.5
b) demostré que las variables sexo y temperatura no estaban relacionadas. De
estos resultados se desprende la necesidad de ampliar estos analisis a un

mayor nimero de parejas salvajes.
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La mayoria de los estudios de laboratorio que describen los patrones de
determinacion sexual temperatura dependiente estan basados en la aplicaciéon
de temperaturas constantes de incubacion (al igual que el presente trabajo) y
no incorporan la complejidad de los estimulos ambientales experimentados por
los embriones en condiciones naturales. La implementacion de experimentos
multidimensionales es compleja y requiere un gran numero de tratamientos
pero es esencial para definir el rango de respuestas frente a las temperaturas
experimentadas en el ambiente natural en aquellas especies cuyo mecanismo
de determinacion sexual es temperatura dependiente. Sin embargo, los
estudios que utilizan temperaturas de incubacion constantes son muy Utiles
para diagnosticar si una especie dada presenta, 0 no, un mecanismo de
determinacién sexual mediado por la temperatura (Warner y Shine, 2010).

La eleccibn de las temperaturas para evaluar una posible
termosensibilidad en el mecanismo de determinacion sexual en Austrolebias
charrua se bas6 en cuatro consideraciones: 1) el cultivo de embriones de A.
charrua a temperaturas menores o iguales a 17°C provoca la inducciéon de la
entrada en diapausa | y permanencia en ésta por, al menos, 8 meses. Esta
dipausa es facultativa y se establece durante el estadio de blastula tardia, en el
momento en que todas las blastomeras se han dispersado por la superficie del
embrién en desarrollo (De la Piedra, 2007.); 2) se observO una elevada
letalidad en embriones cultivados a temperaturas de 28 y 29°C y aquellos que
permanecian viables desarrollaban malformaciones, principalmente a nivel
cefalico (Arezo y col. no publicado); 3) las temperaturas seleccionadas (19 y
25°C) se ubican dentro del rango promedio observado en la naturaleza (Errea 'y
Danulat, 2001; Van Dooren, com.pers.). Este rango de temperaturas se
registré durante fines de octubre hasta enero (datos obtenidos durante un
muestreo anual mediante el uso de dispositivos colocados dentro de los
charcos, Van Dooren, com.pers.), 4) para definir si el mecanismo de
determinacion sexual depende de la temperatura optamos por el segundo
criterio propuesto por Opsina-Alvarez y Piferrer (2008) que establece que la

proporcion sexual debe modificarse en respuesta a un rango de temperatura
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ambiente experimentado por los individuos durante el periodo termosensible.
En la naturaleza, es esperable que los embriones de Austrolebias charrua
retomen el desarrollo embrionario (final de la diapausa 1) en estadio de blastula
tardia, cuando las temperaturas superan los 17°C (De la Piedra, com.pers). Por
lo tanto y teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, para realizar los
ensayos de termosensibilidad se seleccionaron embriones en el estadio
blastula tardia (fase dispersa) — géstrula temprana (fase de reagregacion), de
manera de considerar el posible periodo termosensible en su totalidad (hasta
observar el primer signo de diferenciacion gonadal, proceso que ocurre

aproximadamente al mes post-fecundacién, Arezo y col. 2007)

Eleccion de los anélisis estadisticos aplicados

El término proporcion sexual es utilizado comUnmente para indicar la
relacion numérica entre los sexos. Convencionalmente se expresa como el
namero de machos dividido el nimero total de individuos de la muestra. Los
datos sobre proporcion sexual en una poblaciéon dada o de progenie son datos
de tipo binario (el sexo de 1 individuo puede ser hembra o macho solamente).
Se asume que este tipo de datos conforman una distribucion binomial siendo la
probabilidad de cada uno de ellos constante en una serie de repeticiones. La
aproximacion mas apropiada para el andlisis de proporcion sexual es el uso de
la regresion logistica, un tipo de modelo lineal generalizado desarrollado para
analizar datos de proporcién en general (Wilson y Hardy, 2002). Los modelos
de regresion logistica permiten estudiar si una variable binomial depende, o no,
de otra u otras variables (no necesariamente binomiales): Si una variable
binomial de pardmetro p es independiente de otra variable X, se cumple p=p|X,
por consiguiente, un modelo de regresion es una funciéon de p en X que a
través del coeficiente de X permite investigar la relacion anterior (Hosmer y
Lemeshow, 1989)

En el analisis de los datos de los tratamientos con temperatura se
decidié aplicar un modelo de regresion logistica siguiendo la recomendacion

propuesta por Wilson y Hardy (2002). Adicionalmente los datos fueron
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corroborados aplicando otro modelo lineal generalizado como la regresion de

Poisson (Saona, com.pers.)

Andlisis de la proporcion sexual en la naturaleza

La diferencia en la proporcion sexual (menor proporcion de machos con
respecto a hembras) observada en 2 de los charcos analizados (1 y 3) puede
ser explicada por: 1) dimorfismo sexual. En peces anuales involucra los
siguientes factores: un patron de coloracion diferencial entre los machos y las
hembras de la especie (machos con mayor pigmentacion en cuerpo y aletas y
hembras cuya coloracién es mas homogénea, que la exhibida por los machos),
diferencias morfolégicas (machos con aletas mas largas) (Vaz-Ferreira y col.
1964); 2) existencia de un comportamiento de cortejo elaborado que implica
un alto gasto energético (Belote y Costa, 2004, D’Anatro & Loureiro, 2005,
Garcia y col. 2008) De esta manera, los machos de Austrolebias charrua se
encontrarian mas expuestos a los depredadores que las hembras por sus
caracteristicas morfolégicas y comportamentales de cotejo. Asimismo, es
factible que el alto gasto energético del cortejo por parte de los machos esté
relacionado con una sobrevida mas corta lo que explicaria que hacia fines de
ciclo vital predominaran las hembras (Loureiro y Passos com.pers.); 3) en
general, los machos de especies poligamas, como es el caso de los peces
anuales, presentan tasas de sobrevida menores que las hembras durante la
mayoria de las etapas de su ontogenia (Clinton y col. 1993).

Datos relevados en otras especies de Austrolebias que habitan en la
misma area geografica (Departamento de Rocha), mostraron diferencias en las
proporciones sexuales segun la especie. Austrolebias viarius: presenta una
proporcion desbalanceada sesgada a hembras, Austrolebias luteoflammulatus,
una proporcion desbalanceada sesgada a machos siendo Austrolebias
cheradophilus la Unica especie analizada que mantiene una proporcion
balanceada 1:1 (Laufer y col. 2009).
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Tasas de mortalidad embrionaria y larval en peces teledsteos

Las tasas de mortalidad de embriones y larvas descritas para peces
teledsteos son altas (hasta un 67%) y variables en diferentes poblaciones y en
distintos ciclos anuales (Fossum, 1988). Los factores propuestos que estarian
involucrados en este fendmeno pueden dividirse en dos grandes categorias:
exdgenos (depredacién, cambios ambientales como salinidad, oxigeno,
temperatura, radiacion UV, contaminantes) y endodgenos (caracteres genéticos,
baja viabilidad gamética, por ejemplo debido a malas condiciones nutricionales)
(Heath, 1992). Dentro de los factores enddgenos, la hipdtesis de
“‘incompatibilidad genética” ha obtenido apoyo mediante experimentos como los
realizados mediante fecundacion in vitro en el salmén Oncorhynchus
tshawytscha que han demostrado efectos significativos en la calidad de los
embriones. Los ovocitos de una hembra pueden presentar buena viabilidad
cuando son fecundados por espermatozoides de un macho particular. Sin
embargo, ovocitos de la misma puesta pueden desarrollar una muy pobre
sobrevida cuando son fecundados por otro macho (Withler, 1988). En el
salmoénido Coregonus sp. se han estudiado las interacciones entre gametos de
10 machos y 10 hembras mediante fecundacién in vitro observandose
diferencias entre las distintas combinaciones durante la primera mitad del
periodo comprendido desde la fecundacion a la eclosion (Wedekind y col.
2001). También se han reportado resultados similares en otros grupos de
teledsteos analizados (Nordeide, 2007)

En relacion con la alta tasa de mortalidad reportada en los embriones de
peces, existen datos referidos a los patrones de mortalidad embrionaria en un
pez coralino Pomacentrus amboinensis cuyos huevos son demersales
(enterrados en el sustrato). Los datos demostraron niveles méaximos similares
de mortalidad tanto en el ambiente natural: 69% como en el artificial: 69, 5%.
En poblaciones que habitan en el océano, se asume generalmente que la
mortalidad durante la fase pelagica (flotante en la columna de agua) es
extremadamente alta (95%) con respecto a las poblaciones que presentan

huevos demersales debido a la ausencia de depredadores. Sin embargo, en
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Pomacentrus amboinensis se observo una alta mortalidad tanto en su ambiente
natural como en el artificial donde se descarta la existencia de depredadores
(Emslie y Jones, 2001). En todas las especies estudiadas, las etapas
tempranas del desarrollo, especialmente durante el periodo de blastula y
gastrula, son las de mayor vulnerabilidad (Bunn y Webb, 2000)

En Austrolebias charrua, los porcentajes de mortalidad variaron desde 5%
(porcentaje de eclosion 95%) hasta un 100% (porcentaje de eclosion = 0). Los
embriones cultivados a 19°C evidenciaron un mayor porcentaje de eclosion
sugiriendo que esta temperatura se encuentra mas cercana a los rangos
experimentados en la naturaleza durante el desarrollo embrionario.

Con respecto a la mortalidad en las larvas, un estudio realizado en el
lenguado Paralichthys dentatus identifica un periodo de alta mortalidad desde
la eclosién hasta el momento en que comienzan a alimentarse (transicién del
suplemento nutricional enddégeno al exdgeno). Sin embargo, la alimentacion
probablemente no sea la Unica causa de mortalidad. Se postula que existirian
factores relacionados con la calidad del agua y ambiente microbiano, aun no
identificados, del entorno de crecimiento larvario que estarian influyendo. Las
larvas de determinados cruzamientos presentan una mayor sobrevida
sugiriendo la importancia de la calidad de los gametos (Nordeide, 2007) en este
aspecto. Sin embargo, algunas replicas de cada cruzamiento presentaron altas
tasas de mortalidad por lo que las causas de indole ambiental jugarian un
papel importante (Alves y col. 1999). En este sentido, también se observaron
diferencias en la sobrevida de las larvas provenientes de las distintas parejas
de Austrolebias charrua (Tabla I1.2).

En relacion al mayor porcentaje de mortalidad observado en los machos
de Austrolebias charrua en ambos tratamientos térmicos, la explicacion podria
encontrarse en una de las siguientes propuestas:

1) Se ha reportado un caso en la serpiente Pituophis melanoleucus de

mortalidad embrionaria diferencial inducida por temperatura (Burger y
Zappalorti, 1988) donde ésta no afecta la determinacion sexual en si
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misma sino que simplemente impide el desarrollo de cigotos de un
sexo establecido genéticamente.

2) Charles Darwin, en su libro “El origen de las especies” (1859) hacia
notar que en especies en las cuales la seleccion natural ha tenido
como consecuencia un alto grado de dimorfismo sexual, los
caracteres masculinos seleccionados sexualmente acarrearian
desventajas que afectarian la sobrevida de estos individuos. Esta
hipoétesis ha sido comprobada en los vertebrados ya que, como ya se
ha mencionado, en general los machos de especies poligamas
presentan tasas de sobrevida menores que las hembras durante la

mayoria de las etapas de su ontogenia (Clinton y col. 1993).

Si bien no es posible descartar la primera explicaciéon, sugerimos que en
Austrolebias charrua la segunda propuesta estaria operando en la relacion al
mayor porcentaje de mortalidad observado en machos ya que las temperaturas
seleccionadas para realizar los tratamientos se incluyen dentro del rango
natural de temperaturas (7 a 28°C) en que éstos se encuentran expuestos en la

naturaleza (Van Dooren, com.pers.) co-existiendo ambos sexos.

La determinacién sexual en Austrolebias charrua: ¢es genética o

ambiental?

Diagnostico de la determinacion sexual temperatura-dependiente:
Criterio 1:

Considerando el primer criterio propuesto por Valenzuela y col. (2003)
posteriormente utilizado por Opsina-Alvarez y Piferrer, (2008) para la re-
evaluacion de la prevalencia de especies de peces con determinacion del sexo
temperatura dependiente que se refiere a la presencia de cromosomas
sexuales, se han descrito 4 citotipos en los ejemplares de Austrolebias charrua
con un numero diploide de 48 cromosomas. A nivel cariotipico, no se
evidenciaron cromosomas sexuales (Garcia, 2006) al igual que en el pez anual

africano Nothobranchius furzeri (Reichwald y col.2009).
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Este hecho concuerda con los datos obtenidos en la mayoria de los
peces teledsteos estudiados en los que la existencia de cromosomas sexuales
citogenéticamente diferenciados ocurre esporadicamente dentro de diferentes
taxa hecho que sugiere un origen polifilético y reciente de los cromosomas
sexuales (Mank y col. 2006). Sin embargo, las diferencias entre pares
cromosoOmicos pueden ser muy pequefias para ser observadas mediante
técnicas citogenéticas clasicas. Los cromosomas sexuales de peces son, en
general, muy pequefos. Por esta razén el analisis de la formacion de los
complejos sinaptonémicos durante el paquiteno de la meiosis a nivel
ultraestructural puede revelar la presencia de pequefias regiones de los
cromosomas sexuales (no distinguibles mediante microscopia oOptica), que no
se aparean 0 cuyo apareamiento se encuentra demorado en el sexo
heterogamético (Devlin y Nagahama, 2002). En la tilapia Oreochromis niloticus
andlisis de este tipo en complejos sinaptonémicos revelaron un pequefio
segmento, en la region terminal de un bivalente donde no ocurria
apareamiento. Estas regiones soOlo se encuentran presentes en machos y se
asocian con el sexo heterogamético (sistema XX/XY) sugiriendo que éste seria
el par de cromosomas sexuales para esta especie. Estas pequefias regiones
no apareadas evidencian que los cromosomas sexuales de Oreochromis
niloticus se encuentran en una etapa temprana de diferenciacion (Carrasco y
col. 1999). Por lo tanto, no descartamos la existencia de cromosomas sexuales
en Austrolebias charrua hasta tanto no se logre implementar su estudio a nivel
ultraestuctural.

Alun en ausencia de cromosomas sexuales morfolégicamente
distinguibles, muchas especies de peces se encuentran en etapas tempranas
de diferenciacion de los mismos presentando sistemas de determinacién sexual
genéticos claramente definidos (Penman y Piferrer, 2008) como sucede en el
pez anual Nothobranchius furzeri. Valenzano y col. (2009) evidenciaron en esta
especie, mediante la construccion de un mapa de ligamiento basado en
microsatélites, un sistema genético de determinacion sexual cuyo sexo
heterogamético es el masculino, indicativo de un sistema XX/XY. La region
determinante masculina en Nothobranchius furzeri (Valenzano y col. 2009)
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presenta una region no recombinante similar a la descrita en otras especies de
peces filogenéticamente cercanas: Oryzias latipes (Matsuda y col. 2002; Nanda
y col. 2002), Gasterosteus aculeatus (Peichel y col. 2004), Xiphophorus.
maculatus (Schultheis y col. 2006) y Poeciliia reticulata (Tripathi y col. 2009).

Criterio 2:

En relacién al segundo criterio utilizado por Opsina-Alvarez y Piferrer
(2008) (modificacion de la proporcidon sexual en respuesta a un rango de
temperatura ambiente especificamente experimentado por los individuos
durante el periodo termosensible), se debe argumentar que, segun los datos
proporcionados por De la Piedra (2007) (temperaturas menores a 17°C inducen
la diapausa |) en la naturaleza los embriones permanecerian detenidos en esta
etapa del desarrollo (fase dispersa) hasta que ocurren temperaturas mayores
de 17°C. Datos de campo correspondientes al afio 2005 (Van Dooren,
com.pers) indican que la temperatura, en dos charcos del departamento de
Rocha, superé los 17°C a partir del comienzo del mes de noviembre. En ese
momento, los embriones retomarian el desarrollo ingresando en la fase de
reagregacion (gatrulacion). En condiciones de cultivo constantes en el
laboratorio (25°C en solucidon de Yamamoto), el primer signo de diferenciacion
sexual aparece a las 3 semanas a partir de la fase de dispersién (1 mes post-
fecundacion) (Arezo y col. 2007). En la naturaleza, la situacion es diferente ya
que la temperatura oscil6 entre los 17 y 25°C durante ese intervalo temporal de
tres semanas Es importante considerar que el parametro temperatura se
encuentra estrechamente relacionado con el desarrollo embrionario. Se ha
constatado que existen diferencias en los tiempos de desarrollo dependiendo
de las temperaturas de incubacion de los embriones. En general, cuanto mayor
es la temperatura (en un rango entre 19.4 y 27.5°C para el pez anual
sudafricano Nothobranchius guentheri) la duracion de los estadios embrionarios
disminuye (Markofsky y Matias, 1977). Estudios comparativos en especies de
este género mostraron que la mayoria de los embriones, incubados a 25°C, no
ingresan en diapausa y el tiempo de desarrollo total es de 30 dias. Si éstos

eran cultivados a 30°C, su tiempo de desarrollo se reducia a 20 dias y si la
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temperatura de cultivo era de 15°C los mismos ingresaban y permanecian en la
diapausa | hasta 22 dias (Wourms, 1972 c). Se constatd que una variacion de
5°C implica una diferencia de 10 dias en el curso temporal del desarrollo en

estas especies.

Considerando lo expuesto anteriormente, es posible sugerir que dadas
las condiciones ambientales naturales (temperaturas hasta 8°C mas bajas que
las condiciones de cultivo estandarizadas en el laboratorio), el desarrollo
embrionario de Austrolebias charrua en la naturaleza seria mas lento que el
estipulado en condiciones de laboratorio llegando a experimentar temperaturas

de hasta 27°C durante el periodo de determinacién y diferenciacion sexual.

En suma, las temperaturas seleccionadas para realizar los tratamientos
térmicos en embriones provenientes de parejas salvajes, efectivamente se
encuentran dentro de las temperaturas experimentadas por éstos en la
naturaleza durante el periodo de desarrollo que incluiria la ventana

termosensible.

Otros aportes relevantes:

Laregla de Haldane

John Haldane, en al afio 1922, postul6 que en la descendencia hibrida
(producto de la cruza entre ejemplares de diferentes especies) el sexo ausente,
raro o estéril, es el sexo heterogamético. Una de las razones por la que aun en
la actualidad esta observacién presenta interés en el estudio de la genética de
la especiacion es porque se trata de una generalizacion empirica, sobre la
biologia evolutiva, que ha sido corroborada en varios grupos de organismos
(machos heterogaméticos, por ejemplo, moscas y mamiferos asi como en
grupos donde las hembras son heterogaméticas, como, aves y mariposas). La
prevalencia de este patron sugiere que seria generado por mecanismos
comunes en los diversos organismos. La observacion original de Haldane

concernia a la afectacion de la fertilidad y viabilidad de los hibridos pero esta
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regla puede extenderse también a otras caracteristicas incluso a nivel

morfolégico (Johnson, 2008).

En este sentido, existen datos sobre cruzamientos realizados entre
individuos de Austrolebias charrua y Austrolebias reicherti donde se obtuvieron
hibridos que posteriormente se cruzaron con parentales de ambas especies.
En la F2 el numero de machos fue mayoritario, principalmente en el
cruzamiento entre un macho hibrido (F1) y hembras de Austrolebias. charrua y
Austrolebias reicherti donde s6lo se obtuvieron machos. La linea de la hembra
hibrida (F1) retrocruzada con un macho de Austrolebias charrua gener6é una
hembra que al cruzarse con las especies parentales generé muy poca
descendencia. Cuando ésta se cruza con un macho Austrolebias reicherti se
genera un macho hibrido que al retrocruzarlo con las especies parentales
genera una descendencia sensiblemente mayor. Con respecto a la fecundidad,
los machos F2 demostraron mayor fecundidad cuando se cruzaron con
hembras Austrolebias reicherti que cuando se cruzaron con hembras
Austrolebias charrua. Si bien el nimero de individuos estudiados fue bajo,
estos datos permiten postular que los machos hibridos presentan mayor éxito
en la reproduccién que las hembras hibridas (Rovira, 2008; Oviedo, 2009).
Asimismo, en cruzamientos interespecificos utilizando individuos del complejo
Austrolebias adloffi (Garcia y col. 2002) se detectd la ausencia de hembras
hibridas.

Haldane (1922) también postulé que, en el sexo heterogamético, los
eventos de recombinacién se encuentran reducidos. La construccién de grupos
de ligamiento para el cruzamiento hembra hibrida x macho Austrolebias
reicherti a partir del macho hibrido de la F2 evidencié la existencia de
recombinacién en los machos hibridos obtenidos. El hecho de que estos
machos hibridos surgen del cruzamiento de una hembra hibrida x un macho
Austrolebias reicherti y que la retrocruza con una hembra Austrolebias reicherti
genera mayor descendencia sugiere que los machos mantienen la capacidad

de recombinacion (Oviedo, 2009).
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En conjunto estas observaciones sugieren que las hembras
representarian el sexo heterogamético en Austrolebias charrua (Rovira, 2008;
Oviedo, 2009).

Caracteristicas del ambiente

Los ambientes limnicos temporales presentan alta productividad y
proveen la oportunidad de un crecimiento rapido. Sin embargo, su duracion es
incierta. La sobrevida en habitats como los charcos efimeros impone varias
restricciones en el comportamiento, desarrollo e historia de vida de las
especies (Ludwig y Rowe, 1990). Los peces anuales han evolucionado en
estos habitats particulares completando su ciclo de vida en menos de un afio
(Wourms, 1972). Esta adaptacién requiere altas tasas de crecimiento y
desarrollo cuyos valores han sido comprobados (Errea y Danulat, 2001). Para
este grupo de peces, es “esencial’ crecer y alcanzar la maduraciéon sexual en
un lapso relativamente corto y depositar sus huevos embrionados antes de que
ocurra la desecacion del charco. EI contexto ecoldgico y evolutivo de los
charcos temporales tiene implicancias profundas en la biologia de las especies
gue han sido bien estudiadas en anfibios e invertebrados pero no en el grupo

peces (Laufer y col. 2009).
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I, 5 Conclusion

Los datos obtenidos en este trabajo (ensayos de temperatura a 19 y
25°C) evidencian ausencia de termosensibilidad en la determinacion sexual en
el grupo de individuos analizados. Estos resultados sumados a antecedentes
previos sobre cruzamientos interespecificos que sugieren que las hembras de
Austrolebias charrua serian el sexo heterogamético, la imposibilidad de
descartar la presencia de cromosomas sexuales y el tipo de ambiente en que
se desarrolla esta especie argumentan a favor de la hipdtesis de que el

mecanismo de determinacion sexual operante es genético.

Cabe destacar que, si bien los resultados obtenidos concuerdan con los
resultados esperados, su conocimiento es esencial para habilitar el planteo del
siguiente objetivo de esta tesis relativo a la busqueda de genes sexo-

expecificos a desarrollarse en el proximo Capitulo.
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U, & Perspectivas

Es indispensable ampliar los ensayos de termosensibilidad (19 y 25°C)
en relacion a la determinacion sexual a un mayor numero de individuos que
abarquen poblaciones habitantes de toda el area de distribucion de A. charrua
con los objetivos de: 1) evaluar si la pareja 6 representa, o no, un caso aislado
de suceptibilidad a estas temperaturas y 2) determinar si existen diferencias
entre las distintas poblaciones como se ha descrito en el pez Menidia menidia,
especie cercana filogenéticamente a A.charrua. Asimismo, es necesario
analizar otras temperaturas comprendidas en el rango experimentado por A.
charrua en la naturaleza (19 y 27°C) para validar esta conclusién y conocer la

proporcion sexual durante todo el ciclo de vida completo en la naturaleza.

La instrumentacion del andlisis de los complejos sinaptonémicos durante
el paquiteno de la meiosis es necesaria para evidenciar la existencia o no de
cromosomas sexuales en esta especie. Esta técnica implica la puesta a punto
de microesparcidos testiculares y ovocitarios para su observacion mediante

microscopia electrénica de transmision.

Con el objetivo de establecer si, efectivamente, el sistema de
determinacion sexual en Austrolebias charrua corresponde a la hipétesis de
hembra heterogamética, es necesaria la generacion de un mapa de ligamiento
basado en microsatélites para definir el sistema genético de determinacion
sexual (Valenzano y col. 2009). En este sentido, encontrar alelos de
microsatélites que segreguen de manera diferencial en ambos sexos puede
sugerir que los mismos estan estrechamente asociados o forman parte de

regiones cromosomicas involucradas con la determinacion sexual.
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Capituto 1

Busqueda de genes candidatos sexo-especificos en

Austrolebias charrua.
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i, 1 Antecedentes

La existencia de dos fenotipos sexuales es comun en el reino animal,
vegetal y fungi. Este hecho implica que, en los organismos que presentan
ambos fenotipos, existira un momento en el ciclo de vida en que se establece
el camino de desarrollo femenino o masculino. En el reino animal, décadas de
estudios a nivel genético han conducido a la hipétesis global de que los genes
gue inician las cascadas regulatorias de determinacién sexual presentan poca
similitud. Este hecho sugiere que la determinacion sexual estaria regulada por
pautas diferentes a las que operan en la conservacion evolutiva de las redes
regulatorias de los procesos del desarrollo. Estas redes estan generalmente
dirigidas por genes maestros universales, altamente conservados, que
determinan el destino de un linaje celular hacia la diferenciacion en cierto tejido
u 6rgano (revisado por Herpin y Schartl, 2011).

En general, el control y la coordinacion de la expresion génica eucariota
recae en redes regulatorias transcripcionales y postranscripcionales. Desde la
perspectiva evolutiva, las innovaciones y adaptaciones en determinadas redes
requieren de rapidos cambios en la regulacion génica. Un ejemplo puede ser
cambios a nivel del ADN que alterando la ubicacion o accesibilidad a
determinadas secuencias en cis genera nuevos sitios de union a factores de
transcripcion. Estas alteraciones pueden ocurrir en cualquier médulo de
secuencias regulatorias generando diferentes efectos segun la estructura de la
red donde ocurran. Se ha postulado recientemente la hipo6tesis de que el
movimiento de los elementos transponibles (parte mas dinamica del genoma
eucariota) participaria, modificando las cascadas génicas, en la reorganizacion
de redes pre-establecidas. Estos elementos, ademéas de donar secuencias en
cis, serian responsables de formar nuevas redes regulatorias (Herpin y col.
2010).

La determinacion sexual involucra una compleja jerarquia de genes.
Andlisis a nivel de expresion han identificado cientos de genes candidatos que

muestran patrones de expresion sexo-especificos. Sin embargo, ha sido dificil
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situarlos en una red de regulacién génica y establecer claramente su funcién
(Herpin y col. 2010). Esta cascada involucra una jerarquia que presenta alta
plasticidad donde ocurren cambios r4pidos durante la evolucion. Estudios en
diferentes grupos revelan que los genes maestros al inicio de la cascada
regulatoria varian dramaticamente a medida que evolucionan nuevas especies
mientras que los genes ubicados en etapas posteriores (‘rio abajo”)
permanecen conservados ejecutando funciones esencialmente idénticas (Marin
y Baker, 1998; Herpin y col. 2010).

Familia de genes DM

Entre los genes “rio abajo” involucrados en la
determinacién/diferenciacion del sexo, se ha identificado una familia génica
(genes dm) presente en organismos filogenéticamente divergentes como
doublesex de Drosophila, mab-3 de Caenorhabditis elegans y dmrt (doublesex-
mab-3 related transcription factor) de vertebrados. Todos estos genes codifican
proteinas que comparten un dominio de union al ADN altamente conservado, el
dominio “DM”. EI dominio DM codifica para un motivo de unién “dedos de zinc”
rico en cisteinas inusual (no canonico) el que contacta predominantemente a
nivel del surco menor de la doble hélice de ADN. Los genes dm fueron
originalmente descritos como genes esenciales en la regulacion de varios
aspectos del dimorfismo sexual somatico durante la determinacién sexual de
moscas y nematodos (Raymond y col. 1998, Smith y col. 1999, Zhu y col.
2000).

La familia dmrt de vertebrados esta integrada por diferentes miembros
generados por eventos de duplicacion durante el curso de la evolucion. En los
mamiferos se han descrito 7 en ratones y 8 en humanos. En el grupo peces se
han identificado 5 clases (dmrt 1, 2 ,3 ,4 y 5) (Huang y col. 2002; Volff y col.
2003) ortélogos de los humanos, por lo que se estima que existen desde al
menos, 450 millones de afos (tiempo aproximado en el que se presume ocurrio
la divergencia entre peces y tetrapodos). En los peces existen, ademas,
versiones duplicadas de éstos halladas en especies filogenéticamente

divergentes que posiblemente resultaron de la duplicacion genémica ancestral

97



ocurrida especificamente en el linaje de los teledsteos (Volff y col. 2003; Zhou y
col. 2008).

Genes dmrtl

El primer miembro identificado de esta familia génica fue dmrtl en
mamiferos. Este gen es el componente “rio abajo” evolutivamente mas
conservado implicado en el desarrollo sexual masculino de los vertebrados.
(Raymond y col. 1998, 1999, 2000; Smith y col. 1999; Guan y col. 2000;
Marchand y col. 2000; Herpin y col. 2010). En los mamiferos placentarios y
marsupiales dmrtl es autosémico y esta ubicado “rio abajo” del gen maestro
determinante masculino Sry (Raymond y col. 1998) mientras que en los
mamiferos del género Platypus (Orden Monotremas) el gen dmrtl esta situado
en un cromosoma sexual. En este género se ha sugerido que dmrtl estaria
involucrado en la determinacion sexual (EI-Mogharbel y col. 2007) dada la
ausencia del gen sry (Grutzner y col. 2004). En la especie humana, se ha
demostrado que una haploinsuficiencia del mismo estaria involucrada en cierto
tipo de reversion del fenotipo sexual de masculino a femenino (Raymond y col.
1999). En las aves, se encuentra presente en el cromosoma Z y su expresion
se observa predominantemente en la gobnada masculina embrionaria y adulta
(Shan y col. 2000). El gen dmrtl en este grupo presenta todas las
caracteristicas que permiten considerarlo como el gen maestro de la
determinacién sexual masculina (Smith y col. 2009). Estas son: 1) esta ligado al
sexo, 2) esta conservado en los cromosomas Z de todas las aves estudiadas,
incluso las especies de aves mas basales (Shetty y col. 2002), 3) se expresa
exclusivamente en el sistema urogenital previo a la diferenciacion gonadal
presentando una expresion mas elevada en los machos (Smith y col. 2003), 4)
una disminucién a nivel de expresion de este gen (mediante ARNs de
interferencia) provoca feminizacién (Smith y col. 2009). En las tortugas, en las
gue el mecanismo de determinacion sexual es estrictamente ambiental (el
fenotipo sexual depende de la temperatura de incubacion embrionaria), la
expresion del gen dmrtl es mas elevada en las gonadas de los embriones

cultivados a temperatura masculinizante (Kettlewell y col. 2000). En el anfibio
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Xenopus laevis se han identificado 2 genes, dmrtl autosbmico y su paralogo
DM-W a nivel del cromosoma W. En este caso DM-W esta involucrado en el
desarrollo ovarico (Yoshimoto y col. 2008).

Con respecto a los peces, en todas las especies analizadas se demostro
la presencia del gen dmrtl a nivel autosémico exhibiendo, en algunas especies
como medaka Oryzias latipes (Kobayashi y col. 2004) y el bagre Clarias
gariepinus (Raghuveer y Senthilkumaran, 2009), un patrén de expresion
restringida al tejido testicular. En otras especies como la trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss (Marchand y col. 2000), el pez cebra Danio rerio (Guo y
col. 2005), la anguila Monopterus albus (Huang y col. 2005) y el pejerrey
Odontesthes bonariensis (Fernandino y col. 2008) la expresion del gen dmrtl
se observa en ambas gbénadas.

El interés en el estudio del gen dmrtl en relacién a la determinacion
sexual en peces se profundizé con el descubrimiento de una duplicacién de
dmrtl designado dmrtlb(Y) (Nanda y col. 2002) o dmy (Matsuda y col. 2002,
2003) por su ubicacién exclusiva en el cromosoma sexual Y en Oryzias latipes,
cuya funcién seria equivalente al gen sry de mamiferos (gen maestro de la
determinacion sexual masculina). Se estima que el evento de duplicacion
ocurrié aproximadamente hace 10 a 18 millones de afios dentro del intervalo de
separacion de las especies Oryzias mekongensis, Oryzias latipes, Oryzias
curvinotus y Oryzias luzonensis (Kondo y col. 2004).

El gen dmrtlb(Y) se expresa uUnicamente en embriones masculinos
previo a la diferenciacion gonadal. La evidencia mas clara que apunta a
dmrtlb(Y) como gen regulador maestro en el desarrollo masculino proviene del
hallazgo, en la naturaleza, de mutaciones espontaneas en éste que conducen a
inversiones del sexo en Oryzias latipes (macho XY a hembra fenotipica XY)
(Matsuda y col. 2002). Experimentos basados en la sobreexpresion de
dmrtlb(Y) inyectado en embriones cuyo genotipo era XX, demostraron que
ésta es suficiente para inducir el desarrollo sexual masculino indicando que se
trata del gen responsable de la determinacion del sexo en este grupo (Matsuda
y col. 2007).
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El primer signo que indica el comienzo de la diferenciacién sexual a nivel
morfolégico en Oryzias latipes es una diferencia en el niamero de células
germinales a nivel del ovario en desarrollo, previo al momento de la eclosion
(Hamaguchi, 1982). La expresion de dmrtlb(Y) comienza mucho antes de este
evento, durante el estadio de neudrula (24 horas post-fecundacion) (lwamatsu,
1994; Nanda y col. 2002) mientras que la expresion del gen autosomico dmrtla
ocurre por primera vez entre los 20 a 30 dias post-eclosion (durante el periodo
de diferenciacion testicular) (Kobayashi y col. 2004). Este gen est4 involucrado
en la especificacion de destino y mantenimiento de las células de Sertoli. En
testiculos adultos, se expresan ambos paralogos pero el nivel de expresion de
dmrtla predomina con respecto al de dmrtlbY (Hornung y col. 2007). En otros
peces como tilapia (Oreochromis niloticus) y trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) la ventana temporal de expresion del gen dmrtl comienza en las
gbnadas masculinas antes de su diferenciacion morfolégica y se mantiene
durante la misma (Marchand y col. 2000; ljiri y col. 2008). Basandose en los
distintos patrones temporales de expresion que exhiben estos genes, Otake y
col. (2008) plantean la hip6tesis de que dmrtla y dmrtlbY adquirieron
funciones complementarias en Oryzias latipes, posteriormente a su duplicacion.

Herpin y col. (2007) demostraron que dmrtlbY actia como regulador
negativo de la proliferacion celular promoviendo el cese de la division de
células germinales que ocurre previo a la diferenciacién testicular. Este
hallazgo asi como la demostracion de la expresion de dmrtlbY (ARNm y
proteina, Kobayashi y col. 2004) en los precursores de las células de Sertoli,
sugiere que en embriones XY de Oryzias latipes, el evento inicial que
especificaria a la génada en su conjunto (linea germinal y somatica) ocurre
mediante una comunicacion direccional desde las células precursoras de
Sertoli hacia las células germinales primordiales. En este momento, las células
precursoras de Sertoli inhibirian la proliferaciéon de las células germinales en el
primordio gonadal mediante una accion paracrina. En esta linea, ratones
mutantes en el gen dmrtl, evidencian una alta incidencia de teratomas y la
incapacidad de las células germinales para detener la mitosis (Krentz y col.

2009). Ambas proteinas, DmrtlbY y Dmrtla, actuarian como factores de
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transcripcion (demostrado por la ubicacién nuclear de proteinas de fusion,
Herpin y col. 2007; Hornung y col. 2007 y ensayos en geles de retardo, Herpin
y col. 2010).

La insercibn de un elemento transponible (denominado lzanagi
especifico de Oryzias latipes) es el responsable de la regulacion de la
expresion del gen dmrtlbY ademas de contribuir a la creacion de esta nueva
jerarquia. Esta insercion se produjo en la regién que comanda el patrén de
expresion especifico de la proteina, luego de la duplicacion. La actividad
transcripcional del gen dmrtlbY estd disminuida por un sistema de
retroalimentacion negativo generado por su propia proteina y por su paraloga
ancestral autosomica Dmrtla. Experimentos in vivo revelaron la expresion de
la proteina reportera GFP unida a la regién promotora del gen dmrtlbY en la
linea somatica gonadal (células de Sertoli y las células intersticiales) (Herpin y
col. 2010). Estos datos confirman el patron de expresion reportado
anteriormente utilizando anticuerpos especificos anti la proteina DmrtlbY
(Kobayashi y col. 2004). La fluorescencia causada por la expresion de GFP
dirigida por el promotor de dmrtlbY declina a medida que aumenta la expresion
de dmrtla en esta poblacién celular. En testiculos maduros, la expresion de
dmrtlbY permanece restringida a unas pocas células de Sertoli dispersas
alrededor de células germinales mientras que predomina la expresion de
dmrtla (Herpin y col. 2010). Los mecanismos post-transcripcionales que
involucran a la regién 3"'UTR son esenciales en la regulacion de la expresién
espacial de dmrtlbY en el embridn y la restriccion de la misma a la génada del
pez adulto (Herpiny col. 2009). Se ha identificado un motivo de 11 nucleétidos,
presente en la regiéon 3’'UTR de dmrtlbY, responsable de la estabilidad y
control traduccional gonada-especifica de este mensajero. Este motivo se
encuentra conservado en los ortélogos dmrtl desde invertebrados a los
mamiferos indicando que diferentes organismos emplearian un mecanismo
regulatorio conservado en la evolucion (Herpin y col. 2009)

En conjunto, estos estudios demuestran que dmrtl se encuentra
altamente conservado en los vertebrados presentando un patron de expresion

principalmente vinculado al desarrollo de las gbnadas masculinas en etapas
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post natales (Hodgkin 2002; Yamaguchi y col. 2006). Asimismo, en todas las
especies de peces gonocoricas estudiadas, el patron de expresion de dmrtl se
encuentra intimamente asociado con la gonadogénesis y posterior
diferenciacion masculina. En peces hermafroditas, las vias de diferenciacion
gonadal son especialmente plasticas y susceptibles a las sefiales de cambio de
sexo mas alla de la embriogénesis. En éstas, la expresion de dmrtl acompafia
el desarrollo de la fase testicular confirmando su rol durante el desarrollo
masculino y/o espermatogénesis (Herpin y Schartl, 2011). Incluso, en
Odontesthes bonariensis cuyo sistema de determinacion sexual es ambiental
(temperatura-dependiente), la expresion de dmrtl se correlaciona
perfectamente con la temperatura de incubacion embrionaria (aumenta cuando
la temperatura ambiente determina machos y diminuye cuando ésta genera
hembras) (Fernandino y col. 2008). Sin embargo, a pesar de la atencion
recibida por este factor, no se ha logrado caracterizar cuéles son sus blancos
“rio abajo” ni dilucidar aun de que manera funciona (Murphy y col. 2010).

Algunos datos sugieren que Dmrtl podria jugar diferentes roles
(determinacion del destino celular, diferenciacion post natal de las células de
Sertoli y mantenimiento de las células germinales y su progreso por la meiosis).
En este contexto, cuando un gen ejerce multiples funciones, es esperable la
ocurrencia de diversidad a nivel transcripcional reflejada en la generacion de
versiones de procesamiento alternativo del gen original lo cual contribuye a
incrementar la diversidad protedmica (Kriventseva y col. 2003; Kim y col. 2007).
El procesamiento alternativo mdiltiple del gen dmrtl es una caracteristica
comun descrita en varias especies de vertebrados como reptiles (Anand y col.
2008; Sreenivasulu y col. 2002), mamiferos (humanos: Cheng y col. 2006;
ratén: Lu y col. 2007) y aves (Zhao y col. 2007) al igual que sus contrapartes en
invertebrados dsx y mab-3 donde isoformas macho/hembra especificas
controlan diferentes aspectos del desarrollo sexual (Hodgkin, 2002). El
significado funcional y evolutivo de la gran mayoria de estos eventos de
procesamiento alternativo aun permanece desconocido (Kriventseva y col.
2003; Raghuveer y Senthilkumaran, 2009).
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En la anguila hermafrodita Monopterus albus se identificaron variantes
del gen dmrtl expresados diferencialmente durante la transformacion de la
gonada (ovario, ovostestis, testiculo) (Huang y col. 2005). Asimismo, también
han sido descritos eventos de procesamiento alternativo del gen dmrtl en
Danio rerio (Guo y col. 2005).

En el bagre Clarias gariepinus se han identificado recientemente,
ademas de la version autosémica dmrtla, otros transcriptos del gen generados
por procesamiento alternativo que generan proteinas de diferentes tamafos
dmrtlb y dmrtlc. Es interesante mencionar que la isoforma dmrtlc carece de la
mayor parte de la region que codifica para el dominio DM en el extremo 5” tanto
en ésta como en la especie hermana Clarias batrachus (Raghuveer y
Senthilkumaran, 2009). Este hecho ya habia sido reportado en raton, donde
existen 4 isoformas diferentes de dmrtl gonadales, de las que una de ellas no
presenta dominio DM (Lu y col. 2007).

El patrén de expresion de los dmrtla, b y ¢ en Clarias gariepinus se
detecté en gdénadas masculinas en desarrollo y en testiculos adultos, siendo
mas elevada la expresion de dmrtla con respecto a sus versiones alternativas
en la fase adulta. Datos de inmunodeteccion de la proteina Dmrtl revelan que
la misma se localiza Unicamente en espermatogonias y espermatocitos, por lo
tanto en la linea germinal masculina. Estos cambios estacionales en la
expresion contribuirian al mantenimiento del ciclo testicular (Raghuveer y
Senthilkumaran, 2009). Consistente con estos datos, se reportd en la trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss (Marchand y col. 2000) y en el pejerrey
Odontesthes bonariensis (Fernandino y col. 2006) que la expresion del gen
dmrtl es alta durante toda la espermatogénesis, decreciendo durante la
espermiacion.

Con respecto a la localizacion de la expresion dmrtl a nivel celular
existen diferencias reportadas en la literatura. En algunos teledsteos como la
tilapia Oreochromis niloticus (Guan y col. 2000), medaka Oryzias latipes
(Shinomiya y col. 2004), el pez globo Takifugu rubripes (Yamaguchi y col.
2006) y el calandino Squalius alburnoides (Pala y col. 2009) la expresién de

dmrtl se observa exclusivamente en las células somaticas (células de Sertoli);
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contrariamente, en Danio rerio (Guo y col. 2005) la expresion se encuentra
restringida a las células germinales mientras que en otras especies como el
pez cola de espada Xiphophorus maculatus (Veith y col. 2006) se observa
expresion en ambos linajes celulares (somaticas y germinales) al igual que en
mamiferos (Raymond y col. 1999).

En relacion a los efectos de la exposicidén de los peces a las hormonas
esteroideas femeninas (estrégenos) o sustancias que mimetizan su accién
(xenoestroégenos) sobre la expresion del gen dmrtl, existen algunos estudios
(Danio rerio, Schultz y col. 2007; Odontesthes bonariensis, Fernandino y col.
2008; Gobiocyrpis rarus Zhang y col. 2008) que indican un efecto de
interrupcion del desarrollo gonadal masculino y cambio de identidad sexual.
Este hecho siempre se correlaciona con un pronunciado decrecimiento de los
niveles de ARNm de dmrtl excepto en Oncorhynchus mykiss indicando que
una cantidad reducida de expresion de dmrtl no seria incompatible con la
diferenciacion ovérica (Vizziano y col. 2008). En Odontesthes bonariensis, la
combinacion de diferentes temperaturas de cultivo con tratamientos
estrogénicos demuestran que una baja expresion del gen dmrtl y alta
expresion de la enzima aromatasa se correlacionan con la diferenciaciéon
ovarica mientras que lo opuesto se observa durante la diferenciacion testicular.
Incluso en hembras, la expresion de la enzima aromatasa se evidencia 1 a 2
semanas previo a la expresion del gen dmrtl y la aparicion de los primeros
signos de diferenciacion morfolégica ovéarica sugiriendo que los estrégenos
regulan la expresion de dmrtl (Fernandino y col. 2008). Asimismo, los
tratamientos con andrégenos, antagonistas de receptores estrogénicos o
inhibidores de aromatasa en peces gonocoricos o hermafroditas resultan en un
proceso de masculinizacion correlacionada con un aumento de la expresion del
gen dmrtl (Devlin y Nagahama, 2002). La modulacién de la expresion de este
gen por hormonas esteroideas seria un efector clave en la induccién de la
identidad gonadal (Fig. 111.1).
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Figuralil.1
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Otros genes de la familia dmrt

Aunque los otros integrantes de la familia dmrt han sido estudiados en
menor grado, es posible observar dos tendencias. En peces, los genes dmrt2,
3, 4y 5, exhiben un patron de expresion conservado durante las etapas mas
tempranas del desarrollo embrionario. Mas adelante en la ontogenia, estos
genes usualmente permanecen expresandose en un subgrupo de tejidos
adultos que incluyen sistema nervioso (cerebro y médula espinal) y las
gonadas (Herpin y Schartl, 2011). Se ha observado expresion gonadal macho-
especifica para los genes dmrt3 y 4 en Oryzias latipes (Winkler y col. 2004) y
el lenguado Paralichthys olivaceus (Wen y col. 2009) mientras que en
Oreochromis niloticus la expresion de dmrt4 se observa a nivel ovarico (Guan y
col. 2000). Finalmente, se evidencié expresion en ambas génadas de los genes
dmrt2 en Oryzias latipes, (Winkler y col. 2004) y dmrt3 y 5 en Danio rerio
(Guo y col. 2004; Liy col. 2008). Estas diferencias en los patrones de expresion
entre parélogos indicarian un posible cambio funcional en los diferentes linajes
filogenéticos (Herpin y Schartl, 2011). En otros vertebrados, como los ratones,
dmrt3 se expresa en las células somaticas del testiculo en desarrollo mientras
que dmrt4 se expresa en ambas gonadas. Este patron se extiende hasta la
vida adulta incorporandose ademas la expresion de los genes dmrt2 y 5 en la
gonada femenina (Kim y col. 2003). En el monotrema Platypus, dmrt3 se
expresa unicamente en testiculo (EI-Mogahrbel y col. 2007).

Una caracteristica peculiar de la familia de genes dmrt se refiera a su
organizacién genémica en grupos, conduciendo a la idea de que este patron de
expresion gonadal comun estaria conectado a su organizacion de manera
similar a la observada en los complejos de genes hox. Para comprender la
funcién de esta familia génica en el desarrollo es importante diferenciar, en
primera instancia, entre la funciones conservadas y divergentes durante la
evolucion de los vertebrados (Winkler y col. 2004). En general, en la actualidad
se acepta que los miembros de la familia dmrt se encuentran conservados
estructuralmente y que jugarian distintos roles en el desarrollo sexual aunque

su funcién precisa aun no esta establecida por lo que se plantea la necesidad
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de ampliar el conocimiento de estos genes en otras especies (Wen y col.
2009).

La comparacion de los diferentes mecanismos de determinacién sexual
en peces teledsteos en relacion con su filogenia revela un cambio frecuente
entre los diferentes mecanismos de determinacion del sexo durante el curso de
la evolucion del linaje peces como ya se ha mencionado en la Introduccién de
este trabajo. La identificacion, caracterizacion y andlisis comparativo de genes
maestros determinantes del sexo en diferentes especies de peces son
necesarios para entender los mecanismos moleculares que dirigen este

fendbmeno asi como su significado biolégico (Veith y col. 2003).

En base a los antecedentes detallados y a la cercania filogenética entre
Oryzias latipes (Beloniformes) y Austrolebias charrua (Cyprinodontiformes), se
plantea la hipotesis de la existencia de al menos un gen relacionado con la
determinacion sexual masculina en Austrolebias charrua. Se utilizara la
estrategia de la busqueda del “gen candidato” como primera aproximacion
experimental a esta tematica con el fin de explorar la posible existencia, en este
grupo de peces, del gen maestro de la determinacién sexual masculina dmrtlbY

identificado en Oryzias latipes.
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1,2 Materiales Y wétonlos

1. Busqueda de marcadores moleculares sexo-especificos a nivel

gendmico

Extracciéon de ADN

Se realizaron extracciones de ADN gendmico (n= 12 machos y n= 18
hembras) para PCR utilizando un protocolo sin fenol/cloroformo (modificado de
Medrano y col. 1990) a partir de higados de ejemplares adultos provenientes
de un banco de tejidos existente. Estos tejidos fueron conservados, en el
momento de la diseccion, en etanol absoluto a 4°C hasta su utilizacion. Trozos
del tejido se lavaron en STE 1X (Apéndice) y se agregd tampon de lisis
(Apéndice) suplementado con 11ul Proteinasa K (10mg/ml). Se homogeneizo el
tejido y permanecié toda la noche a 55°C. Luego se agregd ARN asa A
(10mg/ml) y se incubd 1 hora a 55°C. Se centrifugd a 12.000 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante conteniendo el ADN se transfirié a otro tubo y se
desproteinizé con NaCl 5M. Se centrifugd a 12.000 rpm durante 30 minutos. El
sobrenadante se precipité con etanol absoluto en frio (el doble del volumen
obtenido) manteniéndose las muestras a 4°C durante toda la noche. Se
centrifugd a 12.000 rpm durante 30 minutos. Se lavo el precipitado con etanol
70% 2 veces centrifugando nuevamente a 6.000 rpm durante 5 minutos y se
dej6 secar a 37°C. EI ADN gendmico se resuspendio en TE 1X (Apéndice) y se
coloco en bafio a 55°C para su total disolucion. Se mantuvo a -20°C hasta su

utilizacion.

Valoracion del ADN obtenido

Se preparo una dilucién 1:100 de las muestras de ADN y se midio la
densidad optica en el espectrofotometro (A 260 y 280 nm) para estimar la
concentracion y grado de pureza. La concentracion se estimé considerando la
equivalencia 1 unidad D.O 260nm = 50ug/ml (Malhardt, 2007). La integridad del
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ADN aislado se verific6 mediante una corrida electroforética (80v durante 40
minutos en una minicuba horizontal BioRad) en un gel de agarosa (ICN
Biomedicals) 1% en tampodn Tris-Acetato EDTA (TAE) 1X (Apéndice) tefiido
con bromuro de etidio. Se sembraron 5 pl de ADN y 2 pl de tampdn de carga
junto con un marcador de pares de bases (1 Kb DNA ladder GIBCO). Las
bandas tefidas con bromuro de etidio se visualizaron en un transiluminador con
luz UV.

Amplificacion in vitro

Una vez verificada la calidad del ADN, se procedio a la amplificacion in
vitro via PCR utilizando oligonucleoétidos especificos. Las condiciones de los
experimentos de amplificacion utilizadas fueron: desnaturalizacion inicial 94°C
5 minutos seguido por 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C

y 1 minuto a 72°C con una extension final de 7 minutos a 72°C.

Oligonucleétidos disefiados por el grupo de Nanda y col. (2002) que
reconocen la copia del gen dmrtlbY ubicada en el cromosoma Y de Oryzias
latipes:

DMTYh: 5" TCT GCT GAG CTC CCC GGG 3

DMTYi: 5 GCCTCGCAGCTTCTCAZJ

La mezcla de reaccion se realiz6 agregando a cada tubo 9,9 pl de agua
Amresco, 1,5 yl de tampén 10X, 0,6 ul de Cloruro de Magnesio (50 mM), 0,3
gl de dNTPs (10 mM), 0,5 pl de cada oligonucledtido (10 uM) y 0,2 pl de
enzima Taq DNA polimerase 5U/ ul (Invitrogen) incorporando al final 1,5 pl de
cada muestra de ADN. Asimismo se prepar6 un control negativo de la reaccion
para descartar posibles contaminantes en los reactivos utilizados, conteniendo
la mezcla de reaccion y 1,5 pyl de agua Amresco sustituyendo la muestra de
ADN. El volumen final fue de 15 pul y las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador MJ Research PTC 100.
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Deteccion y aislamiento de los productos de PCR obtenidos

Los productos de PCR se detectaron mediante una corrida
electroforética (80v durante 40 minutos en una minicuba horizontal
CleverScientific) en un gel de agarosa (Biotools) 1% en tampon TAE 1X. Se
sembraron 5 yl de ADN y 2 ul de tampon de carga Fermentas junto con un
marcador de pares de bases (1 Kb DNA ladder Fermentas). Las bandas se
visualizaron mediante tincién con GelRed 1X (BIOTIUM) en un transiluminador

con luz ultravioleta.

Purificacién de las bandas obtenidas

Los productos de amplificacion de interés se eluyeron de un gel de
agarosa 1% en tampon TAE 1X tefidos con GelRed 1X (BIOTIUM). Las
bandas seleccionadas se purificaron mediante el kit GFX PCR DNA and Gel

Band Purification Kit (GE Healthcare Life Sciences).

Clonacioén de los productos de PCR

a- Reaccion de ligacién

Se utilizé el kit de clonacion CloneJet 1.2 PCR cloning kit de Fermentas
(www.fermentas.com) de acuerdo a las instrucciones del fabricante para
productos de amplificacién con extremos cohesivos. Se agregd en un tubo de
1.5 ml estéril: 2 yl de agua AMRESCO, 10 pyl de Tampén 2X, 7 ul de los
productos de PCR purificados y 1ul de enzima DNA Blunting (Fermentas), se
mezcl6 por vortex y luego de una centrifugacion de 10 segundos se incubd por
5 minutos a 70°C. Concluido este tiempo se coloco en hielo durante 1 minuto y
se agrego 1 pl de vector de clonacion pJET 1.2 (Fig.lll.2) y 1 pl de la enzima
DNA Ligase. Nuevamente se mezcld por vortex se centrifugd, 10 segundos y
se incub6 50 minutos a temperatura ambiente (22°C). Se incub6 15 minutos a
70°C (inactivacion de la enzima ligasa con el fin de optimizar el porcentaje de

transformacion; Michelsen ,1995).
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pJET1.2/blunt

2974 bp

Fig. lll.2. Mapa del plasmido pJET 1.2 (Fermentas). El tamafio del plasmido es 2974
pares de bases (pb) indicado en el centro de la figura. El mapa de restriccion muestra
la ubicacion de la secuencia de replicacion (rep), del gen de resistencia a ampicilina
(bla), promotor de la ARN polimerasa T7 y los sitios de reconocimiento para
endonucleasas de restriccion. Posee a su vez el gen que codifica para la
endonucleasa de restriccion Eco471 que en ausencia de metilaciones especificas, la
endonucleasa es letal para las células huésped E. coli., este sistema de seleccidon
positiva se inactiva al lograr la insercion del fragmento de ADN de interés en el sitio
MCS. (http://www.fermentas.com/en/support/technical-reference/phage-plasmid-
dna/pjetl2)

b- Competencia y transformacién de las bacterias

Se realiz6 una estria de bacterias E. coli de la cepa JM107 en
condiciones de esterilidad, en una placa de LB- Agar (Apéndice) y se incubaron
durante toda la noche a 37°C. Mediante un ansa previamente flambeada se
inoculé una colonia bacteriana en 1,5 ml de Medio C estéril (TransfomrAid
Fermentas) y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Posteriormente en la
zona estéril se transfirié 150 pl del cultivo a 1,5 ml de medio C pre-calentado a
37°c durante 20 minutos y se cultivd durante 2 horas a 37°C en agitacion. Se
transfirieron 1,5 ml del subcultivo a un tubo de 1,5 ml y se centrifugd a 10.000g

durante 1 minuto a temperatura ambiente. Se descarto el sobrenadante y se
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resuspendié suavemente el precipitado de bacterias en 600 ul de solucién T
recién preparada (500ul de solucion A y 500 pl de solucién B) y se incubd en
hielo 5 minutos. Se centrifugd nuevamente 1 minuto en las mismas
condiciones, se descartdé el sobrenadante y resuspendid el precipitado
suavemente en 240 pl de Solucion T, se colocd en hielo inmediatamente y se
mantuvo durante 5 minutos, adquiriendo la competencia (capacidad de

incorporar un plasmido).

La transformacion se llevo a cabo transfiriendo 5 ul de cada producto de
ligacion a tubos de 1,5 ml que permanecieron en hielo por lo menos 2 minutos
antes de agregarle 50 pl de las bacterias competentes. Luego de una
incubacion de 5 minutos en hielo, se sembraron 25 pl en cada placa de LB-
Agar-ampicilina (200mg/ml) (Apéndice). Las placas se incubaron toda la
noche a 37°C. Este sistema de seleccidon positiva de colonias se basa en que
este vector, ademas de conferir la resistencia a la ampicilina, contiene un gen
letal que es desactivado por la ligacién del inserto en el sitio de clonado. Como
resultado, s6lo aquellas bacterias que hayan incorporado el plasmido con el
inserto seran capaces de crecer en un medio de cultivo con ampicilina. Se
seleccionaron al menos 6 colonias de cada inserto, se re-picaron en otra placa
de LB-agar/ampicilina y se inocularon en 3 ml de medio LB liquido con

ampicilina (1,5ul 200mg/ml). Se incubaron toda la noche a 37°C.

c- Preservacion de transformantes y purificacion del plasmido

Luego de transcurridas las 12 horas, se transfirieron 800 ul del cultivo
liqguido de cada colonia a tubos de 1,5 ml estériles con 250ul de Glicerol
(Sigma) autoclavado, se mezclé suavemente y se almacenaron a -20°C para su

conservacion.

Los 2,2 ml restantes del -cultivo liquido se centrifugaron a 10.000g 2
minutos a temperatura ambiente y se descartd el sobrenadante. La purificacion
de los plasmidos se realizdé segun el método de lisis alcalina (Sambrook y col.

1989). El mismo consiste en resuspender el precipitado en 100 pul de Solucion |
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(Apéndice), mezclar por vortex, agregar 200ul de Solucion Il recién preparada
(Apéndice), invertir 5 veces cada tubo y colocar en hielo. Luego en frio se
agregaron 150ul de Solucion 1l fria (Apéndice) se invirti6 10 segundos y se
incubd en hielo entre 3 y 5 minutos. Las muestras se centrifugaron 5 minutos a
10.000g y se transfirié el sobrenadante a otro tubo (aproximadamente 400pl).
Se agregé 1ul de ARNasa (10mg/ml) e incubd 30 minutos a 37°C en bloque
térmico. Se agrego 1ul de Dextrano Sigma y 800ul de etanol absoluto, se
mezclé y se precipitd el ADN plasmidico durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugd 5 minutos a 10.000g, se descarto el
sobrenadante y el precipitado se lavo 2 veces con 1 ml de etanol 70% cada
vez. Se centrifugd a 10.000g y se descartaron nuevamente los sobrenadantes.
Se secaron los precipitados bajo lampara incandescente, para luego
resuspenderlos en 40ul de agua AMRESCO inicialmente por pipeteo y luego
incubando a 60°C 15 minutos. La estimacion de la concentracion de los
productos obtenidos se realizé en geles de Agarosa Biotools al 2%, en TAE 1X,
a 80 V 45 minutos visualizados con GelRedTM 1X (Biotum) en transiluminador

ultravioleta.

d- Secuenciacién y analisis de las secuencias obtenidas
Los plasmidos purificados se enviaron a secuenciar a Macrogen

(www.macrogen.com), utilizando ambos oligonucleotidos (pJET1.2 forward y

pJET1.2 Reverse) suplementados en el kit de clonacion utilizado.

Las secuencias fueron analizadas en el programa Sequencher 4.10.1
(Gene Codes Corporation http://www.genecodes.com), para eliminar la
informacion perteneciente al vector y ensamblar las secuencias obtenidas con
los oligonucleédtidos forward y reverse. Luego fueron incorporadas en el
programa MEGA 4 (Tamura y col.2007) y comparadas con la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) mediante el programa
Basic Local Alignment Search Tool BLAST (Altschul y col.1990). Se realiz6 un

analisis comparativo del conjunto de secuencias obtenidas mediante clonacion,
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y secuencias obtenidas del GenBank, usando el método de multiples
alineamientos del programa Clustal W (MEGA 4.0) (Tamura y col. 2007).

El analisis filogenético se realiz6 mediante el programa MEGA version
4.0 (Tamura y col.2007). Se utilizé el algoritmo de “unidn de vecinos” (Saitou y
Nei, 1987) basado en el nimero de diferencias, a partir de la matriz de datos de
22 secuencias nucleotidicas. El soporte de las ramas en el arbol se obtuvo
mediante la prueba estadistica “bootstrap” (Felsenstein, 1985) con 1.000
réplicas. Los valores superiores a 50% de soporte fueron considerados como

validos.

El andlisis estadistico de las secuencias (Tabla Ill.1) se realizé en el
programa MEGA (Tamura y col. 2007). Se analizé el patron de sustitucion
nucleotidica (transiciones / transversiones) utilizando la estimacion de maxima
verosimilitud compuesta (Tamura y col. 2004). Las transiciones son
sustituciones nucleotidicas que involucran el cambio de una base purina por
otra purina o de una base pirimidina por otra pirimidina; las transversiones son
sustituciones de una base purina por una pirimidina o vice-versa (Nei y Kumar,
2000). Se aplico la prueba de seleccion de Fisher, utilizando el método de Neiy
Gojobori (1986), para inferir el patrén de la seleccion en la evolucion de estas
secuencias. Esta prueba se basa en la comparacién entre sustituciones
sindnimas (Ks) (que resultan en codones que mantienen el mismo aminoéacido)
y no sinénimas (Ka) (que resultan en codones que provocan un cambio de
aminodacido) por sitio entre las secuencias. Si el valor p resultante es menor a
0.05 se rechaza la hipétesis nula (evolucién neutral) aceptandose la alternativa:
evolucion positiva. Si el niumero observado de diferencias sinGnimas por sitio
excede el numero de diferencias no sindnimas el valor p sera 1 indicando

seleccion purificadora (Nei y Kumar, 2000)
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Tabla lll.1

Secuencias nucleotidicas seleccionadas del GenBank para realizar el andlisis filogenético a

nivel genémico.

Secuencia
dmrtlbY
dmy

dmrtl
dmrtl
dmrtl
dmrt2
dmrt2

dmrt2

dmrt3
dmrt3
dmrt3
dmrt4
dmrt4
dmrt4
dmrt5
dmrt5
dmrt5

dmrts

Organismo

Oryzias latipes
(HNI)
Oryzias curvinotus

Odontesthes
hatcheri

Oryzias latipes
Monopterus albus

Xiphophorus
maculatus

Danio rerio

Takifugu rubripes

Danio rerio
Takifugu rubripes

Tetraodon
nigroviridis
Xiphophorus
maculatus
Takifugu rubripes

Tetraodon
nigroviridis

Danio rerio
Takifugu rubripes
Xiphophorus

maculatus
Oryzias latipes

N° acceso
(GenBank)
AY129241.1
AB091695.1
EU864152.1
AY524417.1
AF421347
AF350428.1

NM_130952.1

NM_001037946.1

NM_001005779.2
NM_001037945.1
AJ251455.1
AF350427.1
AB201464.1
AJ251456.1
AY618549.1
AB201465.1
DQ335470.1

AB083691.1
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2. Estudio de la expresion de genes candidatos sexo-especificos durante

la ontogenia

Extraccion de ARN

Se realizaron extracciones de ARN total a partir de embriones en los
estadios de 2 a 128 células (n = 8), blastula temprana (n=7) , dispersion (n=7),
reagregacion (n= 10), 0 a 10 somites (n= 8), 10 a 20 somites (n= 11), 20 a 30
somites (n= 11) , 3 semanas post-fecundacion (n= 8), 4 semanas post-
fecundacion (n= 10) y pre-eclosion (aproximadamente 38 dias post-eclosion)
(n=10) por duplicado mediante el reactivo comercial Trizol Reagent (Invitrogen)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante en una relacién: 5 volumenes de
trizol / 1 volumen de tejido. Una vez homogeneizadas las muestras se adicioné
0,2 ml de cloroformo por ml de Trizol agregado inicialmente. Luego se agitaron
15 segundos y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 minutos previo
a la centrifugacion a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se recuperd la fase
acuosa que contiene el ARN y se le agregd 0,5 ml de alcohol isopropilico por
ml de Trizol agregado inicialmente para la homogeneizacion. Se centrifugaron a
10.000 rpm a 4°C durante 30 minutos y se descartd el sobrenadante. El
precipitado se lavd con 1ml de etanol 75% por ml de Trizol agregado
inicialmente para la homogeneizacién. Las muestras fueron agitadas
vigorosamente (vortex) y se centrifugaron a 4°C durante 5 minutos. Se descart6
el sobrenadante vy, previo secado del precipitado, los mismos se
resuspendieron en 15ul de agua AMRESCO libre de nucleasas (cada muestra).
Se incubaron a 60°C durante 10 minutos y se almacenaron a -80°C.

Se procedi6 a la eutanasia por inmersién en 2-fenoxietanol 2 ppm de
alevines (n= 3 de cada sexo) y en 2-fenoxietanol 5 ppm de adultos hembra y
macho (n= 3 de cada sexo) de Austrolebias charrua (protocolo habilitado por
certificacion de la Comision Honoraria de Experimentacion Animal, CHEA). Los
alevines vy las gonadas obtenidas en condiciones libres de ribonucleasas se
colocaron inmediatamente en el reactivo comercial TRIZOL (Invitrogen) en una
relacion: 5 volumenes de trizol / 1 volumen de tejido. La extraccion de ARN

total de los tejidos, se realizo segun las recomendaciones del fabricante. El
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material se descongel6 a temperatura ambiente, se centrifugo a 10.000g y se
homogeneiz6 nuevamente. Se agreg6 cloroformo (0,2ml por 1ml de TRIZOL) y
se agité durante 15 segundos. Se centrifugé a 12.000g, 15 minutos a 4°C para
la separacion de las fases. Se extrajo cuidadosamente la fase acuosa que
contenia el ARN, a ésta se le agreg6 isopropanol (0,5ml por 1ml TRIZOL), 1 pL
de Dextrano Sigma 20 pug/mL, (para optimizar la visualizacion del precipitado) y
se centrifugd a 12.000g, 10 minutos a 4°C. El precipitado obtenido fue lavado
con 1ml de etanol 75%, centrifugando a 12.000g, 5 minutos a 4°C y secado
bajo lampara incandescente. Finalmente el ARN fue resuspendido en agua
AMRESCO libre de nucleasas a 55°C durante 10 minutos en un bloque térmico
Labnet.

Las extracciones de ARN provenientes de alevines in toto y de gbnadas
adultas fueron sometidos a un tratamiento adicional con la enzima
Desoxirribonucleasa | (ADNasa |, Invitrogen) para digerir posibles trazas de
ADN genomico presentes en las muestras. Se utilizaron entre 10 y 15 pl de las
muestras provenientes de la extraccion de ARN a las que se le agregaron 2 ul
de la solucién tampon 10X (Apéndice), 1ul RNaseOUT (inhibidor de ARNasas
Invitrogen), 2 pl de enzima ADNasa | y agua AMRESCO libre de ARNasas
hasta completar los 20 pl. La mezcla de reaccidon se agité suavemente y se
incubo por 30 minutos a 37°C. Se agregaron 2 pl de Cloruro de Litio 4M, 1 ul de
dextrano y 44 pul de etanol absoluto. Se sumergio el tubo de 1.5 ml durante 2
segundos en nitrégeno liquido, con el fin de acelerar la precipitacién (adaptado
de Ausubel y col, 1992). Luego se centrifugé a 4°C, 10.000g, por 30 minutos,
se descart6 el sobrenadante y lavo el precipitado con 500 ul de etanol 70%.
Finalmente se centrifugd a 4°C y 10.000g, 5 minutos, se descartd el
sobrenadante, el precipitado se secé bajo ldmpara incandescente y se
resuspendié como en el paso anterior. EI ARN se almacené a -80°C.

Valoracién del ARN obtenido

La integridad del ARN se verific6 mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% en solucion tampdn Tris-Acetato EDTA (TAE) 1X. Se cargaron
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4 pl de muestra y 3 ul de tampdn de carga especifico para ARN, (Formamida
70%, Azul Bromofenol 0,1%). La corrida electroforética se realiz6 en TAE 1X a
90 V durante 20 minutos. Las muestras se visualizaron mediante GelRedTM 1X
(BIOTIUM) en un transiluminador ultravioleta.

La concentracion de ARN se estimé segun la correlacion de
absorcion/emision del ARN frente al marcador de pares de bases de ADN
(Mass Ruler DNA ladder SM0403 Fermentas). Esta correlacion se calculd
previamente a partir de un indice obtenido comparando la absorcion/emision de
las bandas de ARN ribosomales de cuatro muestras de ARN de
concentraciones conocidas y calculando la correspondencia con el valor de
emision de la banda de 500 pb del marcador de pares de bases de ADN (Mass
Ruler DNA ladder SM0403 Fermentas) con el programa ImageJ (Java Image,
Abramoff, 2004; Rasband, 1997-2009),

Retrotranscripcion. Sintesis de ADNCc.

Se utilizé la enzima Superscript Ill Reverse transcriptase (Invitrogen)
para la retrotranscripcion siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incubé
durante 5 minutos a 65°C la mezcla de: ARN total (10pg a 5ug) con 1ul de
oligo (dT)2 50 uM (Invitrogen), 1ul de dNTPs 10 mM y agua AMRESCO libre
de ARNasas hasta completar 13ul. Se colocé la mezcla 1 minuto en hielo,
luego se adicionaron: 4ul de solucién tampon 5X, 1yl DTT 0.1M, 1pl
RNaseOUT (inhibidor de ARNasas Invitrogen), 1yl de enzima
retrotranscriptasa. Por ultimo, la reaccién se produjo en el termociclador
Multigene Il, Labnet a 50°C durante 1lhora y finalizé inactivando la enzima a

70°C durante 15 minutos.

Evaluacién de la sintesis de ADNc

Se comprobo la sintesis del ADNc mediante la amplificacion de un gen

de expresion constitutiva. Se utilizé una pareja de oligonucleétidos especificos
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que amplifican una region codificante del gen de la [ Actina del pez Danio
rerio (numero de acceso del GenBank AF057040, Barralo y col. 1999).
B-actina-RSA-1: 5° GCCGGTTTTGCTGGAGATGAT 3

B-actina-RSA-2: 5° ATGGCAGGGGTGTTGAAGGTC 3

Las reacciones se llevaron a cabo en Termociclador Multigene I
(Labnet) , bajo las condiciones de amplificacion que se detallan a continuacion:
5 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30
segundos de desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos de anclaje a 55°C y 1
minuto de extensién a 72°C y por ultimo una extension final de 7 minutos a
72°C. La mezcla de reaccion se realizé agregando a cada tubo 9,9 pl de agua
Amresco, 1,5 yl de tampdn 10X, 0,6 ul de Cloruro de Magnesio (50 mM), 0,3
gl de dNTPs (10 mM), 0,5 pl de cada oligonuclétido (10 uM) y 0,2 ul de enzima
Tag DNA polimerase 5U/ pl (Invitogen). Al final se agregd 1,5 pl de cada ADN
copia a evaluar. Se prepar6 un control negativo de la reaccion para descartar
posibles contaminantes en los reactivos utilizados que contenia la mezcla de
reaccion y 1,5 pl de agua Amresco sustituyendo el ADNc. El volumen final de
reaccion fue de 15 pl.

Los productos de las reacciones de amplificacién se analizaron en geles
de Agarosa (Biotools) al 1%, en TAE 1X, a 80 V durante 30 minutos. La
visualizacion se realiz6 mediante el agente intercalante GelRedTM 1X (Biotum)
en transiluminador ultravioleta. Los productos obtenidos a partir de las
reacciones de amplificacién se recortaron del gel de agarosa y se purificaron
mediante el kit GFX PCR DNA Gel Band purification kit (G. Electric) segun las
especificaciones del fabricante. Los productos purificados fueron enviados al
Servicio de Secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo (secuenciador
automatico ABI3130 Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas fueron
analizadas mediante el programa BLAST 2.2.22 (Altschul y col..1990) para
confirmar si efectivamente los productos obtenidos corresponden a la actina

beta de Austrolebias charrua.
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Amplificacion in vitro del gen de interés

Una vez verificado el estado del ADNc, se procedio a la utilizacion de los
oligonucleotidos especificos para amplificar la secuencia de interés. Las
condiciones de los experimentos de amplificacion utlizadas fueron:
desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos seguido por 35 ciclos de: 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 58°C y 1 minuto a 72°C con una incubacion final de 7

minutos a 72°C.

Oligonucleétidos disefiados por el grupo de Nanda y col. (2002)
DMTYh: 5" TCT GCT GAG CTC CCC GGG 3
DMTYi: 5 GCCTCGCAGCTTCTCAZJ

La mezcla de reaccion se realizé agregando a cada tubo 9,9 pl de agua
Amresco, 1,5 yl de tampdn 10X, 0,6 ul de Cloruro de Magnesio (50 mM), 0,3
gl de dNTPs (10 mM), 0,5 pl de cada oligonucleétido (10 M) y 0,2 pl de
enzima Taq DNA polimerase 5U/ yl (Invitrogen) incorporando al final 1,5 pl de
cada ADN copia. Asimismo se preparé un control negativo de la reaccién para
descartar posibles contaminantes en los reactivos utilizados, conteniendo la
mezcla de reaccion y 1,5 ul de agua Amresco sustituyendo el ADNc. El
volumen final fue de 15 pl y las reacciones se llevaron a cabo en Termociclador
Multigene Il (Labnet)

Los productos de PCR fueron observados una corrida electroforética
(80v durante 30 minutos en una minicuba horizontal Cleaver Scientific) en un
gel de agarosa (Biotools) 2% en tampon TAE 1X. Se sembraron 5 pl de
muestra y 2 ul de tampon de carga junto con un marcador de pares de bases
de amplio rango (Mass ruler DNA ladder mix, Fermentas). Las bandas se
visualizaron mediante tincién con GelRed (BIOTIUM) en un transiluminador con
luz UV. La concentracion de cada producto obtenido se estimé mediante la
comparacion del marcador de pares de bases y las bandas utlizando el

programa Image J de dominio publico (http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/intro.html)
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Se realiz0 una re-amplificacion de los productos obtenidos manteniendo
las condiciones antes detalladas excepto que la temperatura de anclaje de los
oligonucledtidos se aumento a 59°C.

Las bandas de interés se eluyeron y purificaron mediante el kit GFX
PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare Life Sciencies). Para
corroborar que se estaba re-amplificando una Unica banda en cada caso, se
realiz6 un gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con GelRed (BIOTIUM). La
concentracion se estimd segun la correlaciéon de absorcion/emision del ARN
frente al marcador de pares de bases de ADN (Mass Ruler DNA ladder
SM0403 Fermentas). Esta correlacién se calcul6 previamente a partir de un
indice obtenido comparando la absorcién/emisién de las bandas de ARN
ribosomales de cuatro muestras de ARN de concentraciones conocidas y
calculando la correspondencia con el valor de emisién de la banda de 500 pb
del marcador de pares de bases de ADN (Mass Ruler DNA ladder SM0403
Fermentas) con el programa ImageJ (Java Image, Abramoff, 2004; Rasband,
1997-2009),

Clonacioén del producto de PCR

a- Reaccion de ligacién

Se utilizé el kit de clonacion CloneJet 1.2 PCR cloning kit de Fermentas
(www.fermentas.com) de acuerdo a las instrucciones del fabricante para
productos de amplificacién con extremos pegajosos. Se agregé en un tubo de
1.5 ml estéril: 2 yl de agua AMRESCO, 10 yl de Tampén 2X, 7 pl de los
productos de PCR purificados (testiculo adulto) y 1ul de enzima DNA Blunting
(Fermentas), se mezclé por vortex y luego de una centrifugacion de 10
segundos se incubd por 5 minutos a 70°C. Concluido este tiempo se coloc6 en
hielo durante 1 minuto y se agreg6 1 ul de vector de clonacién pJET 1.2 (Fig.
[1.2) y 1 pl de la enzima DNA Ligase. Nuevamente se mezcl6 por vortex se
centrifugd, 10 segundos y se incubdé 50 minutos a temperatura ambiente
(22°C). Se incub6 15 minutos a 70°C (inactivacion de la enzima ligasa con el fin
de optimizar el porcentaje de transformacion; Michelsen ,1995).
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b- Competencia y transformacion de las bacterias

Se realiz0 una estria de bacterias E. coli de la cepa JM107 en
condiciones de esterilidad, en una placa de LB- Agar (Apéndice) y se incubaron
durante toda la noche a 37°C. Mediante un ansa previamente flambeada se
inoculé una colonia bacteriana en 1,5 ml de Medio C estéril (TransfomrAid
Fermentas) y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Posteriormente en la
zona estéril se transfirié 150 pl del cultivo a 1,5 ml de medio C pre-calentado a
37°c durante 20 minutos y se cultivd durante 2 horas a 37°C en agitacion. Se
transfirieron 1,5 ml del subcultivo a un tubo de 1,5 ml y se centrifugd a 10.000g
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendié suavemente el precipitado de bacterias en 300 ul de solucién T
recién preparada (250ul de solucion A y 250 pl de solucién B) y se incubd en
hielo 5 minutos. Se centrifugd nuevamente 1 minuto en las mismas
condiciones, se descart6 el sobrenadante y resuspendié el precipitado
suavemente en 120 yl de Solucién T, se coloco en hielo inmediatamente y se
mantuvo durante 5 minutos, adquiriendo la competencia (capacidad de

incorporar un plasmido).

La transformacion se llevé a cabo transfiriendo 5 pl del producto de
ligaciéon a tubos de 1,5 ml que permanecieron en hielo por lo menos 2 minutos
antes de agregarle 50 ul de las bacterias competentes. Luego de una
incubacion de 5 minutos en hielo, se sembraron 25 ul en cada placa de LB-
Agar-ampicilina (200mg/ml) (Apéndice). Las placas se incubaron toda la noche
a 37°C. Se seleccionaron 7 colonias, se re-picaron en otra placa de LB-
agar/ampicilina y se inocularon en 3 ml de medio LB liquido con ampicilina

(1,5ul 200mg/ml). Se incubaron toda la noche a 37°C.

c- Preservacion de transformantes y purificacion del plasmido

Luego de transcurridas las 12 horas, se transfirieron 800 pl del cultivo

liguido de cada colonia a tubos de 1,5 ml estériles con 250ul de Glicerol
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(Sigma) autoclavado, se mezclé suavemente y se almacenaron a -20°C para su

conservacion.

Los 2,2 ml restantes del cultivo liquido se centrifugaron a 10.000g 2
minutos a temperatura ambiente y se descartd el sobrenadante. La purificacion
de los plasmidos se realizdé segun el método de lisis alcalina (Sambrook y col.
1989). El mismo consiste en resuspender el precipitado en 100 ul de Solucion |
(Apéndice), mezclar por vortex, agregar 200ul de Solucion Il recién preparada
(Apéndice), invertir 5 veces cada tubo y colocar en hielo. Luego en frio se
agregaron 150ul de Solucion 1l fria (Apéndice) se invirti6 10 segundos y se
incubd en hielo entre 3 y 5 minutos. Las muestras se centrifugaron 5 minutos a
10.000g y se transfirié el sobrenadante a otro tubo (aproximadamente 400pl).
Se agregd 1ul de ARNasa (10mg/ml) e incubd 30 minutos a 37°C en bloque
térmico. Se agrego 1lul de Dextrano Sigma y 800ul de etanol absoluto, se
mezclé y se precipitd el ADN plasmidico durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugd 5 minutos a 10.000g, se descart6 el
sobrenadante y el precipitado se lavo 2 veces con 1 ml de etanol 70% cada
vez. Se centrifugd a 10.000g y se descartaron nuevamente los sobrenadantes.
Se secaron los precipitados bajo lampara incandescente, para luego
resuspenderlos en 40ul de agua AMRESCO inicialmente por pipeteo y luego
incubando a 60°C 15 minutos. La estimacién de la concentracion de los
productos obtenidos se realizé en geles de Agarosa Biotools al 2%, en TAE 1X,
a 80 V 45 minutos visualizados con GelRedTM 1X (Biotum) en transiluminador
ultravioleta. La misma se estimo6 segun la correlacion de absorcién/emision del
ADN frente al marcador de pares de bases (Mass Ruler DNA ladder SM0403
Fermentas) calculando la correspondencia con el valor de emision de la banda
de 500 pb del marcador de pares de bases de ADN (Mass Ruler DNA ladder
SMO0403 Fermentas) con el programa ImageJ (Java Image, Abramoff, 2004;
Rasband, 1997-2009)
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d- Secuenciacién y analisis de las secuencias obtenidas
Los plasmidos purificados se enviaron a secuenciar a Macrogen

(www.macrogen.com), utilizando ambos oligonucleétidos (pJET1.2 forward y

pJET1.2 Reverse) suplementados en el kit de clonacion utilizado.

Las secuencias fueron analizadas en el programa Sequencher 4.10.1
(www.genecodes.com), para eliminar la informacion perteneciente al vector y
ensamblar las secuencias obtenidas con los oligonucle6tidos forward y el
reverse. Luego fueron incorporadas en el programa MEGA 4 (Tamura y col.
2007) y comparadas con la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) mediante el programa Basic Local Alignment
Search Tool BLAST (Altschul y col.1990).

Se realiz6 un analisis comparativo del conjunto de secuencias obtenidas
mediante clonacion, utilizando el algoritmo de “union de vecinos” (Saitou y Nei,
1987) basado en el numero de diferencias (MEGA 4.0) (Tamura y col. 2007).

El andlisis filogenético de la matriz de datos constituida por 24
secuencias nucleotidicas de ARNm seleccionadas del GenBank (Tabla 111.2) y
la obtenida en el presente trabajo, se realiz6 mediante el programa MEGA
version 4.0 (Tamura y col.2007). Se utilizé el algoritmo de “unién de vecinos”
(Saitou y Nei, 1987) basado en el numero de diferencias, distancia p y el
método de méaxima parsimonia (Fitch, 1971), busqueda heuristica. El soporte
de las ramas en las topologias se obtuvo mediante la prueba estadistica
“bootstrap” (Felsenstein, 1985) con 1.000 réplicas. Los valores superiores a

50% de soporte fueron considerados como validos.

El andlisis estadistico de las secuencias (Tabla I1l.2) se realiz6 en el
programa MEGA (Tamura y col. 2007). Se analizd6 el patron de sustitucion
nucleotidica (transiciones / transversiones) utilizando la estimacion de maxima
verosimilitud compuesta (Tamura y col. 2004). Se aplico la prueba de seleccion
de Fisher, utilizando el método de Nei y Gojobori (1986), para inferir el patron

de la seleccidn en la evoluciéon de las secuencias.
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Tabla 111.2

Secuencias nucleotidicas seleccionadas del GenBank para realizar el andlisisfilogenético a

nivel de expresion (pb: pares de bases; pa: procesamiento alternativo)

Secuencia Organismo Caratcteristicas N° acceso
(GenBank)

dmrtlbY Oryzias ARNmM 804 pb AY129241.1
latipes (HNI) completa

dmy al Oryzias ARNmM (pa) 1123 AY448017.2
latipes pb completa

dmy a2 Oryzias ARNm (pa) 1115 AY448018.2
latipes pb completa

dmy Oryzias ARNm 1100 pb  AB091695.1
curvinotus completa

dmrtl Kryptolebias ARNmM 3052 pb  DQ683742.1
marmoratus completa

dmrtl Odontesthes  ARNm 1285 pb  AY319416.3
bonariensis completa

dmrtla Odontesthes ~ ARNm (pa)1294 EU864152.1
hatcheri completa

dmrtlb Odontesthes ARNm (pa)1123 EU864153.1
hatcheri completa

dmrtlc Odontesthes  ARNm (pa)1002 EU864154.1
hatcheri completa

dmrtla Oryzias ARNm (pa) 980 AY524417.1
latipes pb parcial

dmrtlc Oryzias ARNm (pa) 429 AY524419.1
latipes pb parcial

dmrtld Oryzias ARNm (pa) 245 AY524420.1
latipes pb parcial

dmrtl Oryzias ARNmM 849 pb AY521023.1
marmoratus completa

dmrtl Oryzias ARNmM 8493 pb  AY521021.1
luzonensis completa

dmrtl Oryzias ARNmM 846 pb AY521020.1
mekognensis  completa

dmrtl Oryzias ARNm 800 pb AY157713.1
curvinotus parcial

dmrtl Oryzias ARNmM 849 pb AY521023.1
marmoratus completa

dmrtl Oryzias ARNm 1147 pb  AY239587.1
celebensis completa

dmrtl Poecilia ARNmM 413 pb HM046940.1
reticulata parcial

dmrtl Xiphophorus ARNmM 882 pb AF529187.1
maculatus completa
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dmrtlb

dmrtlc

dmrtl

dmrtl

dsx

Clarias
gariepinus
Clarias
gariepinus
Monopterus
albus

Mus musculus

Drosophila

ARNmM (pa) 805
pb completa
ARNmM (pa) 742
pb completa
ARNmM (pa) 1483
pb completa
ARNm 2251 pb

ARNmM 3242 pb

FJ596555
FJ596556.1
AF421347

NM_015826

NM_079548
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1,2 Resultados

Busqueda de marcadores moleculares sexo-especificos a nivel genémico

A partir de muestras de ADN se amplificaron, utilizando la pareja de
cebadores especificos para identificar al gen dmrtlbY del pez Oryzias latipes
(Nanda y col. 2002), dos secuencias en el genoma de los machos
(denominadas M N1A de 1.000 pb y M N1B de 900 pb) y dos secuencia en el
genoma de las hembras (denominadas H N2A de 1.000 pb y H N2B de 900 pb)
(Fig.lll.3). Este patron de dos bandas se verifico en 15 de un total de 18
hembras (83%) y en 8 de un total de 12 machos (67%) analizados. Sin
embargo, las bandas denominadas M N1B (machos) y H N2B (hembras) se
identificaron en la totalidad de los individuos estudiados presentando un nivel
de similitud del 100%.

De los clones obtenidos, se seleccionaron los que contenian insertos de:
1028 nucledtidos (M N1A), 884 nucledtidos (M N1B), 975 nucleotidos (H N2A)
y 731 nucledtidos (H N2B). La comparacion de estas secuencias con los
bancos de datos (programa BLASTNn) mostré6 que, utilizando la opcién
“altamente similar”, el programa no encontré similitud con ninguna secuencia
publicada. Se encontrd una similitud de 1% para M N1Ay H N2A y un 2% para
M N1B y H N2B con respecto a la secuencia dmrtlbY de Oryzias latipes del
cual son originarios los cebadores especificos.

Anélisis filogenéticos

Para determinar las relaciones evolutivas entre las secuencias aisladas
y la familia de genes dmrt, se realizaron analisis filogenéticos utilizando el
algoritmo de “unién de vecinos” basado en el numero de diferencias y distancia
p incluyendo 18 secuencias nucleotidicas gendmicas seleccionadas del
GenBank (Tabla IIl.1) y las 4 secuencias obtenidas de Austrolebias charrua.

Mediante el programa MEGA se definieron los sitios variables y los sitios
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parsimoniosamente informativos del conjunto de secuencias analizadas (Tabla
111.3)

El andlisis filogenético revel6 una topologia que demuestra la existencia
de 3 grupos principales (Grupo 1, 2 y 3) (Fig. I1l.4). El primer grupo (soporte
estadistico de 89%) esta integrado por el gen dmrtl autosomico de Oryzias
latipes, Odontesthes hatcheri y Monopterus albus, dmrtlbY (duplicacion macho
especifica perteneciente a Oryzias latipes y Oryzias curvinotus) y las
secuencias aisladas en Austrolebias charrua. El segundo grupo, con un
soporte estadistico de 100%, esta integrado por los genes dmrt2 de Danio
rerio, Xiphophorus maculatus y Takifugu rubripes. EIl tercer grupo, con un
soporte estadistico del 76%, nuclea a los genes dmrt3 de Danio rerio, Takifugu
rubripes, Tetraodon nigroviridis, dmrt4 de Xiphophorus maculatus y Takifugu
rubripes y dmrt 5 de Oryzias latipes, Xiphophorus maculatus, Danio rerio y

Takifugu rubripes

Tabla 111.3
Cuantificacién de los sitios variables y parsimoniosamente informativos de las

secuencias analizadas.

Sitios
Nucleétidos Sitios variables parsimoniosamente

informativos

Conjunto completo

de secuencias 1088 1084 1054
Secuencias dmrtl 1088 1046 768
Secuencias 1088 933 110
A.charrua
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Figuralll.3 Electroforesisen un gel de agarosa al 1% de los productos amplificados
a partir de ADMN gendmicao de machosy hembras de A .charrua.

1 2 3 4 5 6

Carriles: 1. Marcador de pares de bases (Mass Ruler DMA ladder Femmentas ) 2. ADMN gendmico de
Acharrwamacho 3. ADN gendrmico de A.charuda hembra; 4. Control positivo: ADMN gendmico de G3./atoes
macho; 5. pocillovacio; 6. Control negativo de la reaccidn.

. X maculatus dmns
Figuralll.4 JED, latipes HNI OlaDMRTS
T. rubsipas DMRTS

D. rerio dmtS

X maculatus DMRT4
T. rubripes DMRT4

T. nigrovridis dm3

D rerio dmnt3a

T. rubsripes dmi3

D.reriodmr2
X maculatusDMRT2

T rubripesdmr2

O latipes HNIDMRT1bY

nmr— Or.cundnaotus DY
L ouatipesdmiti

100 M. albusdmit1

Arbol filogenetico resultante utilizando del algoritmo "unidn de vecinos” que evidencia las relaciones entre las
secuencias orwty las secuencias obtenidas en A.charria a nivel genamico. Se muestran los valores de
hootstrap basados en 1000 réplicas mayores al 50 %. En rojo se sefiala el conjunto de secuencias
perenecientesad.charrua. La escala de barra indica distancias. 129



Analisis estadisticos

El estudio de las tasas de sustitucion nucleotidica entre las 22
secuencias analizadas (Tabla 1ll.1) evidencid que existe mayor numero de
transiciones con respecto a transversiones en las tres posiciones de los
codones (R=1.227) (en la primera posicion del codén R = 1.116; en la segunda
R =1.237 y en latercera R = 1.525).

La aplicacion de la prueba exacta de Fisher al mismo conjunto de
secuencias evidencio, para la secuencia M N1A, seleccion positiva con respecto
a 2 secuencias; seleccion purificadora con respecto a 8 secuencias y evolucion
neutra con respecto a 10 secuencias dentro de las que se encuentra dmrtlbY de
Oryzias latipes. Para la secuencia M N1B, se verificd seleccién purificadora con
respecto a 13 secuencias y evolucion neutral con respecto a 8 secuencias que,
al igual que M N1A, incluyen a dmrtlbY de Oryzias latipes. En el caso del
fragmento H N2A, se detectd seleccion purificadora con respecto a 16
secuencias y evolucién neutral con respecto a 3 secuencias. Para H N2B se
corroboré seleccidbnn positiva con respecto a una secuencia, seleccion
purificadora con respecto a 11 secuencias y evolucién neutral con respecto a 7

secuencias (Tabla 111.4).

Estudio de la expresidon de genes candidatos sexo-especificos durante la

ontogenia

Valoracion de los ARNs obtenidos y evaluacidon de la sintesis de ADNc

La integridad de los ARNs totales obtenidos se verificO en todas las
muestras observandose dos bandas correspondientes a los ARN ribosomales
28S y 18S, una banda inferior correspondiente a los ARN de transferencia y

un sombreado caracteristico de la poblacién de ARN mensajeros.

El analisis mediante electroforesis de los productos de PCR obtenidos
utilizando los oligonucleétidos que amplifican el ARNm de la proteina actina
beta reveld la presencia de una sola banda a nivel de los 400 pb en todos los

ADNCc sintetizados. Estos resultados confirmaron que la sintesis de ADNc se
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Tablalll.4 Prueba exacta de Fisher de seleccidn aplicada al conjunto de secuencias gendmicas.
(Hipatesis nula: seleccidn neutral; hipdtesis alternativa: seleccidn positiva)
En amarillo se sefiala losvalores p menores a 0.05 que indican rechazo de hipdtesis nula.
“Yalores p menares a 0.05: seleccian positiva
“Yalores piguales a 1: seleccidn purificadora
“alares p entre 1y 0.05; ewolucian neutral.
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produjo correctamente y que ademas éstos no contienen contaminacion con
ADN gendmico (ausencia de una banda a nivel de las 700 pb) (Fig.lIl.5)

Asimismo, el andlisis comparativo de la secuencia nucleotidica de 400 pb
aislada en Austrolebias charrua y el conjunto de secuencias presentes en el
GenBank demostr6 homologias entre un 85 y 89 % de identidad con
secuencias de actina beta de distintas especies de peces (ej. Poecilia
reticulata, Fundulus heteroclitus, Dicentrarchus labrax, Danio rerio, Salmo

salar).

Patrén de expresion

Se identific6 un fragmento de amplificacion de aproximadamente 200
pb, utilizando la pareja de oligonucleétidos especificos DMTYh-DMTYi, a partir
de los ADNc obtenidos desde el estadio embrionario de dispersion (blastula
tardia) hasta el estadio pre-eclosién. En el caso de los ADNc provenientes de
individuos juveniles, se observé amplificacion Unicamente a partir de los ADNc
pertenecientes a los alevines machos (Fig. 111.6). Asimismo, se corroboro la
existencia de un fragmento de iguales caracteristicas sélo a partir de los ADNc
obtenidos de las gonadas adultas masculinas (Fig. 111.7).

La traduccion de este fragmento, mediante el programa MEGA, a
secuencia aminoacidica evidencia la existencia de tres codones de terminacion

en el marco de lectura 1 y 2 codones de terminacién en los marcos de lectura 2

y 3.

Busqueda de la identidad de la secuencia obtenida a partir del ADNc de

testiculos

El fragmento secuenciado de 205 nucléotidos (Fig. 111.8) fue incorporado al
programa MEGA 4.0 (Tamura y col. 2007) para realizar el analisis comparativo
con la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
mediante el programa Basic Local Alignment Search Tool BLAST (Altschul y
col.1990). Utilizando la opcién “altamente similar” el programa no encontrd
similitud con ninguna secuencia publicada. Esta basqueda mostré Unicamente

cierto grado de identidad con:
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1. ARNm de la region determinante del sexo masculino de la cepa HNI de
Oryzias latipes (n° de acceso en el GenBank AY129241.1, Nanda y col.
2002) (16% de identidad, E=0.043)

2. ARNm de la proteina Dmy de Oryzias latipes (n° de acceso GenBank
NM_001104680.1, Herpin y col. 2010) (8% de identidad, E= 0.043)

3. grupo de genes hox de Oryzias latipes que contienen a hoxba
(homélogo de evx) (n° de acceso GenBank, AB232920.1, Kurosawa Yy
col. 2006)(17%, E=0.16)

4. cadena pesada miosina de Oryzias latipes (n°® de acceso GenBank
NM001161756.1, Ono y col. 2006) (7%, E=2.3).

La busqueda de similitud del fragmento traducido mediante el programa
MEGA y la base de datos del NCBI mediante el programa BLAST (Altschul y
col.1990) mostré que la proteina deducida no presenta similitud significativa

con ninguna secuencia publicada en los 3 marcos de lectura.

Anélisis filogenéticos

Para determinar la relacion entre las secuencias aisladas del genoma y
el ADNc obtenido a partir del transcriptoma de Austrolebias charrua, se
realizaron andlisis filogenético utilizando el algoritmo de “union de vecinos”
basado en el numero de diferencias y distancia p, y ademas, el método de
maxima parsimonia (busqueda heuristica). Las topologias obtenidas resultaron
concordantes indicando que la secuencia expresada presenta mayor similitud

con los fragmentos de menor tamafio identificados a nivel genémico (Fig. 111.9).
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Figuralll.5 Electroforesis en un gel de agarosa al 1% de los productos amplificados

utilizando los oligonucledtidos de actina (Barralo v col. 1999)
y los ADNCc sintetizados.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

— 700 pb

— 400 pb

Carriles: 1 al 9: estadiosembrionarios{1. blastulas; 2. dispersidn; 3.reagregacion; 4. 0a 10 somites; 5. 10 a 20
somites; 6. 20 a 30 somites; 7. 3 semanaspost-fecundacion; 8: 1 mes post-fecundacion; 9. pre-eclosidn); 10
juvenilmacho; 11.juvenil hembra; 12. testiculo adulto; 13. ovario adulto; 14. control negativo de la reaccidn. 15.
Marcador de paresde hases{Mass Ruler DNA ladder Fermentas)

Figuralll.6 Electroforesisen un gel de agarosa al 2% de los productos amplificados
de los ADNc de los estadios embrionarios y juveniles utilizando los
oligonucledtidos DM TYh-DMTYi (Nanda v col. 2002).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

Carriles: 1. Marcador de pares de hases (Mass Ruler DNA ladder Fermentas ); 2 al 9: estadios embrionarios
(2.1 a128 células; 3. blastulastempranas; 4. dispersidn; 5.reagregacion; 6. 0 a 10 somites; 7. 10 a 20 somites;
8. 20 a 30 somites; 9. 3 semanas post-fecundacion; 10: 1 mes post-fecundacion; 11. pre-eclosion); 12 juvenil
macho; 13. juvenil hembra; 14. pocillovacid; 15. control negativo de la reaccidn.
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Figura lll.7  Electroforesis en un gel de agarosa al 2% de los productos amplificados

de lnos ADMNC de las ginadas adultas utilizando los oligonucledtidos
OMTYh-DMTYi (Manday caol. 2002).

1 2 3

4
e ——
| —
[ —

— 200 pb

Cartiles: 1.testiculo adulto; 2 ovario adulto; 3. contral negativo de la reaccidn. 4. Marcador de pates de bhases
(MassRuler DRA ladderFermentas)

Figuralll.8

S GCCTCGCAGCTTCCTCACCTCGCCCTCCAACCACAAGC CCTCCAGAGCTCTCTG GATC TTAAARA,

ATALALAATAAATGTCACATTTTTGTCATCTGTGTATGTTTCCCATACT TGACAGACGAAATTTGTCTE

TGECATITAACCCAAC CACCACCAGGTGGTGCAGTGEGCAGCCGTGEGTCAGC GG CCCGGGGAGCTC
AGCAGA T

Secuencia nucleotidics obtenida de A.charruaien negra). En rojo se indica la secuencia correspondiente
alcebador DMTY iy enazul DM Tyh (antisentido).

Figuralll.9

Arbal filogenético resultante ufiizando el método de méxima parsimonia, blsgueda heuristica, gue evidencia 1as
relaciones entre las secuencias obtenidas a nivel gendmico vy la secuencia expresada en lostesticulos de A.charrua.
Semuestranlosvalores de bootstrap basadosen 1000 réplicas mayares al 50 %.
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En base a las relaciones evolutivas evidenciadas entre las secuencias
genodmicas aisladas de Austrolebias charrua y la familia de genes dmrt
(Fig.lll.4) se realiz6 el analisis filogenético utilizando el algoritmo de “union de
vecinos” basado en el numero de diferencias y distancia p incluyendo 24
secuencias nucleotidicas de ARNm de dmrtl y sus duplicados, seleccionadas
del GenBank (Tabla lll. 2) y la secuencia obtenida de Austrolebias charrua.
Este analisis evidencio la existencia de 2 grupos principales con un soporte de
66% (Grupo 1y 2) (Fig.lll.10). A su vez, en el Grupo 1 de secuencias, es
posible identificar 2 subgrupos con un soporte de 85%: 1) integrado por las
secuencias correspondientes al ARNm de dmrtl autosémico de Oryzias (O.
latipes, O. luzonensis, O. curvinotus, O. mekognensis, O. marmoratus, O.
celebensis), dmrtlbY (la duplicacion macho especifica perteneciente a Oryzias
latipes y Oryzias curvinotus) y las versiones de procesamiento alternativo
descritas para éste en Oryzias latipes; 2) integrado por las secuencias
correspondientes al ARNm de dmrtl de Poecilia reticulata, Xiphophosrus
maculatus, Monopterus albus, Odontesthes (bonariensis, hatcheri) vy
Kryptolebias marmoratus. En el Grupo 2, con un soporte de 93% se agrupan
dos versiones de procesamiento alternativo del gen dmrtl autosémico de
Oryzias latipes, la secuencia obtenida en Austrolebias charrua y basalmente a
éstas la secuencia perteneciente al ARNm de dsx de Drosophila.

El andlisis de méaxima parsimonia (busqueda heuristica) realizado,
utilizando la misma matriz de datos, reveldé una topologia que demuestra una
politomia basal no resuelta en la que es posible visualizar 2 clados (Clado 1y
Clado 2) (Fig. I11.11): uno mayor y otro menor con un soporte de 68%. El clado
mayor esta, a su vez, subdividido en 4 sub-clados: 1) integrado por las
secuencias correspondientes al ARNm de dmrtl autosémico de Oryzias (O.
latipes, O. luzonensis, O. curvinotus, O. mekognensis, O. marmoratus, O.
celebensis), dmrtlbY (duplicacion macho especifica) y las versiones de
procesamiento alternativo descritas para éste en Oryzias latipes y curvinotus
con un soporte de 98%; 2) integrado por las secuencias correspondientes al

ARNmM del gen dmrtl de Odontesthes bonariensis y hatcheri con un soporte de
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97%; 3) integrado por la secuencia del ARNm del gen dsx de Drosophila, dos
versiones de procesamiento alternativo del gen dmrtl autosomico de Oryzias
latipes y la secuencia obtenida en Austrolebias charrua, con un soporte de 84%
y 4) integrado por la secuencia de ARNm del gen dmrtl de Poecilia reticulata y
Xiphophorus maculatus, con un soporte de 99%. El clado menor, integrado por
las versiones de procesamiento alternativo del gen dmrtl de Clarias gariepinus,
no presenta soporte en el nodo basal. Este andlisis ubica a la secuencia del
ARNmM del gen dmrtl de Mus musculus como la secuencia mas divergente (sin

soporte estadistico) de la matriz de datos.

Andlisis estadisticos

El estudio de las tasas de sustitucion nucleotidica entre las 25 secuencias
analizadas (Tabla 111.2) evidencié que existe mayor niamero de transiciones con
respecto a transversiones en las tres posiciones de los codones (R=1.173)

La aplicacion de la prueba exacta de Fisher al mismo conjunto de secuencias
evidencid, para la secuencia de 200 pares de bases de Austrolebias charrua,
seleccion purificadora con respecto a 11 secuencias dentro de las que se encuentran
dmrtlbY de Oryzias latipes y evolucion neutra con respecto a 2 secuencias (Tabla
[11.5).
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Figurall.10

OlatipesHNIdmt 1Y
O.curdnotusdmy

0O latipesdmya

871 O.latipesdmya2

O.luzonensisdmrt1
O.curnotusdmrt Suhgmpo 1
Q. latipesdmrt1a

O.mekongensisdmrt1
O.marmoratusdmrt1
1_III| 0O.celebensisdmrt1
00— P.reticulatadmrt 1
L Xmaculatusdmt1
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0. bonariensisdMRT1
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O.latdmrt1d
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.gariepinusdmrtic

M. musculus Dmntt

Arbol filogenético resultante dtilizando el algoritmo "union de vecinos" que evidencia las relaciones entre
las secuencias drmt! 4 dmttbY v |la secuencia obtenida en A.charda comparadas. Se muestran los
valores de bootstrap hasados en 1000 réplicas mayores al 50 %. En rojo se sefiala a la secuencia
pereneciente a d.charra, La escala de harra indica distancias.
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Figuralll.11
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Arbol filogendtico resultante utilizando el método de mdxima parsirmonia, blsgueda heuristica, gue
evidencia las relaciones entre las secuencias oty A omdtf Y v | secuencia obtenida en A.charrug
comparadas. Se muestran losvalores de bootstrap basados en 1000 réplicas mayores al 80 %. En rojo =
sefiala ala secuencia pertenaciente a A.charua.
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Tablalll.5 Prueba exacta de Fisher de seleccidn aplicada al conjunto de secuencias expresadas.
(Hipdtesis nula: seleccidn neutral; hipdtesis alternativa: seleccion positiva)
En rojo se sefialan valares p no calculados. Enverde los valares p para A.charua.
“alores p menores a 0.05: seleccidn positiva
“alares p iquales a 1: seleccidn purificadara
“alares p entre 1 v 0.05: evolucidn neutral.
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1,4 Discusibn

Busqueda de marcadores moleculares sexo-especificos a nivel genémico

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis son similares a los
descritos por Nanda y col. (2002) en Oryzias latipes (linea HNI) a nivel del
genoma masculino. Utilizando el mismo abordaje estos autores han identificado
2 bandas: una de 1289 nucledtidos (dmrtl) y otra de 965 nucledétidos (dmrtlbY:
version duplicada macho especifica). Los fragmentos de amplificacion
obtenidos a partir del genoma de los machos de Austrolebias charrua
coinciden con éstos (M N1A de 1.000 pb y M N1B de 900 pb). La diferencia
fundamental entre ambas especies radica en que este patron no es exclusivo
de los machos, verificandose también en el genoma de las hembras de
Austrolebias charrua analizadas. Cabe sefalar que las secuencias M N1B y H
N2B presentan un 99% de similitud a nivel de secuencia demostrando que
efectivamente la misma secuencia estd presente en el genoma de ambos

Sexos.

Diversidad a nivel de las secuencias dmrtlbY

La comparacion entre las secuencias dmrtlbY de Oryzias latipes
(Nanda y col. 2002) y Oryzias curvinotus (Matsuda y col. 2003) luego de su
alineacion evidencia la existencia de diferencias a nivel nucleotidico entre
ambas. Asimismo, se han detectado diferencias intraespecificas a este mismo
nivel, entre los dmrtlbY pertenecientes a diferentes lineas de Oryzias latipes
(Nanda y col. 2002). Estudios genomicos en poblaciones naturales de esta
especie demuestran la existencia de 3 grupos divergentes segun los
coeficientes de distancia genética calculados para 16 loci que codifican
diferentes proteinas (Sakaizumi, 1986). En estas poblaciones naturales se ha

confirmado la presencia del gen dmrtlbY presentando fragmentos de diferentes
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tamafos segun la poblacion. En algunas el producto de amplificacion contiene
aproximadamente 1000 pb, en otras aproximadamente 800 pb y existen otras
que contienen ambos fragmentos, de los cuales el mas pequefio es el que
finalmente se expresa durante el estadio de diferenciacion sexual (Shinomiya y
col. 2004). Por consiguiente, el bajo porcentaje de similitud entre las
secuencias aisladas en Austrolebias charrua y dmrtlbY se explicaria por la alta
variabilidad ya demostrada en la propia especie Oryzias latipes siendo un
resultado esperable.

Los fragmentos obtenidos en Austrolebias charrua a nivel genémico
indican que el patron de bandas en esta especie se asemeja al observado en
las poblaciones naturales de Oryzias latipes que contienen ambos fragmentos.
A la semejanza en el patron se suma la similitud en lo referente a tamafios ya
gue en ambas especies los segmentos se encuentran entre aproximadamente
1000 y 800 pares de bases.

Analisis estadisticos

Durante la evolucion de las secuencias de ADN la tasa de sustituciones
transicionales difiere de la tasa de sustituciones transversionales siendo las
transiciones mas frecuentes que las transversiones. Esta diferencia se conoce
como sesgo transicional y la estimacion del mismo es de interés dado que su
conocimiento aporta datos sobre los patrones de evolucion molecular. El sesgo
transicional es variable en diferentes organismos e incluso en diferentes genes
de un mismo organismo. Se han propuesto varios métodos para la estimacién
de la proporcién de transiciones: transversiones de un grupo de secuencias.
Los mas apropiados son los métodos de maxima verosimiltud y Bayesianos ya
que los métodos basados en distancia y parsimonia subestiman el valor real de
esta proporcion (Strandberg y Salter, 2004).

Se ha postulado que las secuencias no funcionales estarian libres de
condicionamientos por seleccibn mostrando tasas de sustitucion equivalentes
en las tres posiciones del codon, acumulacion de codones de terminacion y
mutaciones que alteran el marco de lectura. Se ha sugerido que el sesgo

transicional observado en metazoarios estaria causado por un sesgo
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mutacional debido a propiedades intrinsecas del ADN. Otra alternativa seria
que, en las regiones codificantes, el sesgo se explicaria por seleccion (Keller y
col. 2007). Las transiciones y transversiones pueden cambiar la composicion
aminoacidica de la proteina correspondiente pero la diferencia bioquimica en
el producto tiende a ser mayor en las transversiones (Zhang, 2000). Por este
motivo, ocurriria seleccion purificadora en contra de las transversiones. La
seleccion favoreceria sistemas de reparacion del ADN particularmente
eficientes en impedir las transversiones que, a su turno, afectarian los patrones
de sustitucion observados de manera global en el genoma, incluso en regiones
no codificantes. La intensidad de la seleccion purificadora es altamente variable
entre los genes que codifican para proteinas. Por ejemplo, en un estudio
realizado en 10 genes de Plasmodium falciparum, 6 de ellos exhiben un mayor
namero de transversiones que de transiciones mientras que en 3 de ellos las
tasas son equivalentes (Escalante y col. 1998)

El valor (R) de la proporcion transiciones : transversiones obtenido a
partir del conjunto de secuencias analizadas en este trabajo (genémicas R =
1.227) indica que el patron de sustitucion nucleotidica observada involucra
mayor cantidad de transiciones en relacion a las transversiones en
concordancia con lo reportado en la bibliografia, sugiriendo que se trata de un
conjunto de secuencias que podrian ser codificantes.

Otro parametro importante en el estudio de los mecanismos de evolucion
molecular surge de la comparacién entre las tasas de sustitucion sinénimas
(silenciosas) y no sinébnimas (alteran la composicién aminoacidica) (Kimura,
1983). Las mutaciones sindénimas serian invisibles a la seleccion natural
mientras que las no sinGnimas podrian estar bajo una fuerte presion de
seleccion. En este sentido, conocer las tasas de fijacion de éstas provee una
herramienta Util para entender el efecto de la seleccion natural en la evolucion
de las secuencias. La proporcién de sustituciones no sinénimas y sinénimas
por sitio (w) mide la presion selectiva a nivel proteico. Esta proporcion se
calcula como un promedio de todos los codones que conforman el gen. Un
valor w mayor que 1 indica que la mutacion no sinénima ofrece ventajas

adaptativas a la proteina (seleccién positiva). En la mayoria de las proteinas se
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ha demostrado que una alta proporcion de aminoacidos permanece invariable
debido a fuertes restricciones funcionales (Yang y col. 2000). Asimismo, se ha
establecido claramente que los sitios no sinbnimos en secuencias codificantes
estan sujetos a seleccion purificadora y que la seleccion positiva afecta una
minoria de los genes (Li, 1997). De esta manera, la evolucién proteica es el
resultado del interjuego entre los procesos mutacionales y las fuerzas de
seleccion actuando a nivel molecular. Se ha concluido entonces que los
elementos funcionales del genoma (codificantes o no) muestran secuencias
conservadas entre especies cercanas debido a la seleccion purificadora
(Dermitzakis y col. 2002).

Durante la evolucién, estos elementos génicos presumiblemente han
alcanzado su funcionalidad Optima por la via de la evolucién adaptativa
(seleccion positiva) y luego la mayoria de las mutaciones que modifican su
funcién podrian haber sido descartadas mediante seleccion purificadora. En
este sentido, genes con una baja tasa evolutiva deben ejercer funciones
centrales de manera Optima de modo que la probabilidad de una mejor
performance es muy baja a menos que la red de interaccion a la que pertenece
sea modificada. La seleccion purificadora es la principal fuerza evolutiva que
actla sobre este tipo de genes. En mamiferos al menos el 75% de las
sustituciones no sinénimas son removidas por la seleccion purificadora
(Mikkelsen y col. 2005; Eyre-Walker y col. 2006) al igual que en los peces
Tetraodon y Takifugu (Montoya-Burgos, 2011). Por el contrario, genes que
desarrollan funciones secundarias tienden a evolucionar a tasas mas altas y
una fraccion de éstos podrian experimentar seleccion positiva. Apoyando este
principio, se ha sugerido que la tasa evolutiva de los genes que codifican
proteinas depende de la dispensabilidad (Hirsh y col. 2001) o del nimero de
interacciones entre la proteina y sus pares (Fraser y col. 2004). Los genes de
expresion constitutiva relacionados con el mantenimiento basal de las células
cumplen funciones esenciales, lo que explicaria por qué evolucionan a tasas
mas lentas que los genes tejido especificos (Zhang y col. 2004). Existe un
mayor numero de genes que exhiben seleccion positiva en las fracciones de

genes duplicados o paralogos con informacién redundante que en la fraccién
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de genes Unica copia (Han y col. 2009). La probabilidad de experimentar
seleccién purificadora o positiva esta altamente correlacionada con la funcién
biolégica que desempenia el producto del gen o su redundancia funcional.

Aunque los andlisis de presiones selectivas actuando sobre el genoma
completo han proporcionado informacion acerca de los principales patrones de
evolucion positiva todavia carecen del soporte estadistico adecuado para
discriminar entre seleccion positiva y evolucion neutral. En la mayoria de los
estudios de la seleccion actuando en genes que codifican para proteinas la
aproximacion metodologica ha sido el uso del criterio Ka/Ks (relacion entre el
namero de sustituciones no sindénimas por sitio no sinbnimo y el niumero de
sustituciones sindnimas por sitio sinénimo) en la secuencia codificante
completa para inferir el patron de seleccién. La estimacion de la relacién Ka/Ks
para determinar la presion selectiva es un método conservador dado que la
seleccion positiva actuaria sélo en un subconjunto de codones. Las regiones
gendémicas cuya evolucidbn es neutra experimentan mas sustituciones no
sinbnimas que las regiones gendmicas sometidas a la seleccion purificadora.
Por lo tanto, se ha sugerido que una proporcion sustancial de regiones sujetas
a seleccion positiva emergieron de una region gendémica ancestral cuyo patrén
de evolucion era neutro (Montoya-Burgos, 2011).

El analisis pareado entre las secuencias gendmicas aisladas de
Austrolebias charrua y el conjunto de datos obtenidos del GenBank determiné
que, en la mayoria de los casos, estaria actuando la seleccion purificadora
sobre las secuencias de Austrolebias charrua el cual seria un argumento a
favor de la hipotesis de que estos fragmentos aislados pertenecerian a genes

activos, que se estan trascribiendo.
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Estudio de la expresion de genes candidatos sexo-especificos durante la
ontogenia

Evaluacion de la sintesis de ADNc

La decision de usar la pareja de oligonucleotidos especificos que
amplifican una regidn codificante del gen de la actina B del pez Danio rerio
(nimero de acceso del GenBank AF057040, Barralo y col. 1999) demostré ser
una aproximacion experimental valida para evaluar si efectivamente se produjo
la sintesis de ADNc a partir de una poblacion de ARN total proveniente de
embriones, juveniles y gonadas adultas y evaluar la calidad del mismo. La
deteccion de la contaminacion del ARN obtenido con trazas de ADN gendémico
es posible con le método usado ya que estos oligonucleétidos amplifican una
region que contiene un intrén generando una banda de aproximadamente 700
pb. Dada la ausencia de una banda a ese nivel es posible concluir que las
muestras no contenian contaminacion con ADN gendmico. El elevado nivel de
homologia observado entre la secuencia nucleotidica obtenida en este trabajo y
la actina beta de peces pertenecientes a diferentes 6rdenes permite concluir
que la misma corresponde al mensajero de esta proteina presente en

Austrolebias charrua.

Identidad de la secuencia aislada utilizando los oligonucleétidos DMTYh-
DMTYi

Como ya se ha mencionado anteriormente, las secuencias dmrtlbY

presentan alta variabilidad, en especial, destacamos que se han evidenciado
diferencias a nivel de secuencia nucleotidica y aminoacidica entre los dmrtlbY
identificados en distintas lineas de Oryzias latipes (Nanda y col. 2002). Por lo
tanto, al existir diferencias incluso entre lineas pertenecientes a una misma
especie, es esperable que la secuencia obtenida en Austrolebias charrua sea
divergente, con un bajo porcentaje de similitud, ya que ésta pertenece a otro
orden. Los resultados obtenidos confirmaron esta divergencia. Asimismo, se ha

descrito que esta familia de secuencias presenta muy poca conservacion entre
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los diferentes taxa fuera del dominio DM (Volff, 2003), principalmente a nivel
del extremo carboxilo terminal de la proteina (Lutfalla y col. 2003; Yoshimoto y
col. 2008). En el fragmento obtenido en Austrolebias charrua no fue posible
identificar ningin dominio conservado, hecho que podria explicarse por tres
motivos:

a) falta de informacién, ya que la secuencia parcial obtenida
representaria aproximadamente un 11% del total con respecto a las
secuencias de ARNm dmrtlbY/dmrtl completas publicadas en la
base de datos del GenBank (largo promedio de 1.800 pb).

b) ausencia del dominio DM al igual que sucede en la isoforma dmrtlc
de los peces Clarias gariepinus y Clarias batrachus (Raghuveery
Senthilkumaran, 2009) asi como en una isoforma de dmrtl gonadal
de raton (Lu y col. 2007).

c) el fragmento amplificado representa una region exclusiva de
Austrolebias como se ha descrito para el cocodrilo Crocodylus
palustris cuyas isoformas dmrtlal, bl, d y e presentan regiones
especificas de esta especie, no reportadas en Xenopus, Gallus y

Homo sapiens (Anand y col. 2008)

Con respecto a la similitud reportada entre la secuencia de Austrolebias
charrua y la cadena pesada miosina de Oryzias latipes, Veith y col. (2003)
mencionan una similitud del 68% en secuencia aminoacidica (E=0.043) entre
dmrtl de Xiphophorus maculatus y una proteina similar a la cadena pesada de
miosina de Takifugu rubripes argumentando que los genes dmrtl y cadena

pesada de la miosina son muy cercanos (Brunner y col. 2001)

En relacién a la existencia de codones de terminacion en la traduccion
de este fragmento, las interpretaciones que planteamos son:

1) que se deba a que el mismo esta incompleto.

2) a la existencia de mutaciones a nivel del ARNm que generan
codones de terminacion prematuros impidiendo que el fragmento efectivamente

se traduzca a proteina.
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En apoyo a la primera propuesta recordamos que las secuencias
codificantes no contienen codones de terminacion pero éstos pueden aparecer
fuera del marco de lectura. Este tipo de codones de terminacion se conocen
como codones ocultos de terminacion. La hipotesis de ‘ambush’ (Seligmann y
Pollock, 2004) en relacion a los codones ocultos de terminacion y su aparicion
en un marco de lectura incorrecto sugiere que los mismos impiden una lectura
errobnea del gen induciendo la terminacion de la traduccion. Esta hipoétesis
implica ademas que este tipo de codones pueden ser seleccionados y que esta
seleccidn, a su vez, se refleja en las secuencias génicas. Datos provenientes
de analisis a nivel gendmico y mitocondrial revelaron la existencia de este
evento adaptativo de seleccion de codones cuyo mayor impacto se ha
observado en bacterias y virus, lo que sugiere que habria sido utilizado desde

etapas tempranas de la evolucion (Singh y Pardasani, 2009).

Anélisis filogenéticos

La topologia obtenida a partir del analisis mediante el método de
distancia (algoritmo “unién de vecinos” basado en el numero de diferencias y
distancia p) al igual que el método de maxima parsimonia (busqueda
heuristica) indican que la secuencia expresada presenta mayor similitud con
los fragmentos de menor tamafio identificados en ambos genomas. Este hecho
indica que, a este nivel, Austrolebias charrua también se asemeja a las
poblaciones naturales de Oryzias latipes que presentan los dos fragmentos, de
los cuales el mas pequefio es el que evidencia expresion (Shinomiya y col.
2004).

Segun Volff y col. (2003), en vertebrados, las relaciones filogenéticas
entre los genes que contienen dominios DM no son obvias ya que, como se ha
mencionado anteriormente, existe muy poca conservacion de secuencias entre
los diferentes taxa fuera del dominio DM. Aun dentro de la misma especie,
existe relativamente poca similitud fuera de este dominio entre las distintas
proteinas que integran esta familia. Asimismo, en nematodos, también ha sido

reportado un muy alto nivel de diversidad aun dentro del dominio DM. Este
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hecho tal vez permita explicar la imposibilidad de generar un arbol filogenético
utilizando una matriz de datos que incluya todas las secuencias de ARNm de
los distintos componentes de la familia dmrt del grupo peces disponibles en la

base de datos del GenBank.

Debido a la alta diversidad existente, y de acuerdo a las relaciones
filogenéticas encontradas a nivel gendmico (Fig.lll.4), se trabajé con matrices
de datos por separado. Se compar0 la secuencia expresada en Austrolebias
charrua con: 1) el grupo de secuencias dmrtl/dmrtlbY, 2) el grupo de
secuencias dmrt2, 3) el grupo de secuencias dmrt3, 4) el grupo de secuencias
dmrt4 y 5) el grupo de secuencias dmrt5. En concordancia con los analisis
filogenéticos a nivel gendmico, la Unica matriz de datos que permiti6 generar
un arbol cuyas relaciones evolutivas presentaron soportes estadisticamente
robustos fue la secuencia expresada de Austrolebias charrua y el conjunto de
secuencias dmrtl/dmrtlbY. Este resultado sugiere que el fragmento aislado en
Austrolebias charrua integraria la familia dmrtl. Es importante destacar que
ambas aproximaciones filogenéticas (métodos de distancia y maxima
parsimonia) son concordantes. La secuencia perteneciente a Austrolebias
charrua se agrupa con las versiones de procesamiento alternativo (c y d) del
gen dmrtl autosomico de Oryzias latipes (Orden Beloniformes) y no con las
pertenecientes a especies mas cercanas (Kryptolebias marmoratus,
Xiphophorus maculatus y Poecilia reticulata) incluidas en el mismo Orden que

Austrolebias charrua.

Las principales causas que pueden explicar discordancias en las
relaciones filogenéticas entre los taxa son: 1) mantenimiento de polimorfismos
ancestrales y 2) homoplasia. Esta Gltima se refiere a la adquisicién de similitud,
en cierto caracter, generada por reversiéon a la condicion ancestral o por
evolucion independiente. La evolucion independiente, a su vez, puede deberse
al proceso de convergencia (similitud de estado de cierto caracter resultante
de modificaciones en diferentes mecanismos genéticos del desarrollo) o
paralelismo (similitud de estado de cierto caracter resultante de modificaciones
analogas en mecanismos genéticos de desarrollo equivalentes que

evolucionaron independientemente). En general, la evolucion de caracteres
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homoplasicos resulta de adaptaciones, de diferentes linajes, en respuesta a
presiones de seleccion ambientales similares (Futuyma, 2005; Wake y col.
2011).

Las relaciones filogenéticas en el grupo peces son controversiales como
ya se ha mencionado en la Introduccion de esta tesis. En este sentido,
particularmente en la Serie Atherinomorpha (O6rdenes Atheriniformes,
Beloniformes y Cyprinodontiformes sensu Nelson, 2006), varios estudios
basados en datos morfolégicos (Parenti, 2005) y moleculares (utilizando
secuencias del genoma mitocondrial completo) (Setiamarga y col. 2008) han
sugerido que la Serie Atherinomorpha es monofilética. Asimismo, dentro de
Atherinomorpha, los Beloniformes son considerados grupo hermano de los
Cyprinodontiformes y los Atheriniformes representarian el grupo basal (Nelson,
2006; Setiamarga y col. 2008). Este escenario sugiere que los mecanismos
operantes mas probables para explicar la discordancia encontrada podrian ser
el mantenimiento de polimorfismos ancestrales o bien la reversion hacia la
condicion ancestral debido a que, en la topologia obtenida mediante los analisis
filogenéticos realizados (Fig. I11.10 y 11), se agrupa a las secuencias de
Austrolebias charrua y las versiones de procesamiento alternativo dmrtl cy d
de Oryzias latipes junto con dsx de Drosophila y a su vez, este grupo o clado
se lo relaciona de manera basal a las secuencias dmrtl de Odontesthes
(Atheriniformes) Orden que, segun Setiamarga col. (2008), se relaciona de
manera basal con Cyprinodontiformes y Beloniformes (Fig. 1, Seccién
Introduccion general).

Esta falta de correspondencia entre la agrupacioén de secuencias dmrtl
de los peces acantopterigios y la sistematica basada en caracteres
morfologicos (Nelson, 1994) también se evidencid en el caso del gen pjdmrtl
perteneciente al pejerrey Odontesthes bonariensis (Orden Atheriniformes). El
gen pjdmrtl evidencia mayor similitud con el gen dmrtl de Oreochromis
niloticus (Orden Perciformes) que con las secuencias dmrtl del grupo
Smegmamorpha que nuclea a los o6rdenes Atheriniformes, Beloniformes,
Cyprinidontiformes, Synbranchiformes, Mugiliformes, Gasterosteiformes y la
familia Elassomatidae (Fernandino y col. 2006).
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Es interesante mencionar que aunque las relaciones de homologia de
los miembros de la familia génica dmrt en los metazoarios no se ha establecido
claramente, para vertebrados se ha demostrado que el prototipo de la familia
génica, dmrtl, es el miembro més cercanamente relacionado en estructura y
funcion con los genes dsx de Drosophila y mab-3 de Caenorhadbitis elegans
(Herpin y Schartl, 2011). En concordancia con este hecho, los analisis
filogenéticos realizados en la presente Tesis relacionan a dsx de Drosophila
junto con las versiones de procesamiento alternativo (c y d) del gen dmrtl de
Oryzias latipes y la secuencia de Austrolebias charrua con altos valores de

soporte estadistico.

Analisis estadisticos

El valor (R) de la proporcion transiciones : transversiones obtenido a
partir del conjunto de secuencias analizadas en este trabajo (ARNm R = 1.173)
indica que el patron de sustitucion nucleotidica observada involucra mayor
cantidad de transiciones en relacion a las transversiones en concordancia con
lo reportado en la bibliografia para secuencias codificantes. Asimismo, el
analisis pareado entre la secuencia que se expresa en Austrolebias charrua y
el conjunto de datos obtenidos del GenBank determind que, en la mayoria de
los casos, estaria actuando la seleccion purificadora en el fragmento de
Austrolebias charrua incluso en relacion a la secuencia dmrtlbY de Oryzias
latipes y sus isoformas al y a2. Este hecho argumenta a favor de la hipétesis
de que el fragmento que se expresa en Austrolebias charrua es parte de un

gen que ejerce una funcién esencial durante la ontogenia de este pez.

Patrén de expresion

A) Desarrollo embrionario

El desarrollo temprano de varios organismos esta caracterizado por
divisiones celulares rapidas y sincronicas producto de un ciclo celular bifasico,

independiente del genoma cigotico, que consiste en rondas sucesivas de fase
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M y sintesis de ADN (fase S). Como resultado, aumenta el numero total de
células pero su tamafio disminuye debido a la ausencia de las fases de
crecimiento celular G1 y G2. Una vez agotados los componentes citoplasmicos
que permiten el progreso de este ciclo celular bifasico, el ndcleo comienza a
sintetizarlos de novo. Esta etapa se define como la transicion de la blastula
media en la cual, ademas de la incorporacién de las fases de crecimiento
celular, se pierde la sincronicidad en las divisiones celulares, se activa el
genoma cigotico y las células adquieren movilidad, especialmente evidenciable
en el proceso de gastrulacion (Gilbert, 2010).

Los analisis de expresion al inicio del desarrollo de Austrolebias charrua
mostraron la presencia del fragmento de 200 nucleétidos a partir del estadio de
dispersion (blastula tardia) y su ausencia en los estadios previos de 2 a 128
células y blastulas tempranas. Este patron sugiere que la expresion de esta
secuencia no corresponde a genes maternos sino que la misma comenzaria
una vez transcurrida la transicion de la blastula media (activacion del genoma
cigotico). En los peces anuales no se ha definido aun en qué momento del
desarrollo ocurre este proceso. Sin embargo, basandonos en la descripcion
del mismo en un Cyprinodontiforme no anual Fundulus heteroclitus (Trinkaus,
1992) que la establece al final de la segmentacion (comienzo de la epibolia) es
posible inferir que en Austrolebias charrua la misma sucede en el comienzo del
estadio de dispersién (las blastbmeras comienzan a migrar activamente desde
el polo animal hacia el polo vegetal del embrién) momento en que se inicia la

epibolia en peces anuales.

Debe considerarse también la posibilidad de que las muestras de los
estadios en que no aparece expresion hubieran estado compuestas por el 100
% de hembras. La probabilidad de que esto haya ocurrido es de 0,004% en el
estadio de 2 a 128 células y 0,008% en el estadio de blastulas tempranas. Se
trata de un tipo de probabilidad compuesta (probabilidad de ocurrencia
simultdnea de dos o mas eventos independientes) que se calcula como el
producto de las probabilidades de cada evento independiente (Cananvos,

1992). Por lo tanto, consideramos que la ausencia de banda en estos estadios

152



del desarrollo sumado a la baja probabilidad de que las muestras hubieran
contenido solo hembras apoya la hipétesis de que esta secuencia comienza a

expresarse una vez activado el genoma del cigoto.

El gen dmrtlbY de Oryzias latipes comienza a expresarse durante el
estadio de néurula (1 dia post fecundacién) persistiendo en los adultos
mientras que dmrtla comienza su expresion mas tardiamente
(aproximadamente en el dia 20 post-eclosion durante la diferenciacion
testicular) (lwamatsu, 1994; Nanda y col. 2002; Kobayashi y col. 2004). En
Austrolebias charrua se constatdé expresion de la secuencia aislada en un
estadio del desarrollo embrionario aun mas temprano (blastula tardia). Este
hecho contrasta con los datos relevados en diferentes especies de vertebrados
en los que la expresion del gen dmrtl se evidencia mas tardiamente en la
ontogenia, concretamente cuando ya es posible observar un primordio génadal
aun no diferenciado o en diferenciacion temprana (ratén, Raymond y col. 1999;

tortugas, Kettlewell y col. 2000; pollo, Smith y col. 2003)

Particularmente en todas las especies de peces en las que se analiza el
momento de inicio de la expresion del gen dmrtl, se ha reportado que la misma
ocurre en estadios post-eclosién previo al inicio de la diferenciacibn génadal
excepto en Danio rerio (Tabla 111.6). En este grupo la expresion del gen dmrtl
se detect6 a partir del primer dia post fecundacion (Schulz y col. 2007). Cabe
mencionar que, si bien el comienzo de la expresion de este gen se verifica
antes de la eclosion, el desarrollo embrionario de esta especie se completa en
48 horas post fecundacién por lo que al momento del inicio de la expresioén el
embribn se encuentra en plena morfogénesis presentando 30 somites,
comienzo de la pigmentacion a nivel de la retina y de la piel y tiene vesiculas

Oticas (Kimmel y col. 1995)

Por lo tanto, el hallazgo de expresion en un estadio muy temprano del
desarrollo apoyaria la hipotesis de que esta secuencia posiblemente ejerza una
funcién esencial en la cascada de determinacion sexual en Austrolebias

charrua ubicandose al inicio de la misma.
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Tabla lll.6

Expresion del gen dmrtl durante la ontogenia.

Especie

Clarias gariepinus

Oreochromis niloticus

Sparus auratus

Gobiocypris rarus

Oryzias latipes

Expresion dmrtl

40 dias post eclosion
Diferenciacion gonadal:
Ovario 45 dias post eclosion
testiculo 52 dias post eclosion.
(Raghuveer y col. 2011)

5 dias post eclosion

Diferenciacion gonadal

Ovario y testiculo: 23- 26 dias post eclosion
(ljiri y col. 2008).

Asociado a la diferenciaciéon del tejido
testicular

Diferenciacion gonadal : hermafrodita
protandrico

(Liarte y col. 2007)

1 dia post eclosion
(zhang y col. 2008)

dmrtlbY: néurula (24 horas post-
fecundacién)

(lwamatsu, 1994; Nanda 'y col. 2002)

dmrtla: 20-30 dias post eclosion.
Diferenciacion gonadal:

Ovario: dia 8 post fecundacion (dia previo la
eclosion)

(Kobayashi y col. 2004)
Testiculo: dia 40 post eclosion
(Satoh y Egami, 1972)

Asociado al tejido testicular
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Epinephelus coloides

Acanthopagrus schlegeli

Monopterus albus

Odontesthes bonariensis

Takifugu rubripes

Squalius alburnoides

Oncorhynchus mykiss

Kryptolebias marmoratus

Diferenciacion gonadal: hermafrodita
protoginico (Xiay col. 2007)

Asociado al tejido testicular

Diferenciacion gonadal: hermafrodita
protandrico

(He y col. 2003)

dmrtl ay b: Asociado al tejido testicular

Diferenciacion gonadal : hermafrodita
protoginico

(Huang y col. 2005)

4 semanas post eclosién (Fernandino y col.
2008)

Diferenciacion gonadal:
Ovario: 49 dias post eclosiéon

Testiculo: 100 dias post eclosion
(Strissman y col. 1996)

70 dias post eclosién
Diferenciacion gonadal:

Ovario 42 dias post eclosion
Testiculo 178 dias post eclosion
(Yamaguchi y col. 2006)

2 dias post eclosién
Diferenciacion gonadal:
6 dias post eclosién
(Pala y col. 2009).

4 dias post eclosion,
Diferenciacion gonadal:
Ovario: 60 dias post eclosion

Testiculo: 80 dias post eclosion (Marchand y
col. 2000, Ninness y col. 2006).

Coincidente con la diferenciacién testicular
(Kanamori y col. 2006)

Diferenciacion génadal: similar a un
hermafrodita protoginico (desarrollo de

gonadas femeninas y luego adquisicion de
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tejido gonadal masculino) pero sin pérdida

de la funcién femenina (Cole y co0l.1997)

Asociado al tejido testicular
Halichoeres tenuispinis USSRl
hermafrodita protoginico

(Jeong y col. 2009)

1 dia post fecundacion (pre-eclosion)
(Schulz y col. 2007)
Diferenciacion gonadal:

Danio rerio

Ovario 19 dias post eclosion
Testiculo 40 dias post eclosién
(Maack y col. 2003)

B) Juveniles y adultos

Hasta el presente, se han reportado dos posibles patrones de expresion
del gen dmrtl en las gbénadas adultas de los peces estudiados (revisado por
Herpin y Schartl, 2011): expresion exclusivamente a nivel testicular y expresion
en ambas gbénadas. En estos ultimos, generalmente se evidencia mayor nivel

de expresion del gen en testiculos que en ovarios (Tabla 111.7).

El patron de expresion observado Unicamente en juveniles machos y
testiculos adultos posiciona a Austrolabias charrua como integrante del grupo

de peces que sélo presentan expresion a nivel de las génadas masculinas.
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Tabla 111.7

Patron de expresion del gen dmrtl en gbnadas adultas.

Expresion testicular

Clarias gariepinus
(Raghuveer y Senthilkumaran, 2009)

Oreochromis niloticus

(Kobayashi y col. 2008)

Gobiocypris rarus

(Zhang y col. 2008)

Oryzias latipes

(Kobayashi y col. 2004)

Paralychthys olivaceus

(Joy col. 2007)

Kryptolebias marmoratus

(Kanamori y col. 2006)

Epinephelus coloides

(Xia y col. 2007)

Halichoeres tenuispinis

(Jeong y col. 2009)

Sparus auratus

(Liarte y col. 2007)

Xiphophorus maculatus

Expresion en ambas génadas

Acipenser fluvescens

(Hale y col. 2010)

Danio rerio

(Guo y col. 2005)

Gadus morhua

(Johnsen y col. 2010)

Monopterus albus

(Huang y col. 2005)

Odontesthes bonariensis

(Fernandino y col. 2008)

Scaphirhynchus platorynchus

(Amberg y col. 2009)

Silurus meridionalis

(Liu y col. 2010)

Takifugu rubripes

(Yamaguchi y col. 2006)

Squalius alburnoides

(Pala y col. 2009)

Oncorhynchus mykiss
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(Veitrh y col. 2006) (Marchand y col. 2000)

Acanthopagrus schlegeli

(He y col. 2003)

En suma, el conjunto de estos resultados indican que, si bien el
fragmento aislado en Austrolebias charrua claramente pertenece a la familia
dmrtl, la informacion que contiene el mismo en las 205 pb no permite
determinar si esta secuencia corresponde a parte del ARNm, a una version de
procesamiento alternativo de éste o a una clase de ARNs no codificantes
denominados “long non-coding RNAs (IncRNAs)”. Esta clase de ARNs son
abundantes, se caracterizan por presentar estructuras tipicas de ARNm vy
contienen entre 100 y 1.000 nucledtidos. Se ha documentado que
determinadas isoformas de procesamiento alternativo de ARNSs transcriptos de
varios genes se traducen en la proteina funcional mientras que otras isoformas
especificas de este tipo de procesamiento actian como ARNS regulatorios que
presentan, a su vez, especificidad tisular y un patron de expresién dinamico
durante el desarrollo (Amaral y col. 2008, 2010). Este patrén de expresion

concuerda con el observado durante la ontogenia de Austrolebias charrua.
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i, 5 Conclusiones

Los andlisis realizados en el presente trabajo mediante reconstrucciones
filogenéticas relacionan a las secuencias gendmicas obtenidas en Austrolebias
charrua con el grupo de genes dmrtl. A nivel de expresion, el fragmento
aislado se agrupa junto con dos versiones de procesamiento alternativo del gen
dmrtl de Oryzias latipes y dsx de Drosophila. Asimismo, el patrén de expresion
sexo-especifico observado (restringido a nivel testicular) argumenta a favor de
gue esta secuencia pertenezca al grupo de genes dmrtl ya que este miembro
de la familia dmrt es el componente mas conservado “rio abajo” implicado en el
desarrollo sexual masculino de los vertebrados en la evolucién. Sin embargo,
no es posible afirmar con estos datos si la secuencia obtenida es un fragmento
del ARNm de este gen, una version de procesamiento alternativo del mismo o

un ARN no codificante involucrado en su regulacion.

El hallazgo de expresion en un estadio muy temprano del desarrollo
embrionario sumado al hecho de que el patron de evolucibn molecular
encontrado se corresponde con el de seleccion purificadora apoyaria la
hipétesis de que esta secuencia posiblemente ejerza una funcion esencial en la
cascada de determinacion sexual masculina durante la ontogenia de
Austrolebias charrua ubicandose posiblemente muy proximo al inicio de la

misma.
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"n.& Perspect’was

Con el fin de dilucidar la identidad del fragmento que presenta el patron
de expresion sexo-especifico observado, en primera instancia, es esencial
obtener mayor informacién de este gen a nivel de secuencia. Para ello se
propone la realizacion de la técnica RACE (rapid amplification of cDNA ends)

con el fin de extender la secuencia hacia los extremos 5y 3.

A su vez se plantea la necesidad de generar anticuerpos para evaluar si
efectivamente el ARN aislado se traduce a proteina y definir el patrén espacio-
temporal de expresion de la misma mediante inmunodeteccion durante la

ontogenia de Austrolebias charrua.

Se propone ademas continuar con la puesta a punto de las condiciones
de PCR ¢ptimas utilizando oligonucledtidos degenerados especialmente

disefiados para aislar dmrtl en esta especie de pez anual.
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. 7 Anexo

Soluciones

STE 1X

10mM Tris-Cl
100mM NaCl

1mM EDTA pH 8.0

Solucién tampédn de lisis
50mM Tris-HCI

50mM EDTA

1%SDS

100mM NaCl pH 8

TE 1X
Tris-Cl 20mM pH 8.0
EDTA 1mM

Solucién de Yamamoto pH 7.3

NaCl 7,59
KCI 0,29
CaC|2_ 2H2 (@) 013 g

Agua MiliQ enrasar a 1000 ml

Almacenar a 4°C

Solucién tampdn Tris-Acetato EDTA (TAE) stock 50x

Tris-base 242 g
Acido acético glacial 57,1 ml
E.D.T.A. 0.5M, pH 8 100 ml

Hidréxido de sodio hasta alcanzar un pH 8
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Agua MiliQ enrasar a 1000 ml
Solucion tampdn Tris-Acetato EDTA (TAE) 1X
TAE 50X 20 ml

Agua MilliQ enrasara 1l It.

Solucién E.D.T.A. 0.5M, pH 8
E.D.T.A 18,61 g
Agua MIIiQ enrasar a 100 ml

Hidréxido sodico 4M hasta alcanzar un pH 8.0

Medios de cultivo

LB Sigma (triptona 10 g/l; extracto de levadura 5 g/I; NaCl 5g/L) 209
Agua MilliRo 1000 ml
Alicuotar la cantidad necesaria de tubos para medio liquido 3 ml/ tubo

Agregar 15 g de agar cada 1000 ml de medio LB
Autoclavar 10 minutos (134°C, 2 atmosferas de presion)
Agregar ampicilina (200ml/ml) una vez alcanzados los 60°C
Colocar 20 ml en las placas de Petri en la zona estéril
Polimerizar durante toda la noche

Almacenar a 4°C

Soluciones para purificacion de plasmidos por el método de lisis alcalina

Solucién | (10ml)

EDTA 0,5M 200 pl
Tris-HCI 1M 250 pl
Agua MiliQ 9,3ml

Autoclavar 10 minutos (134°C, 2 atmosferas)
Agregar 250ul de glucosa 2M filtrada

Almacenar a temperatura ambiente

Solucién Il (2ml) preparacion en el momento
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NaOH 10M
SDS 10%
Agua MiliQ

Solucién 111

Acetato de Potasio 5M
Acido Acético Glacial
Agua MiliQ

Almacenar a

Tratamiento ADNasa: solucion tampoén 10X

40ul
200ul
1,760 ml

6 ml
1,15 ml
2,85 ml
4°C

200mM Tris-HCI pH8,4
20mM MgCl;
500mM KCI
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Contribucibn al conocimiento de la biologia de
los peces anuales

En la presente tesis y a fin de explorar los mecanismos de determinacion
y diferenciacion sexual en el pez anual Austrolebias charrua, definimos una

serie de abordajes cuyas conclusiones y aportes se resumen a continuacion.

En el Capitulo | de este trabajo, como objetivo primario y habilitador de
los siguientes, reconstruimos el patron de diferenciacion gonadal a escala
morfolégica y temporal y la estrategia sexual de Austrolebias charrua.
Inicialmente identificamos a la poblacion de células germinales primordiales
presuntivas mediante inmunodeteccion in toto y ensayos de expresion in vivo
obteniendo resultados que permiten sugerir que el mecanismo de
especificacion de este linaje celular seria el de preformacion. Asimismo,
mediante histologia, caracterizamos la diferenciacion gonadal durante la
ontogenia de esta especie estableciendo que la misma comienza antes de la
eclosion y que la estrategia de diferenciaciéon sexual corresponde al patrén
“gonocodrico diferenciado”. A su vez, identificamos el patron de desove que
presentan los adultos (tipo asincronico) y la organizacion de la gobnada

masculina corresponde al patrdn testicular restricto.

En el Capitulo Il estudiamos la posible incidencia de la temperatura
como factor determinante del sexo en Austrolebias charrua. La generacion de
una familia de hermanos totales provoc6 una gran disminucion en la viabilidad
de los embriones provenientes de la filial 3 sugiriendo una baja tolerancia a la
endogamia en esta poblacion de peces. Si bien este hecho no resultdé de
utilidad para concretar el objetivo original planteado, el conocimiento de la

tolerancia a la endogamia es uno de los factores mas importantes de
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evaluacion genética de una especie (Falconer, 1989) siendo informacién
relevante para la implementacion de programas de conservacion (Nakadate y
col. 2003). Alternativamente se trabajé con embriones, provenientes de
diferentes parejas salvajes, sometidos a un régimen de dos temperaturas de
cultivo para posteriormente analizar la existencia o no de un desbalance en la
proporcion sexual. Los resultados obtenidos en relacibn a los ensayos de
temperatura evidencian una ausencia de termosensibilidad en la determinacion
sexual en la poblacion analizada. Este hecho coincide con nuestra hipoétesis de
trabajo en la cual plantedbamos que las especies del género Austrolebias, al
encontrarse sometidas a un ambiente extremadamente variable en el que los
juveniles presentan un rapido crecimiento y maduracién sexual, el mecanismo
de determinacion del sexo debia implicar un fuerte componente genético,
independiente de claves ambientales altamente variables. Asimismo, en apoyo
a esta hipétesis se suman datos sobre cruzamientos interespecificos que
sugieren que las hembras de Austrolebias charrua serian el sexo
heterogamético (Rovira, 2008; Oviedo, 2009).

El conocimiento generado mediante esta aproximacion permitio definir la
estrategia experimental desarrollada en el siguiente Capitulo de este trabajo
relativo a la busqueda de expresion de un gen candidato sexo-especifico.

En el Capitulo Il plantedbamos la existencia de al menos un gen
relacionado con la determinacion sexual masculina en este grupo de peces.
Aplicamos la estrategia de busqueda del “gen candidato” como primera
aproximacion experimental a esta tematica utilizando como herramientas
oligonucledtidos especificos, PCR, RT-PCR, clonado, secuenciacion vy
reconstrucciones filogenéticas. Los resultados obtenidos relacionan a las
secuencias aisladas de Austrolebias charrua con el grupo de genes dmrtl,
componente mas conservado “rio abajo” implicado en el desarrollo sexual
masculino de los vertebrados en la evoluciéon. La deteccion de expresion de
este fragmento en estadios embrionarios muy tempranos sumado al patrén de
evolucion molecular evidenciado argumenta a favor de que esta secuencia

ejerce una funcion relevante en la cascada de determinacion del sexo
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masculino en esta especie, ubicandose posiblemente muy proxima al inicio de
la misma. Este hecho también es coincidente con nuestra hipotesis de trabajo
en la cual postulabamos la existencia de genes candidatos sexo-especificos
presentando patrones de expresion con dimorfismo sexual que comenzarian a

expresarse durante el desarrollo embrionario de este pez anual.

En suma, el presente trabajo de tesis contribuyé6 a ampliar el
conocimeinto de la biologia de los peces anuales en realcion a su estrategia
reproductiva e incluy6 el disefio y puesta a punto de diferentes técnicas que

han sido utilizadas de manera exitosa en este grupo de vertebrados.

Los conocimientos originales generados en este marco permitieron la
publicaciébn de un articulo que recapitula los resultados y conclusiones
obtenidos en el Capitulo | relativos al patron de diferenciacion sexual de
Austrolebias charrua (Arezo y col. 2007) y el aporte de datos relevantes para
otros dos articulos y una revision en los que participo en caracter de co-autora
(Garcia y col. 2009; Berois y col. 2011; Berois y col. 2012). Asimismo, los
resultados obtenidos en los Capitulos I, 1l y Ill que aun permanecen en el
terreno de la hipotesis plantean nuevas preguntas que seran retomadas
aplicando los abordajes especificados en la seccion Perspectivas de cada
Capitulo en particular con el fin de profundizar en el conociemiento de esta

temética en los peces anuales habitantes de nuestro pais.
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Abstract

Sex differentiation process, determination of sexual strategy, and gametogenesis of the annual fish Austrolebias charrua are established. Evi-
dence of histological sex differentiation in an antero-posterior gradient was observed in pre-hatching stages. Sexual strategy corresponds to the
“differentiated gonochoric” pattern. Histological analyses of adult gonads showed an asynchronous spawning mode for females and continuous
spawning for males. Mature oocytes presented fluid yolk. Testis organization corresponded to a restricted spermatogonial model. Herein, we
report the ultrastructural organization of the vitelline envelope and the main features of the sperm of A. charrua. Taking together these results
also contribute to phylogenetic studies and provide base line data to propose A. charrua as a biomonitor of contamination in a protected area.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Successful reproduction of an individual depends on
events that begin early in its life. Sex determination and
differentiation are fundamental components of the genetic
information passed on from generation to generation.
Teleosts are an attractive group of organisms for the study
of the evolution of these events because members of this
class exhibit a broad range of sexual strategies ranging from
hermaphroditism to gonochorism and from environmental to
genetic sex determination (Devlin and Nagahama, 2002).

Although zebrafish (Danio rerio) and medaka (Oryzias
latipes) have been the most used teleost models in develop-
mental biology studies, species of annual fishes are excellent
organisms for comparative analyses as they show unique
reproductive and developmental characteristics. Annual
fishes are exposed to an extremely variable environment.
They inhabit temporary ponds that undergo drying during
summer resulting in the death of the entire adult population.

* Corresponding autor. Tel.: +598 2 5258618/145; fax: +598 2 5258617.
E-mail address: berois @fcien.edu.uy (N. Berois).

0040-8166/$ — see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tice.2007.01.004

The developing embryos remain buried in the bottom mud
and hatch, after the pond is flooded, in the next rainy season
(Wourms, 1964, 1967). In contrast with other teleosts, annual
fishes exhibit a unique developmental pattern (Myers, 1952).
Epiboly is temporally and spatially separated from organo-
genesis and embryos undergo one or more reversible arrests
(diapauses) at three different stages (Wourms, 1972a,b,c).
These developmental adaptations are closely related to their
life cycle.

Teleosts are becoming increasingly important indicators
of environmental health. Considerable information exists
suggesting that pollutants may cause serious impacts on fish
reproduction: sex differentiation, gonad morphology, rates of
gametogenesis and sex phenotypes (reviewed by Devlin and
Nagahama, 2002; Arukwe and Goks@yr, 2003). Moreover,
Cynopoecilus melanotaenia, an annual fish species, was sug-
gested as a sensitive model organism to assess the impact of
environmental pollution (Arenzon et al., 2003).

Critical to the understanding of sex-determination pro-
cesses are studies examining the origin and development of
cells involved in the formation of the gonad (Devlin and
Nagahama, 2002). There is any evidence about sex deter-
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Fig. 1. Map of Uruguay showing Austrolebias charrua collecting area (black
zone).

mination and differentiation mechanisms in annual fishes.
In this study, as a first comprehensive approach, we deter-
mine primary sex differentiation (both at morphological and
temporal scales) from early embryos to adults of the annual
fish Austrolebias charrua (Costa and Cheffe, 2001). In addi-
tion, we present the adult gonad organization and the main
characteristics of oogenesis and spermatogenesis.

2. Materials and methods

Adult females and males of A. charrua were collected
during the rainy season (May to August) in temporary ponds
from Departamento de Rocha, Uruguay (Fig. 1). They were
kept in the laboratory in 301 aquaria, filled with continuously
aerated and dechlorinated tap water (pH 7-7.5), and exposed
to natural light. Water was partially changed every 5 days.
Water temperature was (19 = 1) °C. Specimens were fed once
a day with live Tubifex sp. Spawning occurred daily from
fish pairs or groups of one male and two females isolated
in aquaria that had containers with peat moss on the bottom.
Early embryos were collected from the peat moss, raised, and
developmental stages were classified according to Arezo et
al. (2005).

2.1. Hatching

Containers with peat moss were maintained in the aquaria
for 1 month; subsequently, they were dried in darkness for at

least 2 months. For hatching, each peat moss container was
placed in a 101 aquarium and covered with dechlorinated
water. After 6-12h hatched fry were observed. They were
fed with freshly hatched Artemia sp. nauplii for the first 15
days and then with Daphnia sp.

2.2. Histological studies

Embryos were placed in Stockard solution (formalin,
glacial acetic acid, glycerine, distilled water, 5:4:6:85;
Costello et al., 1957) for 48 h, then dechorionated using fine
tweezers and fixed in Bouin’s solution for 30 min. Fry were
killed in a 10 min exposure to a solution of 1%o 2-phenoxy-
ethanol (Sigma) and directly fixed in Bouin’s solution for 2 h.
Ovaries and testes were obtained from adult fish from May to
December (10 females and 10 males each month), killed by
immersion in freshwater containing 5% of 2-phenoxyethanol
(Sigma) until death. The gonads were removed and fixed in
Bouin’s solution for 3 h. After washing and dehydratation in
increasing concentrations of alcohol series, the embryos, fry,
and adult gonads were embedded in paraplast. Semiserial sec-
tions of 7 wm thickness were stained with hematoxylin and
eosin and mounted in Entellan (synthetic medium) (Ganter
and Jolles, 1970). Sections were examined and photographed
using an Olympus-Vanox light microscope. Measurements
were carried out directly under the microscope using an ocu-
lar micrometer (E. Leitz 1/100 mm). Micrographs were taken
using Ilford PANF-50 ASA film.

2.3. Ultrastructural studies

Ovulated oocytes and testes for scanning electron micro-
scope analysis (SEM), were fixed in 2.5% glutaraldehyde in
0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) for 2h at room tempera-
ture, dehydrated in acetone series, dried at the CO; critical
point and coated with gold using a Pelco 90000 sputter-
coater. Samples were examined with a JEOL JSM 25 S
II scanning electron microscope. For transmission electron
microscope studies (TEM), pieces of fresh ovaries were fixed
overnight at4 °C in a solution of 4% paraformaldehyde and 2,
5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7. Tissues
were then washed six times in 0.1 M phosphate buffer and
post-fixed in a 1% solution of osmium tetroxide prepared
in phosphate buffer, pH 7.4, for 1h and 30 min. After six
washes in phosphate buffer, dehydration was accomplished
in an increasing acetone series with a final wash in 100% ace-
tone. The samples were included in araldite (Durcupan ACM,
Fluka). Gold and silver sections obtained from a RMC MT-
X ultramicrotome were stained with uranyl acetate followed

Fig. 2. Gonadal differentiation: embryonic stages (hematoxylin and eosin). (a) Longitudinal section of 3 weeks post-fertilization embryo: arrow: gonadal
primordia area; y, yolk. (b) Transverse section of gonadal primordia in the same stage: arrows, gonadal primordia; g, gut; nt, neural tube. (c) Thirty days
post-fertilization embryo showing gonadal type I (arrow). Germ cells undergoing mitosis are recognized by basophilic nuclei with condensed chromatin: g,
gut; n, notochord; square, high magnification of a germ cell arriving to the developing gonad. (d) Thirty days post-fertilization embryo showing gonadal type
II (arrow): y, yolk; g, gut. (e) Pre-hatching embryo: developing ovary (arrow); n, notochord; square, high magnification of the gonad; star, oogonia population;
arrowhead, chromatin nucleolar stage oocytes; arrow, perinucleolar stage oocytes. (f) Pre-hatching embryo: presumptive male; arrow: undifferentiated gonad.
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by lead citrate standard conditions. Observations were made
with a JEOL JEM-1010 transmission electron microscope.

Stages of embryonic development were determined in
relation to post-fertilization time and morphological features.
Stages of oocyte maturation and testicular organization were
defined according to Wallace and Selman (1981) and Grier
(1981), respectively.

3. Results
3.1. Gonadal differentiation

About 3 weeks post-fertilization, A. charrua embryos
(n=36) occupied more than a half the distance around the
yolk, the eyes were slightly pigmented, few blood cells were
circulating, and otic vesicles contained no otholiths. Paired
gonad primordia were observed dorso-laterally to the gut and
ventrally to the notochord in the mid region of the embryo’s
antero-posterior axis (Fig. 2a and b). They consisted of clus-
ters of germ cells with no signs of differentiation that were
surrounded by flattened somatic cells (undifferentiated stage)
(Fig. 2b). Germ cells were recognized based on their morpho-
logical features: round shape, large cell size (12 £2, 5 pm),
high nucleus/cytoplasm ratio, darkly stained nucleoli, and
hyaline cytoplasm (Fig. 2b and c).

Thirty days post-fertilization, embryos (n =43) were fully
extended around the perimeter of the yolk, the eyes were
heavily pigmented, blood circulation was apparent and con-
tained many blood cells, otic vesicles possessed two otholiths,
and few melanophores were scattered over the body. At this
stage, two kinds of gonadal tissue were observed in different
individuals. Gonadal tissue type I consisted of two different
populations of germ cells. One type of cell exhibited morpho-
logical characteristics resembling undifferentiated germ cells
as described in the previous stage whereas the other type (cells
showing basophilic nuclei with condensed chromatin) was
undergoing mitosis (Fig. 2¢). Gonadal tissue type II showed
fewer cells and all of them had characteristics similar to those
observed in the undifferentiated stage (Fig. 2d).

In pre-hatching embryos (about 38 days post-fertilization,
n=42), the tip of the tail touched the margin of the eyes
and the skin was darkly pigmented. Some individuals had a
true developing ovary in which oogonia and pre-vitellogenic
oocytes were observed. Oogonia showed large euchromatic
nuclei and scarce cytoplasm (some of them undergoing
mitosis). Early meiotic oocytes presented nuclei with thin
chromatin strands while chromatin nucleolar-stage oocytes
were identified by having scarce cytoplasm and eccen-
tric basophilic nucleus. Perinucleolar-stage oocytes were

characterized by the occurrence of peripheral nucleoli and
basophilic cytoplasm (Fig. 2e). Other individuals presented
germ cells in a morphological undifferentiated state; these
were classified as presumptive males (Fig. 2f).

At hatching (at least 98 days post-fertilization, n=40)
and 7 days post-hatching (n =10), the ovaries had increased
in size, exhibited the same cell populations as the previ-
ous stage (Fig. 3a), and showed an antero-posterior gradient
of sex differentiation (data not shown). The presumptive
testes remained undifferentiated (Fig. 3b). In fry of 30 days
post-hatching (n = 15), the ovaries mostly consisted of perin-
ucleolar stage oocytes (Fig. 3c). In other individuals of the
same age, true developing testes containing meiotic sperma-
tocyte cysts were found (Fig. 3d).

In juveniles (45 days post-hatching, n=10), some indi-
viduals had ovaries showing the pre-vitellogenic oocyte
types described above and putative cortical-alveolar stage
oocytes. These oocytes are bigger than the perinucleolar stage
oocytes and presented putative cortical alveoli. The ovaries
also showed vitellogenic oocytes (Figs. 3e and 4a). Other
individuals had testes in which all the cellular stages of sper-
matogenesis were seen, including free spermatozoa (Fig. 3f).
Vitellogenic oocytes and spermatogenic stages are described
below.

3.2. Morphology of the adult gonads

3.2.1. Female

The female reproductive system of A. charrua consisted
of two elongated ovaries (7-12 mm long) covered by a pig-
mented visceral peritoneum and attached to the dorsal body
wall by a mesovarium. The ovaries were located ventrally to
the swim bladder and dorsally to the gut. The ovarian wall
consisted of smooth muscle fibres and connective tissue. The
ovarian parenchyma consisted of different kinds of develop-
ing follicles that almost filled the entire organ. Among the
follicles, particularly central in the gonad, we found ducts
of different diameter that exhibited a stratified and folded
epithelium. Neither an ovarian cavity nor ovigerous lamellae
were observed.

Female germ cells were classified into four groups: oogo-
nia, pre-vitellogenic, vitellogenic, and fully grown oocytes
according to their size, nuclear and cytoplasmic morphol-
ogy, and presence and structure of the vitelline envelope.
All stages were observed from sexual maturation (May) to
senescence (December).

The oogonia were the smallest germinal cells and they
were grouped in clusters (data not shown). The pre-
vitellogenic oocytes generally were found in the periphery
of the ovary. They were associated with follicle cells in the

Fig. 3. Gonadal differentiation: post-hatching stages (hematoxylin and eosin). (a) Hatching day fry: arrow, ovary. (b) Hatching day fry: arrow, presumptive
testis. (c) Thirty days post-hatching fry: arrows, ovaries; g, gut; nt, neural tube. (d) Thirty days post-hatching fry: Spg, spermatogonia; Spc, spermatocyte cysts.
(e) Forty-five days post-hatching juvenile: arrowheads, putative cortical-alveolar stage oocytes; star, vitellogenic oocytes. (f) Forty-five days post-hatching

juvenile: Spc, spermatocytes; Spt, spermatids; Spz, spermatozoa.
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Fig. 4. Morphology of the adult gonads: ovaries. (a) Pre-vitellogenic oocytes: arrowheads, perinucleolar stage oocytes; star, putative cortical alveolar stage
oocytes; ca, putative cortical alveoli (hematoxylin and eosin). (b) Vitellogenic oocytes (arrows) and fully grown oocyte (star); ve, vitelline envelope; py, protein
yolk; ca, putative cortical alveoli (hematoxylin and eosin). (c) Ultrastructure of vitelline envelope: Z;, zona radiata externa; Z,, middle layer; Z3, zona radiata
interna; stars, channels (TEM). (d) Vitelline envelope surface showing the two kinds of filaments (SEM).

Fig. 5. Morphology of the adult gonads: testes. (a) Transverse section of testicular lobules showing cysts. Each cyst contained germ cells in the same stage
of spermatogenesis. At left, testis periphery; at right, testis central zone; L, lobule; Spc, spermatocytes; Spt, spermatids; Spz, free spermatozoa; star, packed
spermatozoa (hematoxylin and eosin). (b) Packed spermatozoa within a cyst: Spz, spermatozoa; Sc, Sertoli cell (SEM). (c) High magnification of a spermatocyte
cyst (Spc): Spt, spermatids (hematoxylin and eosin). (d) High magnification of spermatozoa (Spz) and spermatids (Spt) cysts: L, lobule (hematoxylin and eosin).
(e) Sperm surface: h, spherical head; m, mitochondria; f, flagellum (SEM). (f) Sperm tail lateral fins (arrowheads): nu, nucleus (TEM).
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ovarian follicle and had a high nucleus/cytoplasm ratio. At
the end of this stage, the oocytes were characterized by the
presence of putative cortical alveoli beneath the cell mem-
brane (Fig. 4a). Vitellogenic oocytes undergo successive
stages during oogenesis. First, the cytoplasm had big vac-
uoles that appeared empty with the staining techniques used.
The nucleus still showed several nucleoli in the periphery
(data not shown). Subsequently, a fine granular acidophilic
material began to accumulate among the vacuoles and pro-
gressively fused to form the yolk. Between the cell membrane
of the oocyte and the follicle cells, the vitelline envelope was
observed. Finally, fully grown oocytes were the largest cells
and showed a large amount of acidophilic yolk fluid filling
the cytoplasm. The putative cortical alveoli were visible with-
out colour with the staining techniques used and the nucleus
appeared displaced to one pole of the oocyte (data not shown).
At this stage, there were no morphological changes related
with the process of hydration (Fig. 4b).

The vitelline envelope showed radial striation and its
thickness gradually increased to 6.0 um (£1.0) for fully
grown oocytes. TEM analyses of ovulated oocytes showed
a vitelline envelope consisting of three layers: a zona radi-
ata externa, formed by a homogeneous electron dense layer
(Z1), a middle electron-denser layer (Z;), and a heteroge-
neous electron-dense zona radiata interna (Z3). The latter
was the widest and the last to appear during the deposition
process. The entire vitelline envelope was crossed by chan-
nels (Fig. 4c). SEM analyses revealed a rough outer surface
(sticky in vivo) that was ornamented by dense hair-like fila-
ments. Based on their thickness and regular organization two
kinds of filaments were recognized. Thick and thin filaments
had an overall cone-shaped morphology (Fig. 4d).

3.2.2. Male

The male reproductive system consisted of a pair of elon-
gated testes, triangular in transverse section, located between
the swim bladder and the gut. They were covered by a
darkly pigmented visceral peritoneum and both were con-
nected with the genital papilla by a common deferent duct.
The parenchyma was organized in lobules limited externally
by a basal membrane. Within the lobules, spermatogenesis
occurred in cysts. Among lobules, a vascular interstitial con-
nective tissue and Leydig-like cells were observed. Lobules
extended from the periphery to the central region of the gonad
where they opened in a network of deferent ducts (Fig. 5a).

Within the lobule, each cyst consisted of clusters of germ
cells in the same stage of spermatogenesis surrounded by
Sertoli cells (Fig. 5b). Five spermatogenetic stages were iden-
tified according to germ cell size and nuclear and cytoplasm
characteristics: spermatogonia, spermatocytes I and II, sper-
matids, and sperms. All spermatogenetic cysts were observed
from sexual maturation (May) to senescence (December).

Spermatogonia were the largest cells and they were round
cells with fine granular chromatin. They were located at the
blind boundaries of the lobules at the periphery of the testis
(data not shown). The morphology of the nuclei of spermato-

cytes decreased in size as the cell proceeds through meiosis.
Spermatids showed a small amount of acidophilic cytoplasm
and a rounded nucleus with increasing chromatin conden-
sation during spermiogenesis. Light microscopy analyses
showed sperm packed in cysts and also free in the lumen of the
deferent duct (Fig. 5a, c and d). In SEM and TEM analyses,
the sperm exhibited a spherical head (3.8 & 0.5 pum diame-
ter), a midpiece containing round mitochondria arranged in
a single layer, and a flagellar tail. The tail had two, three, or
four short lateral fins along almost the entire length (Figs. Se
and f).

4. Discussion

Gonadal differentiation, determination of sexual strategy,
and gametogenesis have not previously been reported for
annual fishes. These fish exhibit differences in timing of
developmental stages and hatching (Wourms, 1972a; Lesseps
et al., 1975; Van Haarlem, 1983). In addition, the possibil-
ity to undergo diapauses of variable length (Wourms, 1972c¢)
increases their developmental asynchrony. Considering this
developmental variability A. charrua embryos were classified
using time post-fertilization in association with morphologi-
cal features.

4.1. Sex differentiation

Previous studies showed that presence of gonadal struc-
tures (i.e., ovarian cavity and efferent duct formation),
difference in germ cell number, and female precocious meio-
sis are valid criteria to determine gonadal sex at an early phase
in development. However, which is the most reliable criterion
varies depending on the studied species. A safe generaliza-
tion is that, for most teleost, germ cells in putative ovaries
outnumbered those in putative testes (reviewed by Nakamura
et al., 1998; Striissman and Nakamura, 2002). Using the dif-
ference in germ cell number criterion, we observed the first
evidence of histological sex differentiation in embryos at 30
days post-fertilization in A. charrua.

Sex differentiation has been shown to occur at different
post-hatching times beginning earlier in females than in males
in most gonochoric teleosts examined to date (reviewed by
Nakamura et al., 1998; Striissman and Nakamura, 2002).
However, in O. latipes (Beloniformes, the sister Order to
Cyprinodontiformes) and Gambusia affinis (Cyprinodontif-
ormes) germ cells proliferate at a higher rate in presumptive
ovaries during pre-hatching stages (Hamaguchi, 1982; Koya
etal., 2003). This characteristic was also found in A. charrua.

Different sexual strategies are found among teleost fishes,
ranging from species where testes and ovaries are in
separate individuals (gonochorism) to species containing
functional male and female tissues in the same individual
(synchronous hermaphroditism) (reviewed by Devlin and
Nagahama, 2002). Even among gonochorists, Yamamoto
(1969) identified two patterns of gonadal development. In the
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“differentiated” type, the early gonads directly develop into a
testis or ovary whereas in the “undifferentiated” type the early
gonads first pass through an ovary-like stage. By definition,
transient occurrence of intersex gonads is not present in the
differentiated gonochorists; sporadic intersexes would appear
only in “undifferentiated” gonochorists (Yamamoto, 1969;
Striissman and Nakamura, 2002). Our histological analy-
ses of gonadal differentiation from 3 weeks post-fertilization
embryos to adults showed neither 100% ovary-like stage nor
intersex gonads in the 341 individuals examined. Therefore,
we conclude that A. charrua sexual strategy corresponds to
a “differentiated gonochoric” pattern.

4.2. Adult gonads

Morphology of the gonads has traditionally been used
to identify annual reproductive cycles, onset of reproduc-
tive maturity, spawning rhythms, and various other aspects
of the reproductive biology. Histological analysis is consid-
ered an accurate method to determine the reproductive pattern
in teleosts (Parenti and Grier, 2004).

A. charrua, spawn daily from the time they reach sex-
ual maturity until senescence. Oocytes and spermatogenetic
cysts in all different stages of development were observed
during the breeding months. These observations are in agree-
ment with an asynchronous spawning pattern for females
(reviewed by Wallace and Selman (1981)) and a continuous
spawning for males.

Another aspect related to spawning is how ovulated
oocytes are released to the environment. The different
diameter ducts found in A. charrua accord with the descrip-
tion of an ovarian duct network that opens into a hollow
structure, namely “oocyte chamber”, for this and other Aus-
trolebias species. Since this “oocyte chamber” contained
ovulated oocytes it was suggested that it could function as
an oocyte storage compartment (Pereiro, personal commu-
nication). This structure seems to be similar to the “ovisac”
described in the non-annual cyprinodontid Fundulus hetero-
clitus (Brummett et al., 1982).

The histological organization of the testes of A. charrua
corresponds to the restricted lobular pattern because sper-
matogonia are confined to the distal end of the lobules (Grier,
1981). Fishes belonging to the Series Atherinomorpha (which
include Cyprinodontiformes) uniquely present this type of
testis whereas the unrestricted pattern (spermatogonia occur-
ing along the testicular lobules) is present in most teleosts.

The main cellular aspects of gametogenesis in A. charrua
can be summarised as: first, during vitellogenesis, the yolk
appears as small globules that continuously fuse. This pro-
cess of deposition results in a fluid mass that occupies almost
entirely the mature oocyte. This supports the unique fluid yolk
character previously identified for Atherinomopha (Parenti
and Grier, 2004). These authors attribute phylogenetic value
to this condition that, along with the restricted spermatogonial
pattern, appears to be unique derived characters for Atheri-
nomorpha. Second, the eggs of A. charrua are laid in the

bottom mud (i.e., demersal condition). The lack of hydra-
tion and the ultrastructure of the outer surface of the vitelline
envelope containing sticky and adhesive hair-like filaments
accord to their demersal condition. The description of the
ultrastructure of the vitelline envelope for A. charrua shows
a trilaminar organization similar to the envelopes previously
described for other ovipary fish species (Guraya, 1986; Berois
et al., 2007). However, this vitelline envelope exhibit mor-
phological differences at the inner zone (Z3) when compared
with other closely related species of Austrolebias (Casanova
et al., unpublished). Finally, the main characteristics of A.
charrua sperm were described. As in other teleostean fishes
with external fertilization, this species presents the typical
uniflagellate anacrosomal aquasperm (Jamieson, 1991). Cur-
rent studies in sperm morphology comparing related species
of Austrolebias suggest differences at ultrastructural level.
These differential traits could be proposed as a useful tool
for phylogenetic studies (Casanova et al. in preparation).

Considering that A. charrua inhabits the “Bafiados del
Este”, a Uruguayan area declared a Biosphere Reserve Area
(UNESCO, 1976) and that the present study establishes base
line data regarding sex differentiation under laboratory con-
ditions, this species may represent a useful taxon to monitor
the effects of contamination in a protected area.
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