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Lista de abreviaturas

En esta tesis, los genes fueron escritos con fuente italica y en minusculas
(ej: dmrtl), los ARNm con fuente normal y en minuscula (ej: dmrtl) y las
proteinas con fuente normal y comenzando con mayusculas (ej: Dmrt1).
Adaptado de Zebrafish Nomenclature Guidelines:

https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines

Amh: hormona anti-Mlleriana

Amhy: Gen paralogo de amh ligado al cromosoma Y.

Cypl7al: Citocromo P450, familia 17, subfamilia A, polipéptido 1.
Cyp19a1l: Citocromo P450, familia 19, subfamilia A, polipéptido 1.
Dmrt1: Factor de transcripcion 1 doble-sexo asociado a Mab-3.
dmrtlbY: Gen con dominio DM ligado al cromosoma Y.

dm-W: Gen paralogo de dmrt1 ligado al cromosoma W.

E2: Estradiol, 17B-estradiol.

ESD: Determinacién sexual ambiental.

FGF 9: Factor de crecimiento fibroblastico 9

FoxI2: Factor de transcripcion Forkhead. Forkhead box L2.

GSD: Determinacidn sexual genética.

Gsdf: Factor de crecimiento gonadal derivado del soma.

GsdfY: Factor de crecimiento gonadal derivado del soma asociado a Y.
Nr5al: Receptor nuclear de la subfamilia 5, grupo A, miembro 1.
NrOb1: Receptor nuclear de la subfamilia 0, grupo B, miembro 1.

Sf1: Factor esteroidogénico 1 o Steroidogenic factor 1.
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sox9: gen 9 conteniendo al SRY-box.

SRY: Region del cromosoma Y determinante del sexo.
TSD: Determinacién sexual por temperatura.
tbx1: Familia de genes asociada al factor de transcripcion de la caja T.

wt1: Gen supresor de tumores 1 de Wilms.
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Resumen

Los mecanismos moleculares de la diferenciacion testicular en los peces
primitivos son poco conocidos. En el esturién siberiano, no existian
antecedentes (antes de esta tesis) sobre los mecanismos moleculares
involucrados en la diferenciacién sexual de su gonada. Por ende, se plante6 la
necesidad de estudiar la expresion diferencial de un grupo de genes en las
goénadas de individuos en el periodo de peri-diferenciacion y en las de
individuos machos y hembras con diferentes grados de diferenciacion. Debe
senalarse que este pez presenta un desarrollo lento y ello facilitd el analisis de
sus gbnadas, obtenidas a partir de individuos de 16 y 18 meses de edad que
presentaron un retardo en el crecimiento y en la diferenciacion sexual, evaluada
microscopicamente. Paralelamente, se explord la génada (aun inmadura) de
individuos de 3 afos. Para realizar la caracterizacion de la expresién molecular,
se selecciond un grupo de genes, entre los que se encuentran factores de
transcripcion como dmrti y sox9, que son conocidos por controlar la
diferenciacién testicular en vertebrados y que se expresan en las células de
Sértoli; factores relacionados con la diferenciacion de la célula de Leydig
(cyp17, star) que afectan la produccion de androgenos, el receptor ar
involucrado en la receptividad de andrdgenos, un factor que controla el
desarrollo del crecimiento del testiculo (/gf7) y un gen que codifica para la
gonadotropina LH (/h). Tres genes se caracterizaron por primera vez (dmrtl,
cypl7/al, ar), dos de ellos se clonaron (dmrtl, ar), mientras que para los otros

se emplearon secuencias de bases de datos publicas.
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Los peces en el periodo de peri-diferenciacion mostraron siempre una
expresion génica gonadal diferencial en funcion del sexo gonadal, salvo para el
sox9. Las gonadas de individuos de 16 meses mostraron bajos niveles de
expresion general. Se pudo observar diversos niveles de expresion del dmrti,
sox9, cypl7al, star y ary de /h, que sugieren la sobre-expresidon en las
goénadas de los futuros machos. Los perfiles de expresion y los estudios
filogenéticos sugieren que estos genes son reguladores potenciales del

desarrollo de los testiculos en el esturion siberiano.
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Introduccién

Caracteristicas generales del modelo elegido

El esturidn siberiano es un pez que forma parte del grupo mas grande y
diverso de vertebrados, con cerca de 28.000 especies reconocidas hasta el
momento (Nelson 2006). Este grupo incluye los peces sin mandibula (mixinos,
lampreas), los cartilaginosos (tiburones, rayas) y los peces 6seos (celacanto,
peces pulmonados y los peces con aletas radiadas). Estos ultimos representan
mas del 95 % de todas las especies de peces vivos y practicamente el 50 % del

total de vertebrados existentes (Volff 2005).

TELEOST FISHES
RAY-FINNED FISHES
BONY VERTEBRATES

VERTEBRATES M
T . €O
Takifugu rubripes
Channel catfish m——— - < “ b *
Ictalurus punctatus - i) .b"' -u Nile tilapia
Tetrapods Rainbow trout _ Oreochromis niloticus  pyay tieh
Lungfishes Oncorhynchus mykiss Sp::grfgi;ﬁEn Xiphophorus maculatus
Hagfishes Coelacanth Tetraodon nigroviridis 'm
Lampreys Sturgeons ﬁﬁ ” Three spined .@ 5 -
ichi Zebrafish L i [ 4 Medaka
Sharks Bichirs Da h Atlantic salmon stickleback Oryzias lati
Rays | j rerio Salmo salar Gasterosteus aculateus | pfrican cichlids | ©7¥2/as latipes
| >
560 MYAT450 MYA T 110-160 MYA 60-80 MYA
530 MYA  Tetraploidization Tetraploidization Genome
300-450 MYA 25-100 MYA compaction
Rediploidization Rediploidization 20-30 MYA
2 2

Figura 1.- El linaje de los peces. Tomado de Volff, J. N. 2005.

Adicionalmente, ofrecen una ventaja importante para la definicién de la
interfaz organismo-medio ambiente y las respuestas a los factores de estrés

natural o antropogénico (Cossins y Crawford 2005).
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El atractivo principal de este grupo es su extraordinaria diversidad

morfoldgica, ecoldgica, comportamental y genética, asi como otros aspectos de
su biologia (Devlin y Nagahama 2002). Esta variedad se ve reflejada también
en su reproduccién, incluyendo gonocorismo, hermafroditismo y unisexualidad
(Devlin y Nagahama 2002; Strissmann y Nakamura 2002; Penman y Piferrer
2008). A diferencia de los mamiferos, poseen una gran plasticidad en su
genoma Yy la determinacidon genética de su sexo es muy labil debido a la
influencia no sélo de factores hormonales, sino también de factores sociales y
ambientales. Su cerebro no posee mecanismos que permitan tornar irreversible
su sexo al inicio de su desarrollo (Le Page et a/. 2010). El fendmeno de
plasticidad se visualiza mejor en la gdénada adulta de algunos peces que
cambian espontaneamente de machos a hembras (peces protandricos, como la
Dorada — Sparus aurata — y todas las especies de peces payaso — Amphiprion
sp. -) o de hembras a machos (peces protdginos, como el pez Luna -

Thalassoma lunare —) (Devlin y Nagahama 2002).

Figura 2.- En la fotografia de la izquierda, Amphiprion ocellaris (Pez payaso), un pez
protandrico y en la de la derecha, Thalassoma lunare (Pez luna), un pez protdgino.

Recientemente, se ha constatado la supra-regulacion temprana de Gsdf

en Halichoeres trimaculatus, un pez protdgino, durante las primeras etapas de
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su reversion sexual. Esta expresion se ubica en la periferia de su lamela
ovarica, concretamente en las células soporte que rodean a las células
germinales goniales y a las células espermatogénicas originadas a partir de
éstas (Horiguchi et a/. 2013).

En todos los casos de hermafroditismo secuencial descritos
anteriormente, los individuos que cambian su sexo mantienen su fertilidad, a
diferencia de lo que ocurre en los casos anormales de mamiferos (Capel y
Tanaka 2013).

Los enfoques moleculares actuales sobre la organizacion y evolucion
génicas han arrojado luz sobre muchas cuestiones evolutivas que explican, en
parte, esta gran variabilidad. En ese sentido, el andlisis de los datos del genoma
del pez Fugu (Fugu rubripes) sugiere un evento de duplicacion temprano de
todo el genoma en la evolucion de los peces con aletas, probablemente antes
del origen de los teledsteos (Christofells et a/. 2004). Por otro lado, se ha
confirmado recientemente que todos los vertebrados experimentaron dos
rondas de duplicacién global de su genoma (WGD, por su sigla en inglés) al
principio de su evolucidn, pero los peces teledsteos experimentaron una tercera
ronda adicional acontecida hace 320 — 400 millones de afios en un antepasado
comun, pero luego de su divergencia de un ancestro comun con los
actinopterigios no-teledsteos (entre los que se encuentra nuestro modelo de

estudio) (Sato y Nishida 2010).
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Caracteristicas especificas del modelo eleqgido

Los esturiones son considerados por la comunidad cientifica como
verdaderos “fdsiles vivientes” ya que pertenecen al antiguo super orden de los
Chondrostei de la clase Osteichthyes (Bemis et al. 1997).

Las formas mas ancestrales se remontan al Periodo Jurasico (entre 130 y

195 millones de afios atras) (Figura 3).

Figura 3.- Fosil antiquisimo de esturién (periodo Jurasico) hallado en la Provincia de Liaoning
(China). http://infinitecreature.hubpages.com/hub/The-Sturgeon-of-the-World

Las formas actuales son muy similares a las del Periodo Cretacico Tardio

(entre 65 y 100 millones de afios atras) (Figura 4).

Figura 4.- Fosil 3D de esturion (periodo Cretacico Tardio) hallado en la Provincia de Montana
(EEUU) (Grande y Hilton, 2006).
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Su genoma tetraploide posee 250 cromosomas (2n) (Fontana 1994) y se
ha identificado en varias especies un sistema de determinacion sexual del tipo
ZZ/ZW (hembras heterogaméticas), como en el caso de Acjpenser
transmontanus (Van Eenennaam et al. 1999), Huso huso (Omoto et al. 2005),
Acipenser brevirostrum (Flynn et al. 2006) y Acipenser baerii (Fopp-Bayat

2010).

Clasificacion taxondmica: Reino: Animalia; Phylum: Chordata; Clase:

Actinopterygii; Orden: Acipenseriformes; Familia: Acjpenseridae; Género:

Acipenser; Especie: baerii baerii Brandt 1869

Figura 5.- Ejemplar de Acijpenser baerii Brandt, 1869
http://www.biolib.cz/en/taxon/id100201/

Estos peces poseen 5 filas de placas en el cuerpo, con una boca de
posicion infera y protruible con 4 barbas anteriores. No poseen espinas y si un
cartilago central. Son peces muy longevos, pudiendo alcanzar los 4,2 m, con un
dorso pardo negruzco, un vientre blanco y una cola heterocercal.

Se trata de especies de agua dulce, aunque dentro de esta familia

existen especies marinas anadromas (migran al agua dulce para reproducirse).
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Su alimentacidn es bentdéfaga (organismos que viven sobre el fondo o
enterrados), fundamentalmente crustaceos y moluscos (Rodriguez, M.

www.dinara.gub.uy). Todas sus especies son unisexuales, el intersexo es

escaso y su gametogénesis es, por lo general, similar. Las hembras presentan
un desarrollo grupal sincronizado de sus ovocitos, con distintos agrupamientos
de foliculos vitelogénicos y pre-vitelogénicos (Hurvitz et a/. 2005).

El caviar proveniente de los ovarios (que alcanzan, en muchos casos, el
10 % del peso del animal), hace que estos peces posean una gran importancia

comercial en el mundo. De acuerdo al Departamento de Agricultura de los

Estados Unidos (USDA, http://ndb.nal.usda.gov/ndb/foods/show/4369), una
cucharada de caviar aporta el requerimiento adulto diaria de vitamina B-12,

aunque también es alta en colesterol y sal. 1 cucharada de caviar (16 g)

contiene:
v' Calorias: 42 g v’ Proteinas: 3,94 g
v Grasas: 2,86 g v Sodio: 240 mg
v Carbohidratos: 0,64 g v Colesterol: 94 mg

La composicidn quimica de las huevas del esturién blanco de cria
(Acipenser transmontanus), alimentados con dos dietas experimentales con
diferentes fuentes de lipidos dietéticos, mostré que el contenido en acidos
grasos fue practicamente constante en todos los casos (Caprino et a/. 2008).

Tanto el caviar (Figura 6) como la carne que se extrae de las hembras son muy
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apreciados en el mercado internacional (Europa, Estados Unidos), contando con

un alto precio de comercializacion.

Figura 6.- Caviar de la Empresa “Esturiones del Rio Negro” (Uruguay)
http://tipsfamilia.com/2009/07/13/caviar-de-uruguay/

A nivel nacional, se elabora una crema antiarrugas con caviar Ossetra

uruguayo.

"‘.n"

CREMA

~Antiarrugas « A

-
4 -

Some Yo e

CREMA DE  AVIAR

Figura 7.- Crema de caviar http://www.matiasgonzalez.com
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Figura 8.- Sello y matasello de Correos del Uruguay sobre productos de exportacion uruguayos
(Empresa Esturiones del Rio Negro S.A.) http://www.correo.com.uy
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Durante su evolucion, las multiples duplicaciones de su genoma podrian
explicar su elevada resistencia a las mutaciones perjudiciales, ya que es
probable que posean varias copias funcionales de cada gen
(Blacklidge y Bidwell 1993). Esto hace que sus caracteristicas primitivas se
hayan mantenido a lo largo de aproximadamente 200 millones de afos, a pesar
de los grandes cambios que ha tenido el medio ambiente (Baker et a/ 2005;
Asadi et al 2006) y que muchas de sus caracteristicas bioquimicas vy

moleculares difieran sustancialmente de la de los teledsteos.

Acuicultura de los esturiones en el mundo

Los esturiones se hallan naturalmente distribuidos a lo largo de las
costas de los océanos Atlantico y Pacifico, en el mar Mediterraneo y Negro y en
varios rios, lagos y mares interiores (Dettlaff ef a. 1993). La disminucidn
alarmante de sus poblaciones en los habitats naturales, principalmente en el
mar Caspio, debida a varios factores tales como la sobrepesca, la caza furtiva,
la produccidn de caviar, la destruccion de sus lugares naturales de desove, la
construccion de represas y la polucién de las aguas, ha llevado a la Convencion
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES, por su sigla en inglés) a declarar a todas las especies de
esturién protegidas ante la explotacion excesiva (Anonymous 2002). Por lo
anteriormente expuesto, varias especies de este pez han sido introducidas en
acuicultura en todo el mundo, especialmente en Europa. El esturion blanco

(Acipenser transmontanus) y el esturion siberiano (Acipenser baerii) son las
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especies que mejor se han adaptado a este tipo de cultivo y, por ende, son las
mas estudiadas al respecto. Un severo problema que se presenta en el manejo
de las hembras de estos peces primitivos es la maduracion lenta y asincrénica
de sus ovarios. Como ejemplo, se puede citar que la mayoria de los machos del
esturion blanco (Acipenser transmontanus) maduran a la edad de 4 afos,
mientras que las hembras alcanzan su madurez sexual entre los 6 y 12 afos de
edad y poseen ciclos ovaricos bianuales (Doroshov et a/. 1997).

En el esturion siberiano por su parte, se constatd mediante la
observacion histoldgica de su desarrollo temprano y de su diferenciacion
gonadal, que dos tipos de gdnadas son distinguibles a los 210 dph (dias post
eclosidn por su sigla en inglés: “days post hatching”) (Tian et a/. 2010). En un
articulo reciente, se las logra distinguir a los 115 dph. La actividad meidtica se
observd en los ovarios a los 197 dph, mientras que, en los testiculos, las
primeras divisiones meidticas se observaron mucho mas tarde, a los 439 dph y
sblo en algunos ejemplares siberianos (Rzepkowska y Ostaszewska 2013).

En Uruguay, el esturidn siberiano (Acijpenser baerii) es la Unica especie
cultivada con éxito. De hecho, Uruguay posee la primera y Unica marca de
caviar del Hemisferio Sur, a la que muchos chefs del mundo le han reconocido
su calidad (Suplemento £/ Empresario, diario El Pais, 19 de Julio de 2013).
El mapa que se muestra en la préxima pagina esta construido a partir de datos
estadisticos proporcionados por la FAO (Figura 9). Las actividades de
acuicultura de esta especie también se dan en otros paises, tales como la
Federacidon Rusa, Italia, Alemania, Polonia, Espafia, los Estados Unidos, China,

Bélgica y Hungria. Sin embargo, la produccion en estos casos esta incluida en la
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categoria estadistica de la FAO denominada “esturién nep”, debido a que los
paises anteriores no indican exactamente la especie cultivada y porque parte de

la produccion proviene de hibridos.

Figura 9.- Pricipales paises productores de Acjpenser baerii. (FAO Fishery Statistics, 2005)

Determinacion sexual en diferentes modelos

En primer lugar, debe mencionarse que en nuestro modelo no se conoce
el gen determinante del sexo, ni los mecanismos moleculares involucrados en la
decision de tomar una via de diferenciaciéon masculina o femenina por parte de
las gdnadas. El conocimiento del gen determinante del sexo, permitiria el
sexado genético temprano y la seleccidon de las hembras y la eliminacién de los
machos en el cultivo.

Paralelamente, los intentos para estudiar su ginogénesis no han tenido
éxito hasta el momento en el mundo (Williot 2011). La determinacion sexual

surge del evento genético o ambiental por el cual se establece el sexo de un
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individuo en una decision binaria simple (Piferrer 2013). Constituye el evento
disparador de la diferenciacion sexual, eje central del presente trabajo.
Hasta el momento, se han identificado sdlo cuatro genes reguladores

maestros del proceso (Capel y Tanaka 2013):

v’ Sry en mamiferos (Gubbay et a/ 1990; Sinclair et a/. 1990; Koopman
et al. 1991). Existen hallazgos muy recientes en este grupo que
establecen la existencia de determinantes del sexo no reconocidos
por el dogma clasico (Arnold et a/. 2013). Empleando al ratén como
modelo animal, concretamente a sus cuatro genotipos centrales (FCG,
por su sigla en inglés), se demostré que el complemento dado por los
cromosomas sexuales es independiente del sexo de las gdnadas. Los
ratones FCG incluyen ratones XX y XY con testiculos y ratones XX y
XY con ovarios. Los analisis realizados sobre estos modelos revelaron
diferencias sexuales en el peso y en la formacion de tejido graso. Los
ratones adultos gonadectomizados que poseen dos cromosomas X
muestran un incremento mayor de estas variables con respecto a
aquéllos que poseen un solo cromosoma, mas alld de su sexo
gonadal. Este efecto se ve reflejado también en diferencias sexuales
halladas en diversos tejidos y fenotipos, incluyendo muchas
enfermedades muy relevantes, entre las que se encuentran las
patologias autoinmunes, los defectos en el cerramiento del tubo

neural, la hipertension y las adicciones (Arnold et al. 2013).
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v' Dmrtl en aves. El modelo de dosaje-Z es el que impera (Smith et al.
2004; Smith et al. 2009). No obstante ello, los estudios recientes en
gallinas ginandroférmicas laterales (Figura 10), mas alla de que no
han podido elucidar el mecanismo de determinacion sexual aviar, han
demostrado que las células somaticas aviares poseen una
determinacion sexual auténoma y previa al tipo de gdnada
desarrollada y a las hormonas sexuales secretadas (Zao et al. 2010;
Barske y Capel 2010). Estos hallazgos desafian la vision clasica
(donde el fenotipo es determinado por las secreciones hormonales de
las gonadas) y deberian traer aparejado una definicion mas amplia

sobre la determinacidn sexual en general (Cutting et a/. 2013).

Derecha Izquierda

Figura 10.- Gallina ginandroférmica (*), donde el lado derecho posee rasgos
femeninos y el izquierdo masculino. Extraido de Zao et al. 2010.

* Fendmeno natural pero escaso en donde los individuos nacen con rasgos
masculinos en un lado y femeninos en el otro.
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v' dm-w en anfibios. Este gen identificado recientemente, a diferencia
del resto, determinaria el sexo femenino (Yoshimoto et a/ 2008,

Yoshimoto et a/. 2010; Yoshimoto et a/. 2011).

v’ dmy en peces teledsteos, concretamente en dos especies muy
cercanas de medaka (Oryzias latipes y Oryzias curvinotus) (Nanda et
al. 2002; Matsuda et al. 2002; Matsuda et a/. 2003; Kobayashi et al.

2004; Tanaka et al. 2007; Matsuda et a/. 2007; Otake et a/. 2010).

Afortunadamente, en el lapso de un ano y medio, se han descubierto

varios candidatos potenciales para regular este proceso en peces:

v’ amhy, gen paralogo a amh, implicado en el desarrollo testicular del
pejerrey patagonico (Odontesthes hatcheri) (Hattori et al. 2012). Este

gen codifica para la hormona anti-Mdlleriana.

v’ amh-R-Y, amr-R ligado a Y, descubierto en el Fugu (Fugu rubripes)
gracias a un polimorfismo de un nucleétido en el receptor de la amh que
establece la diferencia entre un amh-R y un amh-R-Y. (Kamiya et al.

2012).

v' gsdfY, descubierto en el medaka Oryzias luzonensis, codifica para un
factor de crecimiento y no para un factor de transcripcion ni para una
hormona, provocando la pérdida de la expresion de dmy (Myosho et ai.

2012). Se presume que adquirié una nueva funcionalidad y comenzo a
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actuar como gen determinante del sexo, quedando ligado al cromosoma

Y (Marshall-Graves 2012).

v' SDY, descubierto en las truchas y salmones (Yano et al. 2012). Se trata
de un gen que aparece a partir del truncado de un factor del sistema

inmune (IRF9).

Mas alld de este panorama promisorio, lamentablemente, los intentos
realizados durante mas de 10 afios para descubrir el/los gen/es determinante/s
del sexo en nuestro modelo han sido infructuosos (Wuertz et al. 2006; Mc
Cormick et al. 2010; Keyvanshokook and Gharaei 2010; Yarmohammadi et al.
2011). Los autores concluyen que los estudios de genética clasica y molecular
han sido infructuosos y que la esperanza de identificar el gen determinante del
sexo se encuentra en estudios de transcriptdmica aplicados en godnadas
embrionarias. De hecho, ésta es la estrategia que se utilizd para identificar el
gen determinante del sexo en los salmoénidos (Yano et a/ 2012). Nuestro
equipo de trabajo ha comenzado a investigar este tema y va a emplear la
transcriptdmica aplicada a gonadas embrionarias del esturidn siberiano.

Por otra parte, tampoco se cuenta con un conocimiento profundo acerca de
su diferenciacién gonadal, que, de acuerdo a Bull (1983), describe los diversos
mecanismos moleculares, genéticos y fisioldgicos que producen un macho o
una hembra a partir de un cigoto de genotipo dado y padres en un ambiente
dado.

Paralelamente, no se ha logrado obtener de nuestra especie poblaciones

monosexo, hi marcadores moleculares sexuales definidos. El control del sexo
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para la produccién de poblaciones monosexo hembra exige el conocimiento de

los mecanismos que controlan la diferenciacion gonadal.

Aun no se conoce en qué momento se da la diferenciacién molecular de
la génada de esta especie en el Uruguay, ni cuales son los mecanismos que
conducen a la diferenciacion hacia el ovario o hacia el testiculo.

No obstante ello, se empled un grupo de animales de 16 y 18 meses con
baja tasa de crecimiento y que, paralelamente, comenzaban a mostrar los

primeros signos de diferenciacion gonadal, a pesar de su edad avanzada

(Figura 11).
16 — 18 meses 3 anos
l | // | |
| 7/ | |
4 — 7 dpf 10 — 13 dpf 1 Ovarios
|
8 Primera | Testiculos
\S & alimentacion |
B - 18 — 19°C
% [ |
w ‘°_°| I
|
|
4_._._ _ ___>

GONADAS EN EL PERIODO
DE PERI-DIFERENCIACION

Figura 11.- Periodo de diferenciacion sexual morfologica de los esturiones siberianos
analizados en este trabajo.

Su posicidon evolutiva, en la base de los tetrapodos, sugiere que su
proceso de diferenciacion seria relativamente ancestral en los vertebrados. Si a
esto se le suma el interés econdmico natural que posee la especie, resulta

relevante su estudio a nivel molecular.
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Eleccion de los genes marcadores estudiados

Las vias subyacentes a la determinacidn sexual se encuentran, en
general, altamente conservadas. La similitud estructural de los testiculos y
ovarios a través de los vertebrados, condujo a la idea de que el transito desde
el primordio bipotencial al testiculo u ovario tendria caminos similares (Piferrer
y Guiguen 2008).

Sin embargo, los genes implicados en la diferenciacién del testiculo y
ovario se expresan en un orden diferente en algunas especies (Cutting et al.
2013). Por ejemplo, en la via masculina, el rol clave que posee sox9 en el
desarrollo testicular de mamiferos es la activacion de amh. Sin embargo, amh
se expresa mas temprano que sox9 en los embriones de aves, por lo que la
activacion anterior no se presenta en el sistema aviar, aunque sox9 podria
suprarregularlo (Cutting et al. 2013). Asimismo, un gen paralogo de amh
(amh-Y) podria estar implicado en el inicio de la cascada de determinacion del
sexo en el pejerrey patagonico (Odontesthes hatcheri) (Hattori et al, 2012).

En la via femenina, existe una gran diferencia en el requerimiento de
estrégenos para la diferenciacion del ovario entre las especies. En las especies
ponedoras de huevos, cypl9al es clave en el desarrollo de la corteza gonadal
exterior de los embriones, con fox/2 mediando probablemente su activacion.
Esta via no se encuentra en los embriones de ratén, un mamifero placentario
(Cutting et al. 2013).

Los ejemplos anteriores ilustran la plasticidad en la ubicacion de los

genes en la cascada de diferenciacion sexual. Este orden distorsionado de
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expresion se encontrd también al comparar la expresidon de cinco genes de la
via de diferenciacion sexual (wt1, sf1, daxl, sox9y cyp19al) en el desarrollo
embrionario de machos y hembras de nueve vertebrados amniotas, incluyendo
especies GSD y ESD (Valenzuela et al. 2012).

No obstante todo lo anterior, la mayoria de los genes que integran esta
red regulatoria es comun a todos los vertebrados; en ese sentido, se ha logrado
identificar varios de ellos en la via de diferenciacién gonadal de los mamiferos
(Brennan y Capel 2004; Piferrer y Guiguen 2008; Herpin y Schartl 2011).

En peces, el principal factor determinante del sexo es aln desconocido
para la mayoria de las especies y no es posible sexarlos en etapas tempranas
del desarrollo. Por ello, en algunas especies se ha podido contar con
poblaciones monosexo con estudios genodmicos y transcriptdmicos completos,
permitiendo asi el estudio de los cambios en la expresidn génica gonadal antes
de que su género sea expresado a nivel morfoldgico (Berbejillo et al. 2012).

La sobre-expresion de algunos genes antes de la diferenciacion
morfoldgica sexual de las gonadas fue descripta también para algunas especies
de teledsteos (Guiguen et al. 1999; Marchand et a/. 2000; Guan et al. 2000;
Yokoi et al. 2002; Zhou et al. 2003; Wang et al. 2004; Yoshinaga et a/. 2004;
Nagahama 2005; Baron et al. 2005; Vizziano et al. 2007; Wang et al. 2007; Ijirii
et al. 2008; Lareyre et al. 2008; Shibata et a/. 2010; Yano et al. 2011). Estos
estudios demostraron que la diferenciacion testicular era precedida por una
clara sobre-expresiéon de algunos genes que codifican para factores de
transcripcion de las células de Sertoli, entre los que se encuentra dmrti, sox9,

nrobl o daxl, y tbxI (Marchand et a/ 2000; Guan et al 2000; Yokoi et al.
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2002; Zhou et al. 2003; Vizziano et al. 2007; Yano et al. 2011), de algunos
factores de crecimiento como amh 'y gsdf (Yoshinaga et al. 2004; Baron et al.
2005; Vizziano et al. 2007; Lareyre et al. 2008; Shibata et a/. 2010) y de ciertos
marcadores de células esteroidogénicas, como es el caso de Sf71 (Wang et ai.
2007).

Por otro lado, en algunas especies de peces teledsteos, la diferenciacion
de las células de Leydig ocurre antes de la diferenciacion testicular con una
sobre-expresion y/o activacion de enzimas y factores que controlan la sintesis
de esteroides (Vizziano et al. 2007; Blasco et al. 2013). Sin embargo, en tilapia,
se constatd que la capacidad de sintetizar esteroides aparece luego de la
diferenciacion testicular (Ijirii et a/. 2008). En peces primitivos como el esturion,
el rol de los esteroides en su diferenciacion gonadal no es aun conocido.

De todos modos, los esteroides enddgenos han sido aceptados como
marcadores relevantes de la diferenciacion gonadal de vertebrados que no
pertenecen a los mamiferos (Hayes 1998; Baroiller et a.. 1999, Pieau and
Dorizzi 2004; Smith y Sinclair 2004). Dentro de este grupo, se ha reportado una
cantidad creciente de informacidén sobre la importancia del gen cypi19al que
codifica a la enzima aromatasa, responsable de la conversion de andrégenos en
estrégenos, en la morfogénesis ovarica de peces teledsteos (Guiguen et al.
1999; Guiguen 2000; Govoroun et al. 2001; Devlin and Nagahama 2002;
Vizziano et al. 2007; Karube et a/ 2007; Piferrer y Guiguen 2008; Guiguen et
al. 2010).

Por otro lado, se ha reportado que los andrégenos per se podrian cumplir

un rol en la morfogénesis testicular en peces teledsteos. Desde el trabajo
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pionero de Yamamoto (1969), se ha mostrado que la administracion de
andrégenos promueve la masculinizacidn gonadal en estas especies (Hunter y
Donaldson 1983; van den Hurk y van Oordt 1985; Piferrer et a/. 1993; Guiguen
2000; Govoroun et al. 2001; Desprez et al. 2003) y en tetrapodos no-mamiferos
(Chardard et al. 2003). Asimismo, en el pejerrey (Odonthestes bonariensis),
especie que presenta una determinacién sexual por temperatura (TSD), los
andrégenos parecen cumplir un rol importante en la determinacion vy
diferenciacion testiculares. La 11-keto-testosterona se produce en etapas muy
tempranas del desarrollo de los testiculos, siendo posiblemente uno de los
principales mediadores de la masculinizacion inducida por el tratamiento de
temperatura a nivel de las gonadas (Blasco et a/. 2013).

Este panorama global ha permitido reunir suficiente informacion para la
eleccion de los genes reguladores del desarrollo gonadal en nuestro modelo.
Debe sefalarse que lo ideal hubiera sido analizar y comparar la expresion de
todos los marcadores descritos en estos antecedentes. Sin embargo, la mayoria
de ellos no estaban disponibles en las bases de datos publicas cuando se
iniciaron los estudios para esta tesis. Parte de los mismos fueron caracterizados
aqui. Actualmente, los investigadores cuentan con el transcriptoma gonadal de
una especie muy relacionada con la del presente trabajo, el esturion del
Adriatico, Acipenser naccarii (Vidotto et. 2013).

A continuacion, se detalla el grupo de genes estudiado:

v' Factores de diferenciacion de células de Sertoli: dmrt1, sox9
v' Factores de diferenciacion de células de Leydig: cyp17, star

v' Otros: ar, igfl, Ih
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Su expresion se estudid en el periodo de peri-diferenciacion sexual asi
como en peces ya diferenciados. Debido a que el momento de la diferenciacion
sexual no estaba informado en las condiciones de crianza de esta especie en
Uruguay, la identificacién del desarrollo gonadal se llevd a cabo a través de

estudios morfoldgicos.

Antecedentes de los marcadores elegidos

El primer gen del presente trabajo se conoce como el factor de
trascripcion Dmrtl (Doublesex Maleabnormal-3 Related Transcription factor-I).
A nivel funcional, se ha constatado que es esencial para el mantenimiento de la
determinacion testicular y el sexo gonadal, luego de la eleccion fetal entre ratén
macho y hembra (Matson et a/. 2011). Su delecion en las células de Sertoli
conduce a la feminizacion, reprogramandolas en células del tipo granulosa
(Matson et a/. 2011). En los testiculos de otros grupos taxonémicos, también se
ha sido reportado su expresion, por ejemplo, en aves (Smith et a/. 2009), en
reptiles (Torres Maldonado et al. 2006), en anfibios (Sakata et a/. 2006) y en
peces teledsteos (Liarte et a/, 2007; Alam et al. 2008; Kobayashi et al. 2008;
Fernandino et al. 2008). En este Ultimo grupo, dmrt! es un importante factor
para la diferenciacién testicular, tanto para las células de Sértoli como para las
células germinales (Piferrer y Guiguen 2008; Raghuveer y Senthilkumaran
2009; Raghuveer et al. 2011). Paralelamente, se ha descrito también que
Dmrtl1 suprime la via femenina en las gonadas de tilapia y, posiblemente otros

vertebrados, reprimiendo la transcripcion del gen cypi19ai y la produccion de
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estrégeno (Wang et a/ 2010). La disminucidn de su expresion estaria
relacionada con la inversion del sexo en el pez protandrico besugo negro
(Acanthopagrus schlegeli) (He et al. 2003). Con respecto a nuestra especie de
interés, la expresion de dmrtl ya ha sido estudiada en goénadas de ciertas
especies de esturion, habiéndose demostrado que es dimorfica en el esturion
de lago, Acjpenser fulvescens (Hale et al. 2010). Sin embargo, no mostrd
dimorfismo sexual en el esturidn nariz de pala, Scaphirhynchus platorynchus
(Amberg et al. 2010).

El segundo gen que se pretende estudiar en esta tesis es el factor de
transcripcion Sox9 (gen 9 conteniendo al SRY-box). A nivel funcional, sox9
posee un rol crucial en la diferenciacién de las células de Sertoli. Luego de la
expresion de Sry, es uno de los genes que se activa mas temprano en las
células de pre-Sertoli de mamiferos y, por lo tanto, posee un rol clave en la
diferenciacién sexual de los mamiferos (Bowles y Koopman 2001; Brennan vy
Capel 2004). En particular, participa junto a FGF 9 en un mecanismo de
retroalimentacién positiva para que la formacidon de los cordones testiculares y
la diferenciacion de las células de Leydig ocurran sincronizadamente a lo largo

de toda la cresta genital, desde la region central a los polos (Figura 12).
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) _ . S0X9 expression in a positive of S0X9 expression by FGF9
ii) 3RY induces SOX3 axprassion feedback manner
in the center viii) Synchronized testis cord formation

v) Rapid diffusion of center-derived
FGF9 signals toward poles

vi) Rapid establishment of high-level
S0X9 expression in poles

throughout a AP axis
iii) $0X9 induces FGFY expression

Figura 12.- Mecanismo de retroalimentacion positiva entre sox9 y FGF 9.
(Tomado de Harikae et al. 2012).
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Las sefiales de FGF 9 son probablemente secretadas desde la region
central, rapidamente se difunden hacia los polos y alli, inducen la expresion de
sox 9en las células de Sértoli (Harikae et a/. 2012).

No obstante todo lo anterior, algunos autores afirman que sox9 es
dispensable para la diferenciacion testicular, luego que ocurre la determinacion
sexual (Barrionuevo et a/. 2009).

El trabajo pionero en peces teledsteos fue realizado en la trucha arco iris
(Takamatsu et al 1997). Posteriormente, se identificaron dos genes en el pez
cebra: sox9ay sox9b (Chiang et al. 2001). Este mismo patron de duplicacion
génica se hallé en otros peces teledsteos, como el pez espinoso (Gasterosteus
aculeatus) (Cresko et al. 2003), la anguila de los campos de arroz (Monopterus
albus) (Zhou et al. 2003) y el bagre (Clarias gariepinus) (Raghuveer et al.
2010). En el salmon del Atlantico (Salmo salar), se detectd su expresion varias
semanas antes de una diferenciacion morfoldgica discernible de la génada (Von
Schalburg et al. 2011). Sin embargo, no se observd ninguna evidencia de ella
en esturiones (Hett et al. 2005). En pejerrey (Odonthestes bonariensis) y en
medaka, sox9 fue propuesto para estar involucrado en la formacion de la
estructura testicular, pero no en su diferenciacion (Nakamoto et a/. 2005;
Blasco et al. 2010). En la trucha, los paralogos de sox9 (sox9al, sox9a2) no
expresaron completamente su dimorfismo sexual (Vizziano et al. 2007),
sugiriendo que no son esenciales para la diferenciacion testicular.

Estos resultados ambiguos no son alentadores para conocer la funcién de

Ssox9 en peces pero sugieren que su expresion puede sufrir modificaciones en la
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diferenciacién gonadal de las distintas especies; por ende, ha sido elegido para
estudiarlo en este trabajo.

El tercer gen en estudio, /gfi, codifica para una hormona peptidica que
posee una estructura molecular similar a la de la insulina (Le Gac et al. 1996).
Se la conoce como el factor de crecimiento insulinico de tipo 1 (Igf-1) y juega
un rol importante en el crecimiento infantil y posee efectos anabdlicos en los
seres humanos adultos. Los humanos deficientes en Igf-1 presentan alturas
disminuidas. Este sindrome se lo conoce como Sindrome de Laron (Laron et al.
1966) y es tratado con Igf-1 recombinante. De hecho, un analogo sintético de
Igf-1, la mecasermina, es empleado para el tratamiento de esta afeccion
(Rosenbloom 2007; Keating 2008).

La produccidon de Igf-1 se da principalmente en el higado como una
hormona enddcrina, asi como en tejidos blancos de forma paracrina/autocrina y
es el mediador principal de los efectos de la hormona de crecimiento (GH). Se
une, al menos, a dos receptores de superficie celular: el receptor de Igf-1
(IGF1R) y el receptor de insulina. Actualmente, es ampliamente aceptado que la
sefalizacién a través de la via de los receptores insulina/Igf-1 contribuye
significativamente al proceso de envejecimiento bioldgico en muchos
organismos. Esta linea de investigacion se desarrolld con el trabajo pionero del
laboratorio de Cynthia Kenyon en el nematodo rabditico Caenorhabditis
elegans, quien demostré que las mutaciones en el gen daf-2, que codifica para
el receptor unificado insulina/Igf-1 del gusano redondo, podria duplicar su vida
util (Dorman et al. 1995). Con posterioridad a los primeros trabajos de Kenyon,

las mutaciones que reducen esta via han demostrado desacelerar el proceso
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degenerativo de envejecimiento y extender la vida util en una amplia gama de
organismos, desde Drosophila melanogaster, ratones (Bartke 2011) hasta, muy
probablemente, los seres humanos (Guevara-Aguirre et al. 2011; Pawlikowska
et al. 2008; Suh et al. 2008; Van Heemst et a/. 2005).

En lo que respecta a peces, se sabe que el sistema Igf-1 posee un rol
importante en la vitelogénesis. La transicion desde un ovocito previtelogénico
hasta un ovocito vitelogénico en crecimiento es una etapa critica para la
foliculogénesis en el esturidon y puede, muy a menudo, demorarse varios anos.
Los hallazgos previos en peces teledsteos mostraron que Igf-1 participa en los
procesos de diferenciacion de las células del foliculo del ovocito y la
esteroidogénesis ovarica /n vitro y, a su vez, permitieron descubrir en el
Acipenser ruthenus linnaeus un importante papel paracrino en la vitelogénesis
temprana, siendo identificado como un factor inductor de la vitelogénesis (VIF)
(Wuertz et al. 2007).

En peces machos, Igf-1 podria actuar como mediador de GH y GtHs en el
testiculo. Mas aun, se comprobd en las células testiculares de Oncorhynchus
mykiss que es un potencial regulador paracrino/autocrino dentro del
compartimiento espermatogénico y puede actuar directamente sobre las células
germinales para estimular su proliferacion (Perrot et a/. 1999). La expresion de
/gf1 no se habia explorado previamente en génadas de esturiones.

Los otros genes estudiados en esta tesis estan relacionados con la
produccién de esteroides y su receptividad en peces: cypl/, stary ar.

En lo que respecta a cyp 1/, se sabe que codifica para una enzima, la

17-hidroxilasa, que cataliza la conversion de los progestagenos en andrdgenos,
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en particular, la conversion de la 17-hidroxipregnelonona vy la
17-hidroxiprogesterona en  dehidro-epiandrosterona y adrostenediona,
respectivamente (Boron y Boulpaep 2009).

En el modelo de trucha arco iris que permite el empleo de poblaciones
monosexo genéticas, la produccion de cypi7 es tardia en los testiculos de los
machos (47 dpf) pero ocurre con anterioridad a la diferenciacion morfoldgica
(Vizziano et al. 2007). Sin embargo, su expresion en pez cebra no muestra
diferencias significativas temporales entre diferentes etapas del desarrollo, al
igual que en la carpita cabezona (Wang et a/. 2004). En la anguila campo de
arroz, cypl7 muestra un patron de expresion diferencial en las gdnadas. Su
expresion predominante en testiculo, en detrimento de la que presenta en
ovario y ovotesticulo, es consistente con el proceso de reversidon del sexo
natural. Estos hallazgos sugieren que cyp17 tendria un rol potencial importante
en la diferenciacién gonadal durante la reversidon sexual de esta especie (Yu et
al. 2003). Debe resaltarse que no existian antecedentes de la expresion de
cypl7en el esturidn, antes del presente trabajo.

El gen star, por su parte, codifica para una proteina de transporte de
esteroides (Christenson y Strauss 2000).

La produccion de las diferentes clases de esteroides depende de la
disponibilidad del sustrato inicial, el colesterol. El paso inicial de este proceso de
esteroidogénesis, la sintesis de pregnenolona a partir de colesterol, esta
catalizado por la enzima P450 scc (cythocrome P450 side-chain cleavage) que
esta situada en la membrana interna de las mitocondrias. El colesterol, en

peces teledsteos, es internalizado desde el citoplasma hacia la membrana
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interna de la mitocondria por una proteina transportadora de esteroles (Young

et al. 2005; Arukwe 2008) (Figura 13).
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Figura 13.- Mecanismo de accion del gen star (Tomado de Arukwe 2008).

En mamiferos, esta proteina fue aislada por primera vez en 1994 por el
equipo de investigacion de B. J. Clark y se la denomind StAR (steroidogenic
acute regulatory protein) (Clark et a/. 1994). En trucha arco iris, la expresion
relativa de star en testiculos en desarrollo alcanza un maximo entre los 50 y 55
dias post fertilizacién (dpf). Luego de este periodo, cae muy levemente, en
contraposicion a lo que sucede en los ovarios en desarrollo, cuya expresion
(menor a la de testiculo) cae bruscamente entre los 60 y 65 dpf y alcanza

valores muy bajos, por debajo del 5 % (Vizziano et a/. 2007).
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Por otro lado, el gen ar codifica para el receptor de andrégenos (AR), un
tipo de receptor nuclear que es activado por la unidon en el citoplasma de las
hormonas androgénicas testosterona o dehidrotestosterona (Lu et a/. 2006; Roy
et al. 1999). Los genes regulados por los androgenos son criticos para el
desarrollo y mantenimiento del fenotipo sexual masculino. Este receptor esta
intimamente relacionado con el de progesterona, de hecho, altas dosis de
progestina (progesterona sintética) pueden bloquearlo (Bardin et al. 1983;
Raudrant et a/. 2003).

Su funcién principal es la de unirse a sitios blanco que regulan la
expresion de genes que codifican diversas proteinas (Mooradian et a/, 1987).
Sin embargo, posee funciones adicionales que son independientes de la unién
al ADN (Heinlein et al. 2002). En algunos tipos celulares, la testosterona
interactla directamente con él, mientras que, en otros, la testosterona es
convertida por la accién de la enzima 5-alfa-reductasa a dehidrotestosterona,
un agonista aun mas potente para su activacion (Davison et a/. 2006). En
humanos, es codificado por el gen AR localizado sobre el cromosoma X en el
locus Xq 11-12 (Chang et a/. 1988; Trapman et a/. 1988). En la enfermedad de
Kennedy, la fisiologia neuronal estaria siendo afectada por la carencia del
mismo (Kennedy et al. 1968; Yu et al. 2006). El sindrome de insensibilidad a
andrégenos, conocido formalmente como la feminizacion testicular, esta
causado por una mutacion en dicho locus (Brown 1995). Estudios realizados en
ratones “knock-out” para AR han mostrado que es esencial también para el

desarrollo normal de la fertilidad femenina, siendo requerido para el desarrollo
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y funcionamiento integro de los foliculos ovaricos y de la ovulacion, trabajando
a través de mecanismos neuroenddcrinos e intra ovaricos (Walters et a/. 2010).

Con respecto a los peces, se sabe que el patrén de duplicacién del gen ar
es consistente con un evento temprano de duplicacion genémica global (WGD):
se identifico la presencia de dos genes, ar-a y ar-b, luego de la separacion de
los Acipenseriformes del linaje que llevd a los peces teledsteos, pero antes de la
divergencia de los Osteoglossiformes (Hoegg et al 2004). Tres eventos
especificos mostrarian la diversidad actual de los ARs en Actinopterigianos: (i)
WGD temprana, (ii) pérdida paralela de un duplicado en varios linajes y (iii)
neofuncionalizacion putativa del mismo duplicado en peces percimorfes,
ocurrida mucho tiempo después de la WGD (Douard et a/. 2008).

En otro orden, los disruptores enddcrinos quimicos pueden afectar los
procesos normales que dependen de las hormonas a través de numerosos
mecanismos, incluyendo la mimetizacién del ligando. La 17 B-Trembolona (TB),
un esteroide anabdlico, es un potente agonista de los receptores androgénicos,
empleado ampliamente como promotor del crecimiento en el ganado vacuno en
los Estados Unidos. Los estudios llevados a cabo con este disruptor enddcrino
en el pez mosquito han mostrado que, al igual que la metiltestosterona, induce
la masculinizacién de la aleta anal acompafiada de una supra-regulacion
transitoria de los receptores androgénicos en hembras adultas. También
promueve la diferenciacion de la aleta anal en un gonopodio en los alevines de
ambos sexos, estimula la espermatogénesis precoz en los testiculos de los
machos y la formacidon de ovotestis en las hembras (Sone et a/. 2005). Como

corolario de esta parte, debe sefialarse que este gen no habia sido evaluado
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hasta el presente trabajo, en las gdénadas de los esturiones durante su
desarrollo.

Finalmente, el gen /A codifica para la hormona luteinizante (LH), una
glicoproteina que posee dos subunidades, una alfa y una beta y que es
producida y secretada en los gonadétropos de la adenohipdfisis, bajo control de
la hormona hipotalamica GnRH.

Su estructura es similar a la de las otras gonadotropinas, como la
hormona foliculo estimulante (FSH), la hormona estimulante de la tiroides
(TSH) y la hormona gonadotropina coridnica humana (hCG).

Las gonadotropinas controlan los ciclos de reproduccién de los
vertebrados a través del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada.

Curiosamente, en los trabajos de transcriptdmica gonadal de truchas, se
ha descubierto la expresion de /4 en gonadas en vias de diferenciacién y la
sobreexpresion especifica en ovarios durante la primera meiosis de los ovocitos
(Baron et al. 2005). Tal resultado fue interpretado en su momento como un
posible factor anti-apoptotico.

No obstante ello, al no conocerse qué sucede especificamente con este
gen en el esturidn siberiano, se estudiara si se puede considerarlo como un
marcador masculino, al igual que al resto de los genes considerados en estos
antecedentes. A su vez, si bien se han desarrollado estudios de la diferenciacion
gonadal a nivel morfoldgico, no existen antecedentes sobre los mecanismos

moleculares de la misma en esturiones.
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Hipotesis de trabajo principal

Demostrar la presencia de una expresion diferencial de los genes
estudiados durante el periodo de diferenciacion sexual de la especie, con una

mayor expresion especifica durante el desarrollo gonadal masculino.

Objetivos y estrategia experimental

Obijetivo general:

Caracterizar molecularmente y estudiar la expresién de los posibles
genes marcadores del desarrollo testicular del esturidon siberiano, Acipenser
baerii.

Objetivos especificos:

Clonar y caracterizar las secuencias parciales de algunos de los genes
descriptos.

Estudiar la filogenia de todos los genes estudiados.

Estudiar su expresion en diferentes tipos de tejidos: testiculo y ovario,

cerebro, musculo, rifidn, higado y branquias.

El objetivo a largo plazo de este trabajo se centrara en el estudio
completo de los mecanismos moleculares que conducen a la diferenciacion
gonadal en el Acipenser baeriiy en la identificacion del gen determinante de su

sexo, mediante la aplicacion de técnicas de secuenciado masivo.
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Materiales y Métodos

Animales experimentales y muestreo

La investigacion que involucrd experimentos con animales, se realizd
conforme a los principios para el empleo y cuidado de animales de laboratorio,
y estuvo de acuerdo con la Ordenanza sobre Uso de Animales en
Experimentacién, Docencia e Investigacion Universitarias (Res. No. 11 del CDC
de fecha 21/12/1999 - Distr. Nro. 295/99 — Diario Oficial 21/2/00).

Los esturiones siberianos (Acipenser baeri)) fueron obtenidos del stock
de la empresa privada “Esturiones de Rio Negro”, situada en Baygorria
(Departamento de Rio Negro, Republica Oriental del Uruguay). Estos
ejemplares se mantuvieron a temperatura ambiente en tanques externos con
circulacién abierta.

Los peces fueron transportados en tanques de agua aireados de 1 m? al
Instituto de Investigaciones Pesqueras (IIP) de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de la Republica.

El periodo de aclimatacion se basd en la diferencia entre la temperatura
del agua del tanque y la temperatura del agua en las instalaciones
experimentales, tomando como referencia, una hora por cada grado de
diferencia. La manutencién de estos ejemplares se llevé a cabo durante 2
meses a temperatura ambiente, alimentandose ad /ibitum con 38% de
proteinas, siguiendo la dieta desarrollada por la empresa privada, con una tasa

de alimentacion de un 3% de su biomasa.
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Se emplearon diferentes lotes:

Un primer grupo compuesto por un macho y una hembra de 3 afos de edad.
Un segundo grupo de peces de 16 meses de edad con un largo de 70 (£7) cm
y un peso de 1228 (£165) g (n = 9).

Un tercer grupo de peces de 16 meses de edad con un largo de 37 (£5) cmy
un peso de 110 (£46) g (n = 7).

Un cuarto grupo de especimenes de 18 meses de edad con un largo de 40 (+2)
cm y un peso 150 (£37) g (n = 5).

Cada grupo fue mantenido en el mismo tanque. La diferenciacion de las
génadas a esta edad (entre 16 y 18 meses), tardia respecto a reportes
anteriores (Williot 2011), podria deberse al lento crecimiento observado en los
animales empleados. De cualquier manera, esto no afectd la identificacion
histologica del estado de desarrollo en el que se encontraba cada espécimen
seleccionado a la hora de comparar peces diferenciados con peces en el periodo
de peri-diferenciacion.

Los peces de 3 aflos mostraron una goénada bien diferenciada pero
inmadura. Para el analisis molecular y el clonado, se colectaron muestras de sus
testiculos y ovarios. Para validar el patron de expresion de los genes
estudiados, se recolectd también diferentes drganos: goénadas, cerebro,
musculo, higado, rifidn y branquias.

Para comparar entre peces ya diferenciados y peces en el periodo de
peri-diferenciacion, las gonadas de todos los ejemplares fueron evaluadas a
nivel microscopico. Una porcion de las gonadas removidas fue fijada en una

solucion de Bouin para los estudios histoldgicos y su seccion contralateral fue
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congelada en nitrégeno liquido y transferida a un freezer a -80°C hasta su

procesamiento ulterior.

En los peces de 16 a 18 meses de edad, se hallé individuos con gdnadas
no diferenciadas, otros con génadas que presentaban los primeros signos de
diferenciacién morfoldgica y otros con gdénadas ya diferenciadas a testiculos u
ovarios. Para las PCR cuantitativas, se analizé 7 gdnadas de peces de 16 meses
en el periodo de peri-diferenciacion y 5 génadas de peces de 18 meses en el
mismo periodo de desarrollo. Paralelamente, se estudid 5 ovarios y 4 testiculos
de peces de 16 meses.

Los animales experimentales fueron anestesiados en un bano de agua al
cual se le agregd una solucién alcohdlica de Eugenol al 10 % (v/v)
(concentracion final: 0,25 mg/L). Este soluto es una mezcla de diferentes tipos
de Eugenol (Eugenol fendlico, Isoeugenol y Metileugenol) que, al ser
completamente insolubles en agua, se disuelven en etanol al 95% (Harms
2003). Se logra con él tiempos de induccion mas rapidos y anestesia
consistente, en comparacion con otros farmacos de inmersion (Gomulka et al.
2008) (Bressler y Ron 2004; Detar y Mattingly, 2004; Sladky et a/ 2001), pero
sus periodos de recuperacién son mas prolongados (Akbulut et a/. 2011; Detar
y Mattingly 2004; Sladky et a/ 2001). Otras ventajas de este anestésico
incluyen su eficacia en un amplio rango de temperaturas, su amplia
disponibilidad, bajo costo y manipulacion segura (Bressler y Ron 2004; Detar y
Mattingly 2004).

Otros animales se sacrificaron por decapitacion siguiendo la guia

normalizada de cuidados de laboratorio de la UFAW (Handbook on the Care and
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Management of Laboratory Animals en http://www.ufaw.org.uk/pubs) y

regulaciones locales.

Extraccion de ARN y transcripcion reversa

Se realiz6 una extraccion de ARN total empleando un producto comercial
con base a Tiocianato de Guanidina y Fenol, Trizol Reagent (InvitrogenTM, Life
Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad de ARN
obtenida se cuantifico en un Nanodrop ND-1000 3.7.1 Thermo Scientific del
Instituto Pasteur de Montevideo y su integridad se analizd en un gel de agarosa
al 1 %. El ARN de cada una de las muestras se almacend a —80°C hasta su
posterior utilizacion.

La sintesis de ADNc se realizd con 3 pug de ARN total. El ARN fue
desnaturalizado en presencia de hexameros sintetizados al azar (Random
hexamers) (0,5 pg) durante 5 "y a 70°C, y para luego ser enfriado en hielo.

La transcripcion reversa (RT) fue llevada a cabo a 37°C durante 1 h,
utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega, Madison, WI) o
Superscript III RNAse H — minus (InvitrogenTM, Life Technologies), de acuerdo

a las especificaciones del fabricante.

Caracterizacion del ADNc y PCR en Tiempo Real

Como ya se menciond anteriormente, la mayoria de las secuencias

génicas relevantes del desarrollo gonadal de Acjpenser baerii no estaban
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disponibles en las bases de datos publicas. Por lo tanto, fue necesario
caracterizar los genes que se expresan durante el desarrollo gonadal temprano.

La posicidn filogenética del esturidon siberiano determina una divergencia
genética significativa en comparacién con otros peces y hace de la seleccion de
cebadores con homologia una tarea dificil (Berbejillo et a/. 2010). Por ello, los
cebadores heterdlogos empleados fueron disefiados basandose en regiones
ortélogas altamente conservadas de peces y tetrapodos, obtenidas a partir del
GenBank de NCBI. Fueron inferidas sobre la base de alineamientos de
secuencias utilizando los algoritmos de alineamientos de secuencias multiples
del ClustalW, incluido en el programa BioEdit (Hall 1999). Una vez disehados,
los cebadores se mandaron a sintetizar a "Integrated DNA Technologies”
(Estados Unidos).

Para amplificar los fragmentos de tamano esperado, se utilizé el ADNc de
testiculo de esturién siberiano. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
en un equipo ciclador Corbett Research Palm Gradienty en un volumen final de
20 pL conteniendo: 1 pL de ADNc, 2.5 pL de buffer de reaccion 10X, 2 pL de
MgCl, 50mM, 1 pL de una mezcla de los 4 dNTP 10 mM, 50 pmol de cada
oligonucledtido cebador y 1.25 unidades de Taq polimerasa. El programa del
ciclador consistiéo en 3" a 95 °C, 35 ciclos de amplificacion bajo las siguientes
condiciones: 95 °C por 40" ", la temperatura de annealing (tomando en cuenta
el T, de cada par de cebadores) por 1" y 72 °C por 1° como extension final.

Luego de realizar la electroforesis de la reaccion de PCR en un gel de

agarosa al 1%, los fragmentos del tamano esperado se purificaron empleando

Facultad de Ciencias 45 UdelaR



Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas Julio Berbejillo
Laboratorio FREP Afio 2013

el sistema comercial Concert Rapid Gel Extraction System (GibcoBRL, Life
Technologies), luego de visualizarlos con bromuro de etidio.

Posteriormente, los fragmentos purificados de ADN se enviaron al
Servicio de Secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo (Unidad de
Biologia Molecular) para ser secuenciados. Una vez conocida la secuencia, se
explord la misma en un programa de alineamiento (blast) para confirmar su
identidad.

Las secuencias con identidad confirmada se clonaron en el vector
pGEM®-T Easy (Promega) siguiendo los protocolos suministrados por el
fabricante. Se transformo luego células competentes High Efficiency JM 109 que
fueron crecidas en placas de agar con Ampicilina. Previamente, 100 pL de IPTG
10 mM y 20 pL de XGal 50 mg/mL fueron esparcidos sobre la superficie de
estas placas durante 30 minutos a 37 °C, lapso que permitié su absorcién en el
agar. Las colonias blancas se cultivaron en un medio liquido LB/ampicilina. La
conservacion de los cultivos se llevé a cabo almacenando a — 80°C 850 L de
cultivo en 150 pL de glicerol. EI ADN plasmidico se extrajo utilizando el método
de lisis alcalina para posteriormente ser secuenciado. Las secuencias clonadas
fueron empleadas posteriormente para la produccidn de ribosondas. Los
cebadores necesarios para realizar las qPCR fueron disefados en base a la
secuencia de los genes aqui caracterizados (dmrt1, cypl7al) y en secuencias

disponibles en GenBank (Tabla 1).
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Codigo de
Tamario
Nombre Simbolo acceso al Secuencia forward Secuencia reverse
pb
GenBank
androgen
ar TGAAGAAGATGAAGGGAGCAGAAGAT | TCTCCCCCAGTTCATTCAAGC 227
DQ388357.1
receptor
luteninizing
h AJ251656.1 CTGCAGAGAAGGAGGAATGT GCGAAGATCCTTATAGGTGCA 152
hormone
cytochrome
P450, family 17,
cyplial HQ026486, TCACACACTCCAGTATTGGTG CCATTCCTTTTCATCTGATG 141
subfamily a, ADM47436.1
polypeptide 1
doublesex and
mab-3-related HQ110106,
dmrt1 ADW80327 GGCCCAGGTAGCACTGAGGA GTTGTGGCTGGACAAACGGC 390 kb
transcription
factor 1
insulin-ike
igfl F1428828.1 AGCTGAGCTTGTGGACAC AAGCAGCACTCATTCACGAT 126 kb
growth factor I
SRY-box
containing gene
sox9 EU241882.1 AGCAGCAAAAACAAGCCTCA AGCTCCGCGTTGTGAAGAT 113 kb
9
steroidogenic
acute regulatory star FJ205610.1 CAGAAGTCAATCAGCATCCT TCAGCACCTTGTCTCCATTG 67 kb
protein
B-actin B-actin FJ205611.1 TATCCTGACCCTGAAGTACCC CTCATCGTACTCCTGCTTGCT

Tabla 1. Secuencias nucleotidicas de los primers empleados en las reacciones de PCR
cuantitativa en tiempo real y nimero de acceso al Gen Bank de todos los genes blanco. Los
simbolos y nombres de los genes estan de acuerdo a la nomenclatura de genes de zebrafish

(www. zfin.org).

La PCR en tiempo real (RT-PCR) fue llevada a cabo en el Laboratorio de
Genética Evolutiva de la Facultad de Ciencias empleando un equipo de Applied

Biosystems (ABI 7500) en muestras de 20 pL con 300 nM de cada primer y 5 pL
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de una dilucién 1:10 de la reaccién RT y el Master Mix de Sybr Green PCR
(Kapa Kit), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los pasos de
incubacion utilizados fueron los siguientes: etapa estacionaria (95 °C 57),
etapa de ciclado (95 °C 15" 7, 60 °C 1") durante 40 ciclos y etapa de curva de
“melting” o desnaturalizaciéon (95 °C 15°7, 60 °C 1", 95°C 30", 60 °C
1577).

La validez de la gPCR fue confirmada a través del analisis de las curvas
de melting, analizando los fragmentos amplificados en geles de agarosa y a
través de secuenciacion. Los valores del cociente de sistematizacién (SQ)
fueron calculados como se describid en Baron et a/ (2005) a partir de los
valores de Ct obtenidos. El gen constitutivo utilizado para normalizar los datos
fue el de la B-actina. La expresién relativa fue calculada como porcentaje del

nivel maximo de expresion encontrado para cada gen.

Histologia gonadal

Para los analisis histoldgicos, las gdénadas fueron fijadas durante 24
horas en una solucién de Bouin y almacenadas en una solucién acuosa de
etanol al 70 %. Luego, fueron deshidratadas, sumergidas en parafina, cortadas
en laminas de 5 pm y tefidas con hematoxilina de Regaud, Orange G y azul

anilina o hematoxilina y eosina Mayer (Gabe, 1968).
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Analisis filogenético

Los homdlogos de los genes de interés fueron buscados empleando
blastP en la base de datos Ensembl (www.ensembl.org/), uniprot
(www.uniprot.org/) y la base de datos no redundante (nr) del ncbi
(www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Las secuencias homdlogas encontradas fueron analizadas semi-
automaticamente para descartar secuencias redundantes y, de esa forma,
elegir especies representativas en grupos de interés. Las secuencias
extremadamente cortas o0 pobremente anotadas fueron descartadas
manualmente de los alineamientos de las secuencias proteicas generados con
Muscle v3.8.31 (Edgar 2004) (www.drive5.com/muscle). Los alineamientos de
las secuencias proteicas totales, asi como también las mayores filogenias estan
disponibles a demanda en la base de datos de peces (FB). Los analisis
filogenéticos fueron generados primero utilizando BION] (Gascuel 1997),
implementado en Seaview Version 4.2.12 (Gouy et al. 2010) (pbil.univ-
lyon1.fr/software/seaview.html). Los arboles simplificados fueron generados
con una seleccion de secuencias proteicas bien anotadas de especies
representativas de grupos taxondmicos clave. Las secuencias de A. baerii no
siempre cumplian con estos criterios, por lo tanto se empled en su lugar una
secuencia ortdloga de otra especie de esturion. Los arboles filogenéticos de
maxima verosimilitud fueron generados utilizando PhyML (www.atgc-
montpellier.fr/phyml/) (Guindon et a/. 2010) empleando JTT como un modelo

de sustitucidon y con su robustez calculada por 1000 réplicas de bootstrap.
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Analisis estadisticos

Se llevd a cabo el analisis comparativo de la expresion de cada gen para
machos y hembras. Ambos grupos de datos (machos y hembras) fueron
comparados y se comprobd que, para la mayoria de los genes (dmrti, ar, Ih,
cypl7, igfl), las varianzas no eran homogéneas, por lo que los resultados
fueron analizados empleando la prueba U de Mann-Whitney (Sokal y Rohlf
1995). Para el gen star, las varianzas si fueron homogéneas y los resultados
fueron analizados utilizando el test T de Student para muestras independientes

(Sokal y Rohlf 1995).
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Resultados

Caracterizacion y clonado de secuencias parciales de ADNc de

Acipenser baerii

Se logré caracterizar, por primera vez para Acipenser baerii, las
secuencias parciales de ADNc que codifican para dmrtl, cypl7al y ar (Figura

14).

850pb

ar 18§ d4o0pb
iy B

Figura 14.- Corridas electroforéticas de dmrtl1, cypl7aly ar.

En la figura 14, se observa los productos de amplificacion de dmrti,
cypl7al y ar del tamafo esperado en cada caso, obtenidos tras el diseno de
varios juegos de cebadores empleando alineamientos de secuencias de las
bases de datos. Dichas bandas fueron recortadas, purificadas y enviadas para
su secuenciacion. Se confirmo asi la identidad de los fragmentos.

Dos de ellos (dmrt1y ar) fueron clonados en plasmidos y utilizados en la

transformacion de células competentes High Efficiency JM 109.
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Luego de la purificacidon de estos plasmidos, se controld la integridad del

ADN plasmidico a través de una corrida electroforética, arrojando el siguiente

resultado (Figura 15):

dmrtl

ADN plasmidico

Figura 15.- Corridas electroforéticas del ADN plasmidico de ary dmrt1.

La secuencia parcial de dmrt1 de 536 pb fue depositada en el NCBI Gen
Bank con el nimero de acceso HQ110106 y muestra una elevadisima identidad
con las secuencias completas de las formas ST1 y ST2 de dmrtl de Acjpenser
transmontanus y una elevada identidad con la secuencia parcial de dmrtl de

Scaphirhynchus platorynchus (ver Tabla 2).

Numero de o -
Descripcion Identidad
acceso
Secuencia parcial del ARNm de dmrtl de A.
HQ110106.1 . 100 %
baerii
Secuencia completa del ARNm de la forma ST1
AY057061.1 99 %

de dmrt1 de A. transmontanus

Secuencia completa del ARNm de la forma ST2

AY057062.1 99 %
de dmrti de A. transmontanus

Secuencia parcial del ARNm de dmrt1 de

GQ403948.1 _ 93 %
Scaphirhynchus platorynchus

Tabla 2. Identidad de secuencias nucleotidicas de diferentes especies de esturién luego de

efectuado los alineamientos en el BLAST (Basic Local Aligment Search Tool).

La secuencia de cypl1/al de 474 pb fue depositada en el NCBI Gen Bank

con el numero de acceso HQ026486 y no muestra identidad con secuencias
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relacionadas de otras especies de esturion. Posee cierta identidad con

secuencias relacionadas de aves (ver Tabla 3).

NUmero de L, -
Descripcion Identidad
acceso
Secuencia parcial del ARNm de cyp1/al de A.
HQ026486.1 . 100 %
baerii
Secuencia completa del ARNm de ¢yp1/al ce
NM 001001901.2 77 %
Gallus gallus
Secuencia completa del ARNm (ovario
M21406.1 especifico) de gallina similar al citocromo 77 %
P450c17 de mamifero
Secuencia parcial del ARNm del citocromo P-
AB281617.1 o _ 76 %
450c17 de Coturnix japonica

Tabla 3. Identidad con secuencias nucleotidicas de diferentes especies de aves y del esturion

siberiano luego de efectuado los alineamientos en el BLAST (Basic Local Aligment Search Tool).

La secuencia de ar de 322 pb fue depositada en el NCBI Gen Bank con el
nimero de acceso HQ110107 y muestra una elevada identidad con la secuencia

completa de ar de Acjpenser rutenus x Huso huso (ver Tabla 4).

Numero de . :
Descripcion Identidad
acceso
Secuencia parcial del ARNm de dmrtl de A.
HQ110107.1 100 %

baerii

Secuencia completa del ARNm de arde A.
AB213020.1 96 %

ruthenus x Huso huso

Tabla 4. Identidad de secuencias nucleotidicas de diferentes especies de esturion luego de

efectuado los alineamientos en el BLAST (Basic Local Aligment Search Tool).
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Desarrollo Gonadal

En las condiciones de cria establecidas por el IIP, los peces de 3 afios de
edad (sexualmente diferenciados) continuaban, sin embargo, siendo inmaduros
(ovocitos blanquecinos en ovarios de hembras y machos no espermiantes).

Los peces juveniles, de 16 y 18 meses, fueron controlados por
microscopia.

El andlisis histoldgico de las gbnadas juveniles mostrd que un pez poseia
una génada no diferenciada, tanto a nivel morfolégico como histoldgico. Esta se
caracterizd por la falta de elementos que permitieran identificarlas como ovario
o testiculo. El tejido somatico no presentaba ningln ordenamiento en particular
que indicara el sexo de la génada, y solamente contenia gonias.

Siete de ellos, por su parte, mostraban los primeros signos de
diferenciacion morfoldgica hacia testiculo, con espermatogonias en forma de

cordon, tanto a nivel ventral como dorsal (Figura 16).

Figura 16.- Gonada con los primeros signos de diferenciacion morfoldgica hacia testiculo.
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Dos de ellos mostraban los primeros signos de diferenciacién morfoldgica
hacia ovario, con ovogonias a lo largo de la regidon ventral, organizadas en

cistos rodeados de células somaticas (Figura 17).

Figura 17.- Génada con los primeros signos de diferenciacién morfoldgica hacia ovario.

Por otro lado, siete de ellos, ya diferenciados a hembras poseian ovarios
que contenian ovocitos pre-vitelogénicos tempranos. Finalmente, cuatro peces,
ya diferenciados a machos, contaban con testiculos en los que se reconocia los
futuros tabulos.

El analisis anterior difiere de los datos reportados para otras especies de
esturion en los que la diferenciacion se produce a los 9 meses (Grandi y Chicca
2008) y esto puede deberse al retraso en el crecimiento de los animales con los
que se trabajo en el presente estudio.

Los ovarios ya diferenciados mostraron futuras lamelas llenas de
ovogonias (00) y unos pocos ovocitos pre-vitelogénicos (Pre-OV) (Figura 18,
ovario diferenciado I) u ovarios con una lamela ovarica llena de ovocitos

pre-vitelogénicos y grupos de ovogonias (Figura 18, ovario diferenciado II).
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Los testiculos ya diferenciados mostraron células somaticas (sc)
rodeando las espermatogonias (spg) y organizadas para formar los futuros

tubulos (Figura 18, testiculo diferenciado).

Figura 18.- Analisis histologicos de gdnadas de esturiones Siberianos juveniles. Células
germinales (gc), ovogonias (00), ovocitos previtelogénicos (Pre-ov), células somaticas (sc),
espermatogonias (spg). Escala: barra = 50 pm.
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Caracterizacion filogenética de dmrtl, cyplrzal, star, igfl, ar, Ih y

sox9 gonadales

La caracterizacion filogenética se llevd a cabo tanto para los genes
caracterizados por primera vez aqui (dmrtl, cypl7al, ar), como para los que
provinieron de secuencias de bases de datos publicas (star, igf1, /h, sox9).

La caracterizacién sobre dmrt! de esturiones siberianos mostré que es,
inequivocamente, ortélogo a todas las proteinas dmrtl encontradas en otras
especies de cordados (no se incluyen datos). No presenta ramas largas como
ocurre en tetrapodos o en especies de teledsteos (Figura 19A).

cypl7al también esta en una posicion filogenética basal respecto a los
tetrapodos y peces teledsteos, aunque la rama que conduce a los esturiones
presenta un valor de bootstrap muy débil. Nuevamente, la rama de los
esturiones es corta, cuando se compara a la de mamiferos (Figura 19B). Esta
caracteristica es aun mas fuerte para la proteina Star (Figura 19C).

Igf1 se encuentra en todas las especies de cordados y la posicién
filogenética de este gen en el esturion Siberiano (Figura 19D) esta de acuerdo
con la clasificacién de la especie.

Con una topologia similar a Zgf1, la filogenia del AR es consistente con la
clasificacion de la especie. La longitud de la rama de AR en esturiones es similar
a la de varios tetrapodos, a la de AR-A de peces teledsteos y hasta de tres
especies de condrictios (Figura 19E).

Los genes LH (ortdlogo a la LH de mamifero) en Acipenser, se ubican en

el arbol con las especies de tetrapodos y no con las de peces. Sin embargo, los
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valores de bootstrap de la rama comun entre tetrapodos y esturiones son

débiles, al igual que en la rama que lleva a los actinopterigios. Esto podria ser
una consecuencia de una atraccion de la rama larga al gen LA ampliamente
diferenciado que se encuentra en las especies de metaterios utilizadas aqui
(Figura 19F).

El gen sox9 de esturiones se separa en la base de los actinopterigios,

aunque el valor de bootstrap de esta rama también es muy débil (Figura 19G).
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Patrones de expresion en tefidos de peces inmaduros de 3 afios

El estudio cuantitativo a través de las qPCR en las gonadas de esturiones
siberianos inmaduros mostrd que dmrtl, sox9, cyplZal, star, ar, igfl y Ih
tienen una expresion diferencial en ellas, con una mayor expresion en testiculos
(Figura 20).

En lo que respecta a los tejidos somaticos, dmrtly cypl7al se expresan
en el cerebro, musculo, higado, branquias y rifdn, aunque esta expresion es
relativamente baja comparada con la que se presenta en gdnadas.

Por otro lado, sox9, ary /h presentan una mayor expresion en los tejidos
estudiados, con una expresion particularmente elevada en el musculo y cerebro
masculinos en comparacion con sus contrapartes femeninos.

El jgfi presentd una mayor expresion en el higado de machos y hembras
en comparacién con los otros tejidos estudiados, mientras que la expresiéon de

star resultd ser particularmente alta en rifiones.
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Expresion en tejidos de peces inmaduros
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Figura 20.- Expresion de transcriptos de dmrti, sox9, cypl’al, star, ar, Ih e igfl en tejidos
de esturiones siberianos inmaduros. Se realiz la gPCR en testiculos (T), ovarios (OV), cerebro
masculino (MB), cerebro femenino (FB), musculo masculino (MM), musculo femenino (FM),
higado masculino (ML), higado femenino (FL), branquias masculinas (MG), branquias femeninas
(FG) y rindn (K). La cuantificacion relativa fue realizada por normalizacion de los valores
relativos respecto a los del gen constitutivo de la B-actina. Se utilizd como 100 % el tejido con
mayor expresion.
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Expresion génica en gonadas de peces juveniles

Los marcadores de células de Sertoli y Leydig fueron estudiados en
gbnadas ya diferenciadas de peces juveniles. Entre los marcadores de células
de Sertoli, la expresién del ARNm de dmrt1 mostrdé un claro dimorfismo sexual,
siendo mayor (>200 veces) en machos que en hembras cuando las gdnadas
estaban recientemente diferenciadas (p<0.001); por el contrario, la expresion
de sox9 mostré no ser diferencial (Figura 21).

Los marcadores de células de Leydig estudiados, cypi/al y star,
mostraron un claro dimorfismo sexual; se encontrd que su expresion era mayor
en machos que en hembras en esta etapa (p<0.001) (Figura 21).

El gen que codifica para el receptor de andrdgenos (ar) también mostrd
una mayor expresion en machos (p<0.001).

El mismo resultado se observé en otros marcadores como /4 (p<0.001) e
igf1 (p<0.001), aunque estos genes presentaron un nivel de expresion menor

en comparacion con el resto de los genes estudiados.
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Expresion en gonadas diferenciadas
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Figura 21.- Los niveles de expresion de los transcriptos de dmrti, sox9, cypl7al, star, ar, Ihe
/gf1 fueron analizados a través de qPCR en muestras de génadas de hembras ya diferenciadas
(F1 a F5) y machos ya diferenciados (M1 a M4) de 16 meses. La cuantificacion relativa fue
realizada por normalizacion de los valores relativos respecto a los del gen constitutivo de la B-
actina. El nivel de expresion fue significativamente mayor en génadas masculinas que en las
femeninas para dmrtl (p< 0.001), ¢ypi7al (p< 0.001), star (p< 0.001), ar (p<0.001), /A
(p<0.001) e /gf1 (p<0.0001). No se halld diferencia en la expresion de sox9 entre génadas de
machos y de hembras.

Facultad de Ciencias 64 UdelaR



Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas Julio Berbejillo
Laboratorio FREP Afio 2013

Expresion génica en gonadas en el periodo de peri-diferenciacion de

peces de 16 meses y 18 meses

Dentro de este grupo de peces de 16 meses, debe sefalarse que la
expresion fue en general muy baja en todos los casos. El pez niUmero 4 (ver
Figura 22) tuvo una leve expresion mayor de dmrtl, sox9, cypl7al, star, ary Ih
en sus gonadas, mientras que los otros peces mostraron una expresion casi
nula de estos genes (Figura 22, peces 1, 2, 3, 5, 6, y 7).

Igf1 no mostrd el mismo comportamiento que los otros genes a los 16
meses (Figura 22).

En un segundo grupo de peces de 18 meses, dos animales mostraron
una elevada expresion de dmrtl, sox9, cypl7al, |h'y ar (Figura 23, peces
nimero 1 y 4), mientras que el resto de los animales presentaron una baja
expresion de esos genes (Figura 23, animales 2, 3y 5).

Los otros genes estudiados (star e igfl) no mostraron el mismo patron
de expresion.

El anadlisis histoldgico de las gbnadas de peces de 18 meses mostrd que
los peces numeros 1 y 4 eran machos presuntivos, el pez 2 mostrd una génada
indiferenciada y los peces 3 y 5 mostraron una gdénada con claros signos de

diferenciacion hacia ovario.
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Expresion en génadas en el periodo de peri-
diferenciacion de peces de 16 meses de edad
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Figura 22.- Los niveles de expresion de los transcriptos de dmrti, sox9, cypl7al, star, ar, Ihe
/gfl fueron analizados a través de qPCR en muestras de gdnadas en el periodo de peri-
diferenciacion de peces de 16 meses. Cada nimero (1 a 7) corresponde a la gdnada de un pez
individual. La cuantificacion relativa fue realizada por normalizacion de los valores relativos
respecto a los del gen constitutivo de la B-actina.
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Expresidon en gonadas en el periodo de peri-
diferenciacion de peces de 18 meses de edad
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Figura 23.- Los niveles de expresion de los transcriptos de dmrt1, sox9, cypl7al, star, ar, Ihe
igfl fueron analizados a través de gPCR en muestras de gdnadas en el periodo de peri-
diferenciacion de peces de 18 meses. Cada nimero (1 a 5) corresponde a la gdénada de un pez
individual. La cuantificacion relativa fue realizada por normalizacion de los valores relativos
respecto a los del gen constitutivo de la B-actina.
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Discusién

Esta es la primera caracterizacion de los cambios moleculares que
ocurren en los esturiones siberianos durante su diferenciacién sexual gonadal.
Se observd una clara expresion diferencial sexual en los genes seleccionados
(dmrtl, sox9, cyplZal, star, ar, igfl y /h), con una mayor expresion en los
testiculos en comparacidon con los ovarios de peces de 3 afios. Esta expresion
diferencial también se presentd en peces juveniles con génadas diferenciadas,
con la excepcion de sox9. Antes de la diferenciacion sexual morfoldgica, el
patrén de expresidon observado en factores de células de Sertoli (dmrti, sox9),
produccién de andrégenos y receptores (cypl7al, star, ar) y /h sugieren una
sobre-expresion en aquellos especimenes que probablemente estaban en
proceso de diferenciacion masculina. La falta de poblaciones formadas
exclusivamente por machos o hembras y de marcadores sexuales genéticos
impide una conclusion definitiva sobre la participacion de los factores
estudiados en la diferenciacion gonadal. Aunque las tendencias observadas
sugieren que estos factores participan en el proceso de diferenciacion de los
testiculos, deben llevarse a cabo mas estudios en etapas mas tempranas del
desarrollo gonadal para confirmar esta hipotesis.

Entre los genes estudiados y como ya se menciond anteriormente, el
factor de transcripcion dmrt! es el Unico conservado en invertebrados y
vertebrados como un factor importante en el desarrollo masculino (Volff et al.
2003, Haag et al. 2005). En peces teledsteos, dmrti aparece como un factor

importante relacionado a la diferenciacién testicular (Piferrer y Guiguen 2008).
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Esta asuncidon estd basada en su patron de expresion durante el desarrollo
gonadal temprano en teledsteos (Vizziano et al. 2007; Tjirii et a/. 2008) y en su
comportamiento cuando se utilizan tratamientos masculinizantes vy
feminizantes. dmrtl esta sobre-expresado durante las fases tempranas de la
transdiferenciacion gonadal inducida por tratamientos masculinizantes
(Raghuveer et al 2005; Vizziano et al 2008) y sub-expresado durante la
feminizacién inducida por estrégenos (Raghuveer et a/ 2005; Vizziano-
Cantonnet et a/. 2008). En peces primitivos tales como el esturion, dmrt! ha
sido descrito en dos especies (Acipenser transmontanus y A. baerii, este
trabajo) y surge de manera distintiva y sin ambigliedades respecto a todos los
genes dmrtl encontrados en otras especies de cordados. dmrt! en esturiones
presenta una rama muy corta cuando se lo compara con tetrapodos o
teledsteos, sugiriendo que este gen conserva su funcidn original. El dimorfismo
sexual de dmrtl durante las etapas tempranas y avanzadas del desarrollo
gonadal en el esturién siberiano (Berbejillo et a/. 2013) esta de acuerdo con las
tendencias observadas en teledsteos (Marchand et a/. 2000; Piferrer y Guiguen
2008) y otros esturiones (Hale et a/. 2010), y apoya la idea de que es un factor
esencial necesario para mantener el sexo gonadal, tal como se describid
recientemente para mamiferos (Matson et al 2011). Debe recordarse que
dmrtl parece no ser dimorfico en todas las especies de esturiones estudiadas
(Amberg et al. 2010). En peces con sistemas de determinacion sexual del tipo
XX/XY, dmrtl se expresa tanto en gonadas masculinas como femeninas.

Aparentemente en este tipo de sistema de determinacion de sexo, dmrt! no es
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un buen candidato para ser el gen maestro involucrado en la determinacion
testicular.
No obstante ello, se ha propuesto que, en organismos con sistemas de
determinacion sexual del tipo ZZ/ZW, como las aves, la doble dosis de dmrt! en
machos ZZ podria ser critica para la determinacion testicular. Recientemente se
ha sugerido que los esturiones siberianos tendrian un sistema de determinacion
sexual de tipo ZZ/ZW (Fop-Bayat 2010). Si la doble dosis de dmrti en
esturiones siberianos machos ZZ es critica para la determinacion testicular
continda siendo una incdgnita. El analisis filogenético, junto con el patrén de
expresion observado para dmrtl sugiere que el gen ya adquirié su funcion
como un regulador critico de la diferenciacion testicular en este pez primitivo.
Sox9 fue otro de los factores sertolianos seleccionados como posible
candidato involucrado en la diferenciacion testicular en esturiones siberianos.
Los genes sox9 pertenecen a la subdivision sox£ dentro de otra gran familia
multigénica (Schepers et al. 2002). Dentro del grupo soxE, sox8 y sox9
participan de la determinacién sexual en mamiferos (Bowles et al. 2000;
Chaboissier et al. 2004; Koopman 2005). Como ya se menciond anteriormente,
sox9 es un factor critico a nivel funcional en la diferenciacién de las células de
Sertoli; es uno de los primeros genes en ser sobre-expresados en células pre-
Sertoli, luego de la expresion de Sry 'y tiene un rol esencial en la diferenciacion
sexual en mamiferos (Bowles y Koopman 2001; Brennan y Capel 2004), pero,
sin embargo, seria dispensable para la diferenciacion testicular luego de la
determinacidn sexual (Barrionuevo et al. 2009). Por lo tanto, su participacion en

la diferenciacion testicular en peces no esta clara. En un trabajo previo en
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esturiones, no se encontrd evidencia que apuntara a una duplicacién de sox9
(Hett et a/ 2005), como ocurre en peces teledsteos (Zhou et a/. 2003; Cresko
et al. 2003), y no se observo diferencias sexo-especificas. El analisis filogenético
de la evolucidon de sox9 reveld una posicion basal del sox9 en el esturion
(Acipenser sturio, Hett et al. 2005; Acipenser baerii, en este trabajo). En otros
peces teledsteos, entre los que se encuentra la trucha, el medaka y el pejerrey,
las evidencias experimentales sugieren que sox9 no es esencial para la
diferenciaciéon testicular. El patron de expresion de sox9 reportado en este
trabajo sugiere una potencial participacion de sox9 en la diferenciaciéon
testicular tardia en el esturién siberiano. Su rol en eventos tempranos de la
diferenciacién gonadal aun debe ser estudiado en gdnadas no diferenciadas de
peces mas jovenes (entre 3 y 6 meses).

cypl’al, star, y ar estan entre los genes estudiados y estan relacionados
a la produccién y recepcion de esteroides. Como ya fue mencionado en la parte
introductoria, cypl7al codifica para la 17-hidroxilasa que convierte
progestagenos en andrdégenos, star codifica para una proteina que controla la
sintesis de esteroides y ar codifica para receptores de andrégenos. Los
androgenos son los principales mediadores de la masculinizaciéon en
vertebrados luego de la diferenciacion testicular (Brennan y Capel 2004; Borg
1994). Sin embargo, respecto a los peces teledsteos, el debate sobre si los
andrégenos participan en la diferenciacion de los testiculos o si comienzan a
actuar recién después del comienzo de la espermatogénesis, continda siendo
controversial. En este grupo, los andrégenos mas potentes son aquellos que

tienen un oxigeno en su carbono once (andrégenos 11-oxigenados) (Borg
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1994) y la presencia de estos esteroides esta generalmente relacionada con el
desarrollo masculino. Sin embargo, hay una alta produccion de androgenos
11-oxigenados en hembras de varias especies de peces teledsteos (Lokman et
al. 2002) y también en el esturion siberiano, un actinopterigio basal (Cuisset et
al. 1995; Williot 2011). Por lo tanto la enzima involucrada en la 11-oxigenacion
(11B-hydroxylasa) no seria una buena eleccion para el estudio de la via
masculina, por lo menos en el esturion siberiano. En peces en que la sintesis de
androgenos 11-oxigenados se observd solo en gdnadas masculinas, hay
evidencias de que los androgenos preceden la diferenciacion testicular. Es el
caso del pejerrey, Odontestes bonarfensis, en que la produccidén de androgenos
11-oxigenados se observd durante etapas tempranas del desarrollo gonadal,
antes del momento de diferenciacion testicular (Fernandino et a/. 2008; Blasco
et al. 2013). Asimismo, en trucha se observd una sobre-expresion temprana del
gen que codifica para la 11B-hydroxylasa (cyp11b, polipéptido de la subfamilia
b, familia 11 del citocromo P450) en poblaciones compuestas exclusivamente
por machos, veinte dias antes de la diferenciacion testicular (Vizziano et al.
2007). Por otro lado, no se encontrd evidencias de la expresion de enzimas de
la sintesis de esteroides a nivel génico y proteico, antes de la diferenciacion
testicular en tilapias (Ijiri et a/ 2008). Esto demuestra que los andrégenos no
estan universalmente involucrados en la diferenciacion testicular en peces.

El contenido de andrdgenos (testosterona y 11-ketotestosterona) en esturiones
jovenes permite una discriminacion entre sexos bastante acertada una vez que
la diferenciacion ha ocurrido (etapa II), como es el caso de A. transmontanus

(Feist et al. 2004) y H. Huso (Mola et al. 2011), siendo A. gueldenstaedtii |a
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Unica excepcidn, ya que no mostrd ninguna diferencia relacionada al sexo
(Barannikova et al 2000). Esto ocurre en una etapa del desarrollo similar a la
del esturion siberiano en la que se observa una sobre-expresion de star y
cypl7al, indicando que, en esturiones recientemente diferenciados, los
andrdégenos son producidos y detectables. La expresion de stary cypil7al en
peces en el periodo de peri-diferenciacién gonadal abre la interrogante acerca
del rol de los androgenos antes de la diferenciacion gonadal en el esturion
siberiano. Ademas del potencial de producir esteroides, se encontré que la
expresion del gen que codifica para el receptor de andrégenos era claramente
dimorfica en testiculos recientemente diferenciados e inmaduros en
comparacion a los ovarios de las hembras del esturion siberiano. En esta etapa
del desarrollo gonadal, la alta expresion de ar en los mismos peces en que
sobre-expresan dmrtl y sox9 sugiere que hay una mayor sensibilidad a los
andrégenos en las génadas masculinas antes de su diferenciacion morfoldgica.
Los estudios enfocados en las etapas tempranas del desarrollo para identificar
la sintesis de esteroides asi como también el efecto de los andrégenos en el
desarrollo gonadal, ayudaran a comprender si los andrégenos estan
involucrados en la diferenciacion testicular en esturiones. El andlisis filogenético
de cyp17al, star y arindica una probable conservacién de la funcién génica.
Otra caracteristica interesante que se ha podido identificar fue la sobre-
expresion masculina de Jgfl en esturiones siberianos recientemente
diferenciados. Se ha demostrado que la expresidon de /gfl ocurre en células
germinales y somaticas de la trucha arcoiris, tilapia y robalo (Le Gac et al.

1996; Reinecke et al. 1997; Berishvili et al. 2006; Vinas y Piferrer 2008) lo que
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sugiere una funcidn autdcrina o paracrina. Respecto al desarrollo gonadal
temprano, /gfl se expresa en células somaticas cuando las génadas aun estan
indiferenciadas, lo que indicaria una importancia crucial para el desarrollo y
diferenciacién gonadal posterior (Reinecke 2010). Un estudio que utiliza knock-
downs del receptor de Igf tipo-1 por oligonucledtidos morfolinos en embriones
de pez cebra, demostré un alto impacto en el desarrollo de las gdnadas,
llevando a errores en la migracidn y apoptosis de las células germinales
primordiales (Schlueter et a/. 2007). El patrén de expresiéon de jgf! en génadas
en el periodo de peri-diferenciacion de esturiones siberianos no fue similar al
patrén observado para otros marcadores masculinos (dmrtl, sox9, ar, Ih,
cypl7al). Mas aun, las tendencias observadas en esta etapa en las gonadas del
esturion siberiano no sugirieron una expresion diferencial para /igfl. Este factor
probablemente controla los primeros pasos en el desarrollo testicular luego de
la diferenciaciéon, como ha sido demostrado para algunas especies de
teledsteos. La filogenia mostrd que /gfi fue encontrado en todas las especies de
cordados y sugiere que la funcion del gen no deberia haber cambiado.
Finalmente, se ha comprobado que, en el esturion siberiano, la expresion
de /h resultd ser mayor en testiculos que en ovarios y el patrén observado en
peces no diferenciados sugiere que podria ser un marcador masculino.
Integrando todos los resultados, se puede afirmar que la expresion de los
genes estudiada en peces no diferenciados sugiere que aquéllos que sobre-
expresan dmurtl, sox9, cypl’, star, ary /h son machos potenciales en un estado

de diferenciacidon molecular avanzado.

Facultad de Ciencias 74 UdelaR



Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas Julio Berbejillo
Laboratorio FREP Afio 2013

Conclusién y perspectivas

Por primera vez para esta especie, se logrd identificar y caracterizar
tramos significativos de secuencia de tres potenciales marcadores masculinos
de su diferenciacion gonadal (dmrtl, cypi7al y ar). Asimismo, dos de ellos
(dmrtly ar) fueron clonados.

El analisis filogenético y el estudio de la expresion en gonadas y otros
tejidos del pez (en diferentes estadios de su desarrollo) permitid concluir que
todos los marcadores estudiados (los factores de transcripcion de las células de
Sertoli — dmrti, sox9 — los marcadores funcionales de células de Leydig
— ¢ypl7al, star —, los receptores de andrdgenos, /igfl y /h) parecerian haber
conservado una funcién ancestral en el desarrollo sexual y podrian ser
considerados como reguladores potenciales del desarrollo de los testiculos en
esta especie.

Algunos de ellos estarian involucrados en el proceso de diferenciacion
testicular (dmrt1, ar, Ih, cypl7al, stary sox9) y otros en las etapas iniciales de
la gametogénesis (/gfi).

Este panorama actual del conocimiento permite sentar las bases para
desarrollar, a mediano y largo plazo, el estudio completo de los mecanismos
moleculares de la diferenciacién gonadal de este pez.

Del mismo modo, con el acceso a las técnicas actuales de secuenciacion
masiva, se puede aspirar a la identificacién del gen determinante de su sexo, lo

cual traeria grandes beneficios, tanto a nivel académico como productivo.
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Abstract The sex differentiation period of the
Siberian sturgeon was investigated through expression
profiling of two testicular markers (dmrtl and s0x9).
At the molecular level, a clear sexual dimorphism of
dmrtl and sox9 was observed in 3-year-old fish with
immature gonads, in which males showed higher
expression of these genes. Among 16-month-old
sturgeons cultured in Uruguay, gonad morphology
analyses showed one group of fish with undifferenti-
ated gonads and a second group which had started their
histological differentiation into ovaries or testes.
dmrtl showed a significantly higher expression in
testes of recently differentiated fish, but this was not
the case for sox9. In undifferentiated fish, we observed
two clearly different groups in terms of expression:
one group of fish over-expressing male markers
(dmrtl, sox9) and another group of fish showing very
low expression of these genes. This suggests that fish
undergoing male differentiation can be identified by
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their profiles of gene expression before they undergo
morphological differentiation.

Keywords Sturgeons - Sex differentiation - Gonad
morphology - Gene expression

Abbreviations

dmrtl Doublesex and mab-3 related
transcription factor

sox9 SRY-box containing gene 9

amh Anti-Miillerian Hormone

nrbal Nuclear receptor subfamily 5, group A,
member 1

nrObl Nuclear receptor subfamily 0, group B,
member 1

RT-gPCR Real-Time quantitative polymerase chain
reaction

SO Systemizing Quotient

Introduction

The sex of fish and the molecular factors involved in
sex differentiation are difficult to assess before mor-
phological differentiation of gonads in most species.
The sex determining gene was identified in a species of
medaka, Oryzias latipes (Matsuda et al. 2002), and a
species of pejerrey (Hattori et al. 2012), allowing to
study the sex differentiation cascade for these species.
However, the major determinant gene is unknown in
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all other fish species. Contrasting with the absence of
information on sex determination, we now have some
ideas on the molecular factors involved in the period
preceding gonad differentiation in some fish. The
information comes from species for which genomes or
transcriptomes are available, and in which monosex
populations can be obtained. These factors were
recently reviewed by Piferrer and Guiguen (2008),
and some of the most widely studied genes involved in
the masculine differentiation pathway were sox9
(SRY-box containing gene 9), dmrtl (Doublesex and
mab-3 related transcription factor), amh (Anti-Miille-
rian Hormone), nr5al (Nuclear receptor subfamily 5,
group A, member 1), and nrObl (Nuclear receptor
subfamily 0, group B, member 1). However, the
molecular mechanisms underlying gonad differentia-
tion in basal actinopterygian fish such as sturgeons
remain poorly understood. In this model, no monosex
populations are available, no genetic markers for sex
have been defined, and there is no genetic resource
bank. Since the time of sex differentiation was not
reported for the species in rearing conditions in
Uruguay, we identified undifferentiated and differen-
tiated fish by gonad morphology. For the molecular
characterization of gonadal differentiation, two genes
previously known as testis differentiation markers in
other species were selected (dmrtl and sox9) (Baron
et al. 2005; Vizziano et al. 2007).

Materials and methods

Siberian sturgeons were obtained from Esturiones del
Rio Negro (Uruguay); the group of fish that was given

to us by the producers showed a low growth rate. One
gonad was fixed for histology, and the contralateral
gonad was frozen in liquid nitrogen and transferred to
—80 °C until RNA extraction. For gene characteriza-
tion, primers were designed using conserved sequence
regions from fish data bases and used to amplify
cDNA of post-differentiated testes. The fragments
amplified were sequenced and analyzed through a
Blast search in order to confirm their identity.
The partial cDNA sequences encoding for dmrtl
(HQ110106) were characterized. Primers for RT-qPCR
(Real-time quantitative polymerase chain reaction)
were designed based on the gene sequences charac-
terized here (dmrtl) and on sequences previously
submitted to GenBank for sox9 (EU241882.1). We
validated the expression of the genes selected in
different tissues of 3-year-old fish by RT-qPCR (testis,
ovary, muscle, liver, gills, and kidney). For gonad
quantitative expression, we studied 12 undifferenti-
ated gonads, 10 recently differentiated ovaries, 4
recently differentiated testes (16 months old), and 4
ovaries from females at 3 years old, using f-actin
(FJ205611.1) for normalization. The validity of gPCR
was confirmed through analysis of melting curves,
checking amplified fragments in agarose gel and
through sequencing. The SQ values were calculated as
described in Baron et al. (2005).

Results

The histological analysis of 16-month-old fish ren-
dered 12 fish with undifferentiated gonads at the
morphological and histological levels; 5 fish with

Tissue expression
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Fig. 1 Tissue expression of Siberian sturgeon dmrt! and sox9
transcripts for 3-year-old fish. gPCR was made on testis (T),
ovaries (OV), male brain (MB), female brain (FB), male muscle
(MM), female muscle (FM), male liver (ML), female liver (FL),
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male gills (MG), female gills (FG), and kidney (K). The relative
expression was calculated as the percentage of the highest
expression level recorded for each gene
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Gonad expression
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Fig. 2 Expression level of dmrt! and sox9 in gonads. qPCR
was made in gonads of recently differentiated (16-month-old)
females (F1 to F6) and males (M1 to M4). The expression level
was significantly higher in males than in female gonads for

recently differentiated ovaries containing early pre-
vitellogenic oocytes; and 4 sampled fish with already
differentiated testes (data not shown).

dmrtl expression in immature testes was clearly
higher than in immature ovaries (3 year old fish) and
showed very low levels of expression in the other
tested tissues. sox9 expression was also higher in testes
when compared with ovaries, but showed high
expression in other tissues as well (Fig. 1).

When gonads were recently differentiated, dmrtl
mRNA expression exhibited a clear sexual dimor-
phism being higher (>200-fold) in male gonads than in
female (p < 0.001), while sox9 expression did not
result dimorphic (Fig. 2).

Among undifferentiated fish, some of them had a
high dmrtl and sox9 expression in gonads, while the
rest displayed low expression of these genes (data not
shown).

Discussion

This is the first characterization of the molecular
changes during gonad sex differentiation in sturgeons.
The most interesting result was the evidence of a clear
sexual dimorphism in the expression of dmrt/ and
sox9 in gonads of immature fish (3 years old) with an
over-expression in male gonads with respect to female
gonads. When the expression was studied in less
developed gonads (recently differentiated testes of
16-month-old fish), the dmrtl was higher in testes with
respect to ovaries. Surprisingly, sox9 expression
showed no difference between male and female
gonads in recently differentiated gonads (16-month-
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20 |_|
o+ :
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Female (F) and male (M) gonad

dmrtl (p < 0.001). sox9 expression was not different between
male and female gonads. The relative expression was calculated
as the percentage of the highest expression level recorded for
each gene

old fish). We have no explanation for the absence of
sox9 sexual dimorphism in recently differentiated fish.
dmrtl and sox9 expression share a similar pattern in
gonads prior to morphological sex differentiation,
suggesting an over-expression in those probably
undergoing male differentiation.

In teleost fish, dmrt1 appears as an important factor
related to testes differentiation, both Sertoli cells as in
germ cells (Piferrer and Guiguen 2008; Raghuveer and
Senthilkumaran 2009; Raghuveer et al. 2011). The
sexual dimorphism of dmrtl expression during early
and advanced stages of gonad development in
sturgeons agrees with trends observed in teleosts
(Marchand et al. 2000; Piferrer and Guiguen 2008) and
supports the idea that it is an essential factor necessary
to maintain the gonad sex as it was described in
mammals (Matson et al. 2011). Recently, it was
proposed that in organisms with a ZZ/ZW sex
determination system, the double dosage of Dmrtl in
males could be critical for testes determination (Smith
et al. 2009). Since it has recently been proposed that
Siberian sturgeons have a ZZ/ZW sex determination
system (Fop-Bayat 2010), the question is open as to
the role dmrtl plays in the sex determination of
sturgeon males.

The other factor selected as a possible candidate
involved in testes differentiation of Siberian sturgeons
was sox9. In many fish species, two isoforms of sox9
(form a, and form b) were reported (Zhou et al. 2003;
Cresko et al. 2003). In a previous work on sturgeons,
no evidence was observed for sox9 duplication (Hett
et al. 2005) and no sex specific differences were
observed. In the present study, we studied the expres-
sion of a sox9 orthologous to the sox9 described by
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Hett et al. (2005) in Acipenser sturio. The pattern of
sox9 expression reported in the present work suggests
a potential involvement of sox9 in late testes differ-
entiation of the Siberian sturgeon. However, the lack
of sexual dimorphism in some periods of gonad
development suggests that sox9 is not a key factor
during the whole process of testes development
(embryonic and adult life) of this sturgeon species.

In conclusion, we have started to identify the
molecular factors involved in gonad sex differentia-
tion in the Siberian sturgeon. dmrtl appears as a key
factor involved in the masculine gonad differentiation
and testicular development.
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SUMMARY

The molecular mechanisms underlying testis differentiation in basal actinopterygian
fish remains poorly understood. The sex differentiation period was investigated in the
Siberian sturgeon, Acipenser baerii, by expression profiling of Sertoli cell transcription
factors (dmrt1, sox9) that control testis differentiation in vertebrates; Leydig cell
factors (cyp17a1, star) affecting androgen production; the androgen receptor (ar);
a growth factor controlling testis development (igf1); and a gene coding for a
gonadotropin hormone (/h). Two genes were characterised for the first time in the
Siberian sturgeon (dmrt1, cyp17at), while the others came from public databases.
Sturgeon gonad development is very slow, with a late sexual differentiation time
during their juvenile stage, and are still immature at 3 years of age. Immature fish
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gender has been already identified in some vertebrates.
Generally, this master gene encodes a transcription factor,
and it is lineage- or even species-specific: SRY (sex-deter-
mining region of the Y chromosome) in placental mammals
(Sinclair et al., 1990; Koopman et al., 1991), DMY/dmrt1bY
(Y-specific DM-domain gene required for male develop-
ment) in medaka (Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002),
Dmrt1 (doublesex and Mab-3 related transcription factor 1)
in chicken (Smith et al., 2009), and Dm-W (W-linked para-
logue of dmrt1) in the African clawed frog (Yoshimoto et al.,
2008). Recently, it has been shown that a Y-linked dupli-
cated copy of the anti-Mullerian hormone (amhy) plays a
critical role in the sex determination of the Patagonian
pejerrey (Odontesthes hatcheri) (Hattori et al., 2012).
On the other hand, many unsuccessful efforts have been
undertaken to discover the gender-determining gene in
sturgeons (Wuertz et al., 2006; McCormick et al., 2008;
Keyvanshokook and Gharaei, 2010). Studies involving dif-
ferent vertebrates revealed that even if the sex-determining
gene seems not to be conserved, the downstream sex
differentiation cascade includes common genes that
interact to induce gonad differentiation (Brennan and
Capel, 2004; Piferrer and Guiguen, 2008; Herpin and
Schartl, 2011). Sox9 (SRY-box containing gene 9),
Dmrt1, Amh (anti-Miillerian hormone), Nr5a1 (nuclear re-
ceptor subfamilyb, group a, member 1), NrOb1 (nuclear
receptor subfamily 0, group b, member 1) and Wt1
(Wilm’s tumour suppressor-1 gene) have been described
as conserved genes involved in the masculine pathway
(Bowles and Koopman, 2001; Brennan and Capel, 2004;
Piferrer and Guiguen, 2008).

Since the major sex-determining factor is still unknown
for most fish, it is not possible to sex the fish at early stages
of development, before the period of morphological gender
differentiation. To circumvent this problem, genetically all-
male and all-female populations were obtained for some
species, allowing the study of the changes in gonadal gene
expression before their gender was expressed at a mor-
phological level. The information on factors involved in
testis differentiation came from species in which monosex
populations and genetic resources are available. The over-
expression of certain genes before morphological gonad
sex differentiation was described in some teleost species
(Guiguen et al., 1999; Marchand et al., 2000; Wang et al.,
2004; Baron et al., 2005; Nagahama, 2005; Vizziano
et al., 2007; ljiri et al., 2008; Lareyre et al., 2008; Shibata
etal., 2010; Yano et al., 2011). These studies showed that
testis differentiation was preceded by a clear over-expres-
sion of Sertoli cell transcription factors (i.e. dmrt1, sox9,
nrOb1 or dax1, and tbx1 (or T-box transcription factor gene
family)) (Marchand et al., 2000; Vizziano et al., 2007; Yano
et al., 2011), and transforming growth factors such as amh
and gsdf (gonadal soma-derived growth factor) (Baron
et al., 2005; Vizziano et al., 2007; Lareyre et al., 2008;
Shibata et al., 2010). dmrt1 expression was previously
studied in sturgeon gonads, and shown to be sex dimorphic
in Lake sturgeon (Hale et al., 2010) but not in the Shovel-
nose sturgeon (Amberg et al., 2010). Leydig cell differenti-
ation occurs for some species before testis differentiation,
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with an over-expression and/or activation of enzymes and
factors controlling steroid synthesis (Vizziano et al., 2007;
Blasco et al., 2012). In contrast, the steroid synthesis
capacity appears after testis differentiation in tilapia (ljiri
et al., 2008). The role of steroids in gonad differentiation is
unknown in primitive fish like sturgeons. Finally, another
interesting candidate involved in gonadal development is
the igf1 (insulin-like growth factor I) (Le Gac et al., 1996),
which is up-regulated during late testis differentiation in
trouts (Baron et al., 2005).

Contrasting with information in teleost fish, the molecular
mechanisms underlying testis differentiation in basal
actinopterygian fish such as sturgeons remains poorly
understood (McCormick et al., 2008; Amberg et al.,
2010; Keyvanshokook and Gharaei, 2010). No monosex
populations are available for this class of fish, sex-linked
genetic markers are not known (Wuertz et al., 2006), and
neither their complete genome sequences nor gonad tran-
scriptomes are publicly available to study their sexual
development. In order to explore the possible regulators
involved in testis differentiation in Acipenser baerii, we
selected two Sertoli cell factors (dmrt1, sox9); two Leydig
cell factors, cyp17a1 (cytochrome P450, family 17, subfam-
ily a, polypeptide 1) and star (steroidogenic acute regulatory
protein); and another three markers, ar (androgen
receptor), Ih (luteinising hormone), and igf1, which have
been reported to be over-expressed in the differentiating
gonads of trouts (Baron et al., 2005). Here, we compare
recently differentiated gonads to gonads in the period
preceding their morphological differentiation. A phylogenet-
ic analysis of the selected genes was made in order to
confirm their relationship with already characterised verte-
brate sexual regulators.

RESULTS

Gonad Development

In the rearing conditions used, the fish were sexually
differentiated but still immature at 3 years old. Juvenile fish
of 16 and 18 months were analysed by microscopy. The
histological analysis of juvenile gonads showed 12 fish with
undifferentiated gonads at both the morphological and
histological levels; 5 fish already differentiated into females,
with ovaries containing early pre-vitellogenic oocytes; and
4 fish already differentiated into males, with testes in which
the future tubules are recognisable. The undifferentiated
gonads were characterised by an absence of features
identifying them as testes or ovaries; the somatic tissue
had no special arrangement indicating the sex of the gonad,
and contained only gonias (gc) (Fig. 1, ‘Undifferentiated’).
The differentiated ovaries showed future lamellae with
plenty of oogonia (00) and a few pre-vitellogenic oocytes
(Prev-OV) (Fig. 1, ‘Differentiated ovary I’) or contained an
ovarian lamellae filled with pre-vitellogenic oocytes and
groups of oogonia (0o) (Fig. 1, ‘Differentiated ovary II’).
The differentiated testes showed the somatic cells (sc)
surrounding the spermatogonia (spg) and organised to
form the future tubules (Fig. 1, ‘Differentiated testis’).
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Differentiated ovary |

Figure 1. Histological analyses of Siberian sturgeon juvenile gonads. Germ cells (gc), oogonias (00),
pre-vitellogenic oocytes (Pre-ov), somatic cells (sc), spermatogonias (spg). Scale bar=50 um.

Phylogenetic Characterisation of Gonadal Dmrt1,
Cyp17a1, Star, Igf1, ar, Ih, and Sox9

Phylogenetic studies of Siberian sturgeon Dmrt1
showed that it is unambiguously orthologous to all the
Dmrt1 proteins found in other chordate species (data not
shown). It does not harbour any long branches, as in
tetrapods or teleost species (Fig. 2A). Cyp17a1 is also in
a basal phylogenetic position from tetrapods and teleost
fish, although the branch leading to sturgeons is supported
by a very weak bootstrap value. Again, the branch
of sturgeons is short compared to that of mammals
(Fig. 2B). This feature is even stronger for the Star protein
(Fig. 2C). Igf1 is found in all chordate species, and the
phylogenetic position of this gene for the Siberian sturgeon
follows the species classification (Fig. 2D). Similarly, the
phylogeny of the Ar follows the species classification. The
branch length of the Ar in sturgeons is similar to that of the Ar
in other tetrapods, the Ar-a of teleost fish, and even three
chondrichthyan species (Fig. 2E). The acipenser Lh ortho-
logs cluster with the tetrapod species instead of the fish
species, although the bootstrap values are weak in the
common branch of sturgeons and tetrapods and in the
branch leading to the actinopterygians. This could be a
consequence of a long-branch attraction to the very differ-
entiated Lh homologs found in the metatherian species
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used here (Fig. 2F). The sturgeon Sox9 branches at the
base of the actinopterygians, although its bootstrap value is
also weak (Fig. 2G).

Expression Patterns in Tissues From
Immature Fish

A quantitative expression study through gPCR in imma-
ture gonads of Siberian sturgeons showed that dmrt1, sox9,
cyp17ait, star, ar, igf1, and |h are sex-dimorphic in gonads,
with higher expression in testes (Fig. 3). dmrt1and cyp17a1
are slightly expressed in brain, muscle, liver, gills and
kidney. In contrast, sox9, ar, and /h have a higher expres-
sion in the tissues studied, with a particularly high expres-
sion in male muscle and brain when compared to females.
igf1 showed higher expression in the liver of males and
females when compared to the other tissues studied, while
the expression of star was particularly high in kidneys.

Gene Expression in Gonads of Juvenile Fish

Sertoli and Leydig cell markers were studied in already-
differentiated gonads of juvenile fish. Among the Sertoli
cell markers, dmrt1 mRNA expression exhibited a clear
sexual dimorphism, being higher (>200-fold) in males
than in females when gonads were just-differentiated

Mol Reprod Dev 79:504—516 (2012)
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Tissue expression in immature fish
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Figure 3. Tissue expression of dmrtl1, sox9, cypl7al, star, ar, Ih,
and igfl transcripts in immature Siberian sturgeons. qPCR was
performed on testes (T), ovaries (OV), male brain (MB), female brain
(FB), male muscle (MM), female muscle (FM), male liver (ML), female
liver (FL), male gills (MG), female gills (FG), and kidney (K). Relative
quantification was carried out by normalisation of the values relative to
those of the housekeeping gene B-actin.

(P <0.001); in contrast, sox9 was not dimorphic (Fig. 4).
The Leydig cell markers assayed, cyp77al and star,
showed a clear sexual dimorphism, being higher in males
than in females at this stage (P < 0.001) (Fig. 4). arwas also
up-regulated in males (P < 0.001); the same trend was
observed for /h (P < 0.001) and igf1 (P < 0.0001), although
these two genes were poorly expressed at this stage.

Gene Expression in Gonads of Undifferentiated Fish
Interestingly, within the group of undifferentiated, 16-
month-old fish, individual number 4 (see Fig. 5) over-
expressed dmrt1, sox9, cyp17ail, star, ar, and |h in its
gonads compared to a much lower expression of these
genes in other fish from the same group (Fig. 5, fish number
1,2, 3,5,6and 7). igf1 did not share the same behaviour as
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Differentiated gonads
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Figure 4. Expression levelsofdmrtl,sox9,cypl7al,star,ar,lh,and
igf1 transcripts was analysed through gPCR on gonad samples from
already-differentiated female (F1 to F6) and already-differentiated
male (M1 to M4), 16-month-old fish. Relative quantification was
carried out by normalisation of the values relative to those of the
housekeeping gene B-actin. The expression level was significantly
higherin male than infemale gonads fordmrt1 (P < 0.001),cypl7al
(P<0.001), star (P<0.001), ar (P<0.001), /h (P<0.001), and
igf1 (P <0.0001). We found no difference in sox9 expression be-
tween male and female gonads.

the other dimorphic genes at 16 months (Fig. 5). In a second
group of undifferentiated fish at 18 months, two individuals
showed an over-expression of dmrt1, sox9, cyp17a1and ar
(Fig. 6, fish number 1 and 4), while the others had low
expression levels of these genes (Fig. 6, animals 2, 3and 5).
The other genes that were tested (star, Ih and igf1) did not
show the same expression pattern.

DISCUSSION

This is the first characterisation of the molecular
changes that occur in sturgeons during the gonad gender
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Undifferentiated gonads
16 month old fish
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Figure 5. Expression level of dmrtl, sox9, cypl7al, star,ar, Ih, and
igfl transcripts was analysed through gPCR on gonad samples from
undifferentiated, 16-month-old fish. Each number (1-7) corresponds
to the gonad of an individual fish. Relative quantification was carried
out by normalisation of the values relative to those of the housekeep-
ing gene B-actin.

differentiation. We observed a clear sexual dimorphism in
the genes selected (dmrt1, sox9, cyp17a1, star, ar, igf1 and
Ih), with their over-expression in testes when compared to
ovaries of immature fish (3 years old). The dimorphism was
also present in the juvenile fish with differentiated gonads,
except for sox9. Prior to the morphological sex differentia-
tion, the pattern of expression observed in Sertoli cell
factors (dmrt1, sox9), androgen production and receptivity
factors (cyp17ai, star, ar), and |h suggests that these
individuals were probably undergoing male differentiation.
The lack of genetic all-male and all-female populations or
sex genetic markers prevents a definitive conclusion about
the involvement of the factors studied during gonad differ-
entiation. Even though the trends observed suggest they
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Undifferentiated gonads
18 month old fish
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Figure 6. Expression level of dmrtl, sox9,cypl7al, star,ar, lh, and
igfl transcripts was analysed through qPCR on gonad samples of
undifferentiated, 18-month-old fish. Each number (1-5) corresponds
to the gonad of an individual fish. Relative quantification was carried
out by normalisation of the values relative to those of the housekeep-
ing gene B-actin.

take part in the process of testes differentiation, more
studies must be carried out in earlier stages of gonad
development to validate the observed trends.

Among the studied genes, transcription factor dmrt1 is
the only one conserved in invertebrates and vertebrates as
a major factor involved in male fate (Volff et al., 2003; Haag
and Doty, 2005). Dmrt1 belong to the dmrt/mab3 multigenic
family, and has several paralogs (Hong et al., 2007). At the
functional level, it has been shown that Dmrt1is essential for
maintaining mammalian testes determination and gonad
sex after foetal choice between male and female in mouse
(Matson et al., 2011). The deletion of Dmrt1 in Sertoli cells
induces feminisation, and reprograms differentiated Sertoli
cells into granulose-type cells in mouse (Matson et al.,

Mol Reprod Dev 79:504—516 (2012)



2011). Dmrt1 has also been proposed as the gene required
for male development in birds, as two doses of Z-linked
dmrt1 in ZZ males are needed for gonad masculinisation
(Smith et al., 2009). The knockdown of Dmrt1 using RNA
interference resulted in partial sex reversal of males and
gonad feminisation (Smith et al., 2009). In amphibians, a
dmrt1 gene linked to the W chromosome is crucial for
primary ovary formation in Xenopus laevis, which uses a
ZZ-7Z\W sex determination system (Yoshimoto et al., 2008).
The results observed in birds and X. laevis suggest
that there are two alternative forms of sex determination
in ZZ/ZW animals: the dosage of a Z-linked gene or the
expression of a female sex-determining gene in the W
chromosome.

In teleost fish, dmrt1 appears as an important factor
related to testis differentiation (Piferrer and Guiguen,
2008). This assumption is based onits pattern of expression
during the very early gonad development in teleosts
(Vizziano et al., 2007; ljiri et al., 2008) and on its behaviour
when masculinising and feminising treatments are used.
dmrt1 is up-regulated during the early phases of gonad
transdifferentiation induced by masculinising treatments
(Raghuveer et al., 2005; Vizziano et al., 2008), and
down-regulated during the feminisation induced by estro-
gens (Raghuveer et al., 2005; Vizziano et al., 2008). In
primitive fish such as sturgeons, dmrt1 has been described
in two species (Acipenser transmontanus and A. baerii,
present work) and roots distinctively and unambiguously
with respect to all the Dmrt1 genes found in other chordate
species. dmrt1 in sturgeons harbours a very short branch
when compared to tetrapods or teleost fish, suggesting that
this gene retains its original function. The sexual dimor-
phism of dmrt1 during early and advanced stages of gonad
development in the Siberian sturgeon agrees with trends
observed in teleosts (Marchand et al., 2000; Piferrer and
Guiguen, 2008) and other sturgeons (Hale et al., 2010), and
sustains the idea that it is an essential factor needed to
maintain the gonad sex, as was described recently in
mammals (Matson et al., 2011). It must be reported that
dmrt1 seems not to be sex dimorphic in all the sturgeon
species studied (Amberg et al., 2010). In fish with XX/XY
sex determination, dmrt1 is expressed in both male and
female gonads. It seems that for this kind of sex determin-
ism, dmrt1 is not a good candidate to be the master gene
involved in testis determination. Yet, a double dosage of
Dmrt1in ZZ males could be critical for testis determination
in organisms with ZZ/ZW, such as birds and more recently,
the Siberian sturgeon (Fopp-Bayat, 2010). Whether the
double dosage of dmrt1 in male ZZ Siberian sturgeons is
critical for testis determination remains to be elucidated.
The phylogenetic analysis together with the expression
pattern observed for dmrt1 suggests that the gene already
acquired its function as a critical regulator of testis differen-
tiation in this primitive fish.

Sox9 was another Sertolian factor selected as a possible
candidate involved in testis differentiation in Siberian stur-
geons. The Sox9 genes belong to the SoxE subdivision
among another large, multigenic family (Schepers et al.,
2002). Within the SoxE group, Sox8 and Sox9 are involved

Mol Reprod Dev 79:504—516 (2012)
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in male sex determination in mammals (Bowles et al., 2000;
Chaboissier et al., 2004; Koopman, 2005). At a functional
level, Sox9 has a crucial role in Sertoli-cell differentiation; it
is one of the earliest genes to be up-regulated in pre-Sertoli
cells following the expression of Sry, and it has a key role in
sex differentiation in mammals (Bowles and Koopman,
2001; Brennan and Capel, 2004). Yet, Sox9 is dispens-
able for testis differentiation after sex determination
(Barrionuevo et al., 2009), leaving its involvement in fish
testis differentiation unclear. In a previous work on stur-
geons, no evidence was observed for sox9 duplication (Hett
et al., 2005), as is the case in teleost fish (Cresko et al.,
2003; Zhou et al., 2003), and no sex-specific differences
were observed. The phylogenetic analyses of Sox9 evolu-
tion revealed a basal position for sturgeon sox9 (Acipenser
sturio, Hett et al., 2005, A. baerii present work). In medaka
and pejerrey (Odontestes bonariensis), sox9 has been
proposed as being involved in the formation of testis
structures, but not in testis differentiation (Nakamoto
et al., 2005; Blasco et al., 2010). In trout, sox9 paralogs
(sox9a1, sox9a2) showed an incomplete sexually dimor-
phic expression (Vizziano et al., 2007), suggesting that they
are not essential for testis differentiation. The pattern of
sox9 expression reported in the present work suggests a
potential involvement of sox9 in late testis differentiation
in the Siberian sturgeon. Its role in early events of gonad
differentiation remains to be studied in undifferentiated
gonads of younger fish (i.e. 3- to 6-months old).

cypi17al, star, and ar are related to steroid production
and receptivity. cyp17a1 encodes for the 17-hydroxylase
that converts progestins into androgens; star encodes for a
protein that controls steroid synthesis, and ar encodes for
androgen receptors. Androgens are the main mediators of
vertebrate masculinisation after the testes are differentiated
(Borg, 1994; Brennan and Capel, 2004). In teleost fish,
however, it is controversial whether androgens participate
in the gender differentiation of testes or start acting only
after the onset of spermatogenesis. In this group, the more
potent androgens are those that have an oxygen at carbon
eleven (11-oxygenated androgens) (Borg, 1994), and the
presence of these steroids is usually related to masculine
development. Yet, females of several teleost fish species
also produce high levels of 11-oxygenated androgens
(Lokman et al., 2002), as does the basal actinopterygian
Siberian sturgeon (Cuisset etal., 1995; Williot, 2011). Thus,
the enzyme involved in 11-oxygenation (11B-hydroxylase)
seems not to be a good choice to study the masculine
pathway, at least in the Siberian sturgeon. In fish in which
the production of 11-oxygenated androgen synthesis was
observed only in male gonads, there is some evidence that
androgens precede testis differentiation. This is the case of
the pejerrey, O. bonariensis, in which a production of 11-
oxygenated androgens was observed during the early
phases of gonad development prior to testis differentiation
(Hattori etal., 2009; Blasco et al., 2012). Moreover, an early
over expression of the gene encoding for the 11p-hydroxy-
lase (cyp11b, cytochrome P450, family 11, subfamily b,
polypeptide) was observed in all male genetic trout popula-
tions 20 days before testis differentiation (Vizziano et al.,
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2007). In contrast, there was no expression at the gene and
protein levels for steroid synthesis enzymes before testis
differentiation in tilapias (ljiri et al., 2008). This shows that
androgens are not universally involved in testis differentia-
tion in fish.

The androgen content (testosterone and 11-ketotesto-
sterone) in young sturgeons discriminates between gen-
ders fairly well as soon as differentiation has occurred—that
is, stage Il, as is the case for A. fransmontanus (Feist et al.,
2004) and Huso huso (Mola et al., 2011), but not Acipenser
gueldenstaedtii, which did not exhibit any sex-related dif-
ferences (Barannikova et al., 2000). This occurs at a similar
stage as the stage in Siberian sturgeon development,
during which we observed an over-expression of star and
cypi7ai, indicating that, in recently differentiated stur-
geons, androgens are produced and detectable. The ex-
pression of star and cyp17a1 in undifferentiated fish opens
the question about the role of androgens prior to gonad
differentiation in Siberian sturgeons. Besides the potential
to produce steroids, we found that the expression of the ar
gene was clearly dimorphic in recently differentiated and
immature testes when compared to ovaries in the Siberian
sturgeon. The over-expression of ar in the same undiffer-
entiated fish that show high expression of dmrt1 and sox9
suggests there is a higher sensitivity for androgens in male
gonads before their morphological differentiation. Studies
focused on early developmental stages in order to identify
steroid synthesis as well as the androgen effect on gonad
development will help understand if androgens are involved
in testis differentiation in sturgeons. The phylogenetic
analysis of cyp17a1, star, and ar indicates a probable
conservation of gene function.

Another interesting feature we found was the male over-
expression of igf1 in recently differentiated Siberian stur-
geons. The expression of igf1 has been shown to occur in
germ and somatic cells of rainbow trout, tilapia and seabass
(Le Gac et al., 1996; Reinecke et al., 1997; Berishvili et al.,
2006; Vinas and Piferrer, 2008), suggesting an autocrine or
paracrine function. igf1 is also expressed in somatic cells
when gonads are still undifferentiated, suggesting a crucial
importance to further gonad development and differentia-
tion (Reinecke, 2010). A study using knockdown of the type-
1 Igf receptor by morpholino oligonucleotides in zebrafish
embryos demonstrated a high impact on gonad develop-
ment, leading to mismigration and apoptosis of primordial
germ cells (Schlueter et al., 2007). The pattern of igf1
expression in undifferentiated gonads of Siberian sturgeons
was not similar to the pattern observed for the other male
markers (dmrt1, sox9, ar, Ih, cyp17at). Moreover, the
trends observed prior to gonad differentiation in the Siberian
sturgeon did not suggest any dimorphic expression for
igf1. This factor probably controls the first steps of testis
development after differentiation, as it has been shown for
some teleost species. The phylogenetics showed that /gf1
was found in all chordate species, and suggests that the
gene’s function should not have changed.

Ih has been found to be expressed in trout and is over-
expressed specifically in ovaries during the first oocyte
meiosis (Baron et al., 2005). Such a result was interpreted
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as a possible anti-apoptotic factor at that time. In the
Siberian sturgeon, /h expression was higher in testes
thanin ovaries, and the pattern observed in undifferentiated
fish suggests that it could be a masculine marker.

In conclusion, Sertoli cell transcription factors (dmrt1and
sox9), Leydig cell functional markers as (cyp17a1, star), as
well as ar, igf1, and |h, seem to have retained an ancestral
function in sexual development, specifically testis differen-
tiation. Some of these genes seem to be involved in the
process of testis differentiation (dmrt1, ar, Ih, cyp17a1, star,
sox9) while others are active at initial stages of gametogen-
esis (igf1). Along these lines, individual Siberian sturgeons
over-expressing dmrt1, sox9, cyp17, star, ar, and I|h are
potential males in advanced molecular differentiation.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Sampling

Research involving animal experimentation conformed
to the principles for the use and care of laboratory animals,
and was in compliance with Uruguayan regulations on
animal welfare (Comisién Honoraria de Experimentacion
Animal).

Siberian sturgeon juveniles (A. baerii) of different ages
were obtained from a fish farm, (Esturiones del Rio Negro),
where they were reared at environment temperature. Fish
were transported in aerated water tanks of 1 m2. The accli-
matisation time depended on the difference between the
temperature of the water in the tank and the water in the
experimental facilities, taking 1 hr for each degree of differ-
ence. Fish were maintained for 2 months in the Instituto de
Investigaciones Pesqueras (Facultad de Veterinaria, Uni-
versidad de la Republica Oriental del Uruguay, Uruguay) at
environment temperature before sampling. They were fed
ad libitum with 38% protein, following the diet developed
by the enterprise Esturiones del Rio Negro, with a feeding
rate of 3% of their biomass. Different batches were used.
A first group of 16-month-old fish measured 37 +£ 5 cm and
weighed 110 +£46g. A second group of 16-month-old fish
measured 70 + 7 cm in length and weighed 1,228 + 165g.
A third group of 18-month-old specimens measured
40+2cm and weighed 150+ 37g. Each group of fish
was maintained in the same tank. The late differentiation
of the gonads at 16 and 18 months with respect to previous
reports (Williot, 2011) can be explained by the slow growth
observed in the fish used. This difference did not affect the
histological identification of the developmental stage of
each specimen selected to compare undifferentiated to
differentiated fish.

Three-year-old fish showed a well differentiated but
immature gonad. For molecular analysis and cloning, the
testes and ovaries of 3-year-old fish were sampled. To
validate the pattern of expression of genes studied, gonads,
brain, muscle, liver and gills were collected.

For the comparison between already differentiated and
undifferentiated fish, the gonads of all the fish in the different
groups were evaluated at a microscopic level. One gonad
was fixed in Bouin for histology and the contralateral one
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was frozen in liquid nitrogen and kept at —80°C for RNA S| o 2282%¢
extraction. Among the fish, we found individuals with undif- © QgL I 882 5
ferentiated gonads and other with gonads that were already 7 @
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Histology

For histological analyses, the gonads were fixed for 24 hr
in Bouin’s fixative, and stored in 70% ethanol. They were
then dehydrated, embedded in paraffin, cut to 5-um thick
sections, and stained with Regaud hematoxiline, orange
G, and aniline blue or Mayer haematoxylin and eosin
(Gabe, 1968).

Database Search and Alignments

Homologous genes of interest were searched for using
BlastP in the Ensembl database (www.ensembl.org/),
UniProt (www.uniprot.org/), and the non-redundant (nr)
database at NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/). Retrieved ho-
mologous sequences were screened semi-automatically to
remove redundant sequences and to select representative
species in groups of interest. Too-short or poorly annotated
sequences were discarded manually from protein se-
quence alignments generated with Muscle v3.8.31
(Edgar, 2004) (www.drive5.com/muscle). Total protein se-
quence alignments as well as large phylogenies are avail-
able upon request. Phylogenetic analyses were first
generated using BIONJ (Gascuel, 1997), implemented in
Seaview Version 4.2.12 (Gouy et al., 2010) (pbil.univ-
lyon1.fr/software/seaview.html). Simplified trees were gen-
erated with a selection of well-annotated protein sequences
of representative species from key taxonomic groups. In
this sense, A. baerii sequences did not always meet these
criteria, so we used an orthologous sequence for another
sturgeon species instead. Maximum Likelihood phyloge-
netic trees were generated using PhyML (www.atgc-
montpellier.fr/phyml/) (Guindon et al., 2010) using JTT as
a substitution model and with robustness calculated by
1,000 bootstrap replicates.

Statistical Analysis

We carried out the comparative expression analysis of
each gene for males and females. Both groups of data (male
and female) were compared to find that the variances for
most genes (dmrt1, ar, Ih, cyp17, igf1) were not equal, and
thus the results were analysed using the Mann—Whitney
test. For star, the variances were equal and the results were
analysed using the Student’s t-test.
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