Tesis para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Bioldgicas Programa de Desarrollo
de las Ciencias Basicas (PEDECIBA), Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.

Estudio del programa de diferenciacion
sexual femenino y busqueda de marcadores
sexo especificos para el esturion siberiano
Acipenser baerii

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
FACULTAD DE CIENCIAS

Autor: Lic. André Lasalle Gerla
Directora de tesis: Dra. Denise Vizziano Cantonnet

Diciembre de 2024



Agradecimientos

Esta tesis de Doctorado resume muchos afios de trabajo, de investigacion, de experimentales que
fallaron y se repitieron hasta encontrarle la vuelta, de muchas horas de laboratorio, de muestreo y
sobre todo de mucho apoyo, de mi familia, mis amigos, mi tutora y mis compafieros. Siempre supe
que el camino iba a ser largo y dificil, pero en estos afios nunca tuve dudas de que también iba a
encontrar grandes satisfacciones y lograr concluir esta etapa. Por todo esto, agradezco enormemente
a todos ellos, los que estdn hoy al lado mio, y a los que ya no estan, pero fueron enormemente
importantes en marcar mi vida, mi forma de pensar y de actuar, y por eso parte de este resultado, de

todo este Doctorado, les pertenece a ellos.

Gracias y seguimos...



Indice

ReESUMEN GENETAL............ooiiiiiiiiii e e st e e e s bbb e e e e annbe e e e e nnees 6
Introduccion eneral ..o 8
1. DeterminaCion UEI SEXO.......uiiiiiieieieriesie ettt e ettt st te e e e e e e aestesreebeeraeneeneenee s 8
a. Proceso de determinacion del SEX0 ........ooviiiiiiiiiiieiee e 8
b. Determinacion del SEX0 BN PECES ......veiuiiieiieiie ettt aaesteeneesreas 10
2. Diferenciacion del Sex0 gonadal ............cccoveiiiiiiic i 13
a. Proceso de diferenciaCion del SEXO ........cooiiiiiiiiiiieie e 13
b. Diferenciacion mediada por StErOIdES ........ccccovrireriiieirere e 17
C. DiferenciaCion N0 ESTEMOIAEA .........cverveieiieieie sttt 19
3. Introduccion a 10S aCiPENSEIITOIMES .........coiiiiiiiieee e s 20
a. Generalidades de 10S ESTUMONES ........ccveiiiriiiiiiiiieeee e 20
I. Historia vida de 10S StUMONES..........ccuiiiiiiiiiieieie e e 21
11. Produccion de aCUICUITUIA ........c..ceeiiiiiiee it e e e et e e e e rne e e 27
Modelo de estudio: el esturion siberiano ACIPENSEr DAEKTT ........ccceereiiiieieiie e, 29
Antecedentes de estudios de determinacidn y diferenciacion del sexo en esturiones .............. 30
4. Estrategia experimental
................................................................................. Error! Bookmark not
defined.
5. HIPOLESIS Y ODJELIVOS ...ttt 34

Capitulo 1: Identificacion del sexo de esturiones siberianos morfoldgicamente indiferenciados
mediante el andlisis estadistico de los patrones de expresion génica

B RESUMEN L.ttt e bt et e s be e e et e e e snbeeennneas 36
0T [ T LU Toox o] o PSPPSR 37
C. MaterialeS Y MELOUOS. ......c.eiveeeieeieiee ettt enes 38
. RESUITAUOS ...ttt et et e s te e st e s te e e e st e sreeneeneenneentaeneenreas 42
. DIHSCUSION ...ttt ettt e ettt e e b et e e bt e st e st e eebenbesbeebeereeneeneaneas 45
F BIDHOGIAfIa ...c.oiveeeece e 47
2. Conclusiones CaPItulo 1 .....ccoviieiiiiiic e 49

Capitulo 2: Busqueda de un marcador sexo especifico para el esturion Siberiano en el marco de la
busqueda del determinante del sexo

e SR U 411 [T 50



(o Lo o (U eTo] [0 o IFUUE TR ORI 51

C. MaterialeS Y MBLOUOS. ......ocueiieiieiieieiee ettt sb et re e neenes 52
0. RESUITATOS ...ttt ettt et se e et e et esreenteeneenaeenbesneenreas 60
I 1Yo ] o o SRS PSSSSRRSI 66
f. CONCIUSIONES CAPTTUID 2. e 69
Q. BIDHOGIATia ..o et 70
. PUBDLICACION TECINICA. ... .eviiiiitieiieeie ettt bbbt 73

Capitulo 3: a) hsd17b1 es un gen clave para la diferenciacion ovarica del esturion siberiano

s B XS] T o PRSP 77
D, INEFOAUCCION ...ttt ettt e be e s be et e s ae e s beebeeatesbeenbasnsesreas 78
C. MaterialeS Y MELOUOS. .......ccviiieiieiee ettt et e e s re e sre e esbeenteeneenneas 80
. RESUITAUOS ...ttt e e st e st e et e e e e saeenneeneesaeeteaneenneas 82
. DISCUSION ...ttt sttt e et e et e s ae e teese e e be e beeaeesaeesneeneesteeteaneenres 83
B CONCIUSION ...ttt et b e et e et e s be e st e et e s beesbeentesaeesbeeneeens 89
G BIDIIOGIaFia ... 90

b) Regulacion de los principales genes femeninos por esteroides sexuales

W 01 0o [0 Tod o1 To ] o S S PRSSSSRSRS 94
b. MaterialeS Y MELOUOS ......ceeiiieiicie et e ae e aeennenreas 95
C. RESUITAAOS ...ttt bbb re et 98
(0 O T T oL [0 o OSSPSR 101
€. CoNClUSIONES CAPITUIO 3 ... 103

Capitulo 4: Primeros estudios de la diferenciacion del sexo en etapas tempranas del desarrollo,
utilizando transcriptomica en individuos sexados genéticamente

B RESUMEIN ...ttt et e bt et e e s b e e e b e e be e e b e e sbeeanbeenbeeas 104
(o TR 11 oo [0 T od o] o SR 106
C. MaterialeS Y MEALOUOS. ......ccueiiiiiiiiieieee et bbbt 109
. RESUITAUOS ...ttt ettt et e s teenteeneesbeeteenaesneeeeeneenreenee e 115
D o] U ([ ) o SO 130
. CoNCIUSIONES CAPITUIO 4 ... eae s 150



5. Discusion general .........ccccceeveiieenene
6. Conclusion y perspectivas.................

7. Bibliografia General ............cccoc.......
8. Anexos (Formato digital) ..................
a. Material suplementario Capitulo 2
b. Material suplementario Capitulo 4



Resumen general

El esturién siberiano es una especie de interés a nivel de la investigacion basica, pero también
a nivel comercial. A nivel de investigacion, sus caracteristicas de desarrollo sexual lento y su
posicion basal a nivel filogenético, ubicandose en la base de los Actinopterigios, lo convierte en un
modelo sumamente interesante para estudiar los procesos de determinacidon y diferenciacion del
sexo. El lento desarrollo mencionado, hace que se logre abordar la diferenciacion del sexo en detalle
en varios puntos temporales durante el periodo de diferenciacion molecular, y ademds tener la
posibilidad de hacerlo en un animal basal permite entender mejor como este proceso se continud a
nivel evolutivo hacia los peces modernos. Se comenz6 este trabajo de tesis desde en un lugar con
poca informacién, y sin posibilidades de sexar a los individuos previamente a que ocurriese la
diferenciacion morfologica del sexo. Gracias a estudios anteriores (Vizziano-Cantonnet et al., 2016),
teniendo claro el periodo de diferenciacion molecular del sexo y mediante el andlisis de un
transcriptoma gonadal realizado sobre poblaciones mixtas (machos y hembras sin sexar) (Vizziano
Cantonnet et al., 2018), se identifico un grupo de genes femeninos que fueron utilizados en conjunto
y mediante sus niveles de expresion para generar una herramienta de sexado para individuos
indiferenciados en un periodo temprano. Se realizé la buisqueda de marcadores genéticos del sexo
teniendo en cuenta el postulado de que este pez tiene un sistema de determinacion del tipo ZZ/ZW,
y que por lo tanto el genoma masculino y femenino deben estar diferenciados. La técnica utilizada
para este objetivo fue RAD-sequencing, sin embargo, no fue posible encontrar un marcador, pero si
se publico la base de datos generada a partir de este trabajo. Finalmente, en 2021, se publico el
primer marcador genético del sexo por Kuhl et al., este marcador permitio sexar a los animales en
cualquier estadio de desarrollo mediante una sencilla PCR en tiempo final. A partir de ese momento
y utilizando inicialmente una técnica gen candidato y mas tarde transcriptomica sobre las etapas

iniciales de la diferenciacion del sexo, se lograron detallar estos procesos en la via masculina y



femenina. Se confirmaron genes vinculados a ambas vias de diferenciacion, y se encontraron nuevos
genes que no fueron descritos hasta el momento. Se comprob6 que los estrogenos son los encargados
de llevar adelante el proceso de diferenciacion sexual femenino en estos peces basales al igual que
sucede en la enorme mayoria de los teledsteos, indicando que esta forma de diferenciacion surge en
especies muy antiguas, anteriores a la aparicion de los peces modernos. Ademas, se demostrd que
los genes vinculados a la produccion de estrogenos ya estan activos desde los 2,5 meses de edad, y
que el proceso de diferenciacion del sexo debe iniciarse incluso antes de este punto temporal. Por
ultimo, se postulo al gen 4sd17b1 como el mejor gen candidato hallado hasta el momento para actuar
como gen determinante del sexo. Este trabajo de tesis ademds de aportar resultados originales deja
muchas puertas abiertas para continuar los estudios de la determinacion y diferenciacion del sexo en
esturion siberiano, y para ello uno de los pasos mas importantes serd comenzar a realizar pruebas
funcionales que muestren empiricamente la accion de esos genes sobre las vias de cada uno de los

SEXO0S.



Introduccion general

Determinacion del sexo
Proceso de determinacion del sexo

Se define la determinacion del sexo como el proceso por el cual se establece el sexo bioldgico
de un organismo. Existen al menos dos grandes grupos en los que se puede dividir la forma de
determinacion del sexo, en estos dos grupos principales se define la determinacion genética del sexo,
y la determinacion del sexo mediada por el ambiente; luego dentro de estas dos categorias
principales encontraremos diversas variaciones de los procesos (Gamble & Zarkower, 2012;
Nagahama et al., 2021; Penman & Piferrer, 2008). La determinacion genética del sexo (GSD; del
inglés, Genetic Sex Determination) es aquella donde el sexo queda establecido por factores genéticos
y por lo tanto esto sucede en el momento de la fecundacion. El proceso més sencillo dentro de la
categoria GSD es la determinacidon monofactorial del sexo. Esto refiere a que un unico factor
genético es el que determina el sexo de un organismo. Este tipo de determinacion es el que se
encuentra de manera muy conservada en mamiferos terios, donde la presencia del gen Sex
determining region Y (Sry) en el cromosoma Y de machos determina el sexo masculino, y su
ausencia lleva por lo tanto al desarrollo de una hembra (Goodfellow & Lovell-Badge, 1993; Sinclair
et al., 1990). Una vez que este factor se activa comienza una la accion de una red de factores
moleculares que se expresardn durante un periodo determinado, que puede variar en tiempo
dependiendo de la especie de que se trate, y durante el cual se diferencia la gonada primordial
bipotencial a un testiculo. Si el factor determinante no esta presente, la red de factores que se activara
seréd la femenina dando lugar a la formacion de un ovario. Esto se conoce como la diferenciacion del
sexo gonadal (Brennan & Capel, 2004; Koopman, 1999; Nagahama et al., 2021), y sera tratado més

adelante. En el caso mencionado, es decir en mamiferos terios, hablamos de sistemas de



determinacion del tipo XX/XY, heterogaméticos masculinos, sin embargo, en otros grupos de
organismos podemos encontrar variaciones de estos sistemas. Dentro de los que son los vertebrados,
las aves cuentan con un sistema de determinacion heterogamético femenino del tipo ZZ/ZW (hembra
ZW) y los reptiles (tortugas, lagartos y viboras) y peces cuentan con ambos variando segun la especie
(Gamble & Zarkower, 2012). En aves, al igual que lo descripto en mamiferos, la determinacion del
sexo se produce mediante un unico factor, que en este caso se trata del gen Dmrtl (del inglés
Doublesex and mab-3 related transcription factor 1). La determinaciéon es por lo tanto
monofactorial, sin embargo, a diferencia de los mamiferos el sexo queda definido por un doble
dosaje de este gen ligado al cromosoma Z que determina por lo tanto el sexo masculino. La presencia
de dos copias del factor Dmrtl en la composicion cromosdémica ZZ determina el sexo, en el caso de
que haya una unica copia, como sucede naturalmente en individuos ZW, o por una afeccion en
machos ZZ, se desarrolla una hembra (Smith et al., 2009). Se ha encontrado al menos una especie
de anfibio (Xenopus leavis) con determinacion del tipo ZZ/ZW monofactorial femenina relacionada
con la presencia del gen Dm-W (ortdlogo de Dmrtl) (Yoshimoto et al., 2008; Yoshimoto et al.,
2010). Por otro lado, y mostrando la variabilidad de estos sistemas, se presume que para la especie
Shinisaurus crocodilurus que cuenta con un sistema ZZ/ZW, la determinacion de su sexo se produce
de manera dosis dependiente determinando hembras. En este caso particular las hembras cuentan
con tres copias del gen Fox/2, un gen muy importante a nivel evolutivo en el desarrollo femenino.
Las hembras de esta especie cuentan con una copia del gen en cuestion asociada al cromosoma Z 'y
dos asociadas al cromosoma W, mientras que los machos cuentan con dos copias del gen (cada una
asociada a uno de los cromosomas Z) (Pinto et al., 2024). Mas alla de esto, no hay registro de ninguna
especie conocida al momento con un sistema del tipo XX/XY con determinacién femenina por doble
dosaje de un factor tinico (similar a lo que sucede en aves, pero con un factor feminizante) (Marshall

Graves, 2013). Otros organismos GSD no determinan su sexo mediante la activacion de un Unico



gen, sino que es la expresion de un conjunto de factores en cromosomas autosomales distribuidos a
lo largo del genoma que llevan a la determinacion del sexo (Moore & Roberts, 2013; Schartl et al.,
2023). Estos organismos son llamados poligénicos. Una de las principales caracteristicas
observables en este tipo de determinacion, es que las proporciones de sexos pueden variar mucho
entre las progenies obtenidas de la cruza de dos individuos (Liew et al., 2012; Rice, 1986;
Vandeputte et al.,, 2007), algunos ejemplos de esto se encuentran en las especies de peces
Dicentrarcuhus labrax (lubina, Palaiokostas et al., 2015), Danio rerio (zebrafish, Liew et al., 2012)
y Metriaclima spp, un género de ciclidos africanos (Moore & Roberts, 2013; Roberts et al., 2016).
Entre aquellos organismos que tienen sistemas de determinacion GSD, algunos se encuentran en un
punto intermedio donde la determinacion genética puede ser afectada por factores ambientales
siendo el mas relevante la temperatura, mientras que otros organismos tienen sistemas de
determinacion totalmente ESD (del inglés Environmental Sex Determination) (Penman & Piferrer,
2008) como por ejemplo algunas tortugas, lagartos y cocodrilos, en los cuales la temperatura de
incubacion de los huevos en el nido determinaré el sexo de la progenie (Bull, 1980; Deeming &
Ferguson, 1989; Lang & Andrews, 1994). Para la especie Alligator mississippiensis por ejemplo,
temperaturas de incubacion de 30°C generan una determinacion sexual 100% femenina mientras
que a 33°C se desarrollaran 100% machos (Deeming & Ferguson, 1989), pero esto puede variar

dependiendo del grupo y especie en estudio (Bull, 1980).

Determinacion del sexo en peces

Los peces siendo el grupo mas diverso dentro de los vertebrados contando con mas de 32000
especies de entre las aproximadamente 60000 especies de vertebrados existentes (Nelson et al.,
2016), (es decir que la mitad de ellas son peces), son también el grupo con mas diversidad de

mecanismos de determinacion del sexo. En este grupo encontramos especies que tienen

10



determinacion del sexo del tipo GSD y ESD, pasando a su vez por mecanismos que son intermedios,

es decir que determinan el sexo por una combinacion de factores genéticos y ambientales (Devlin &

Nagahama, 2002; Penman & Piferrer, 2008; Yamamoto & Luckenbach, 2023). En varias especies

de peces se han identificado sistemas de determinacion genéticos monofactoriales y los respectivos

genes maestros (Cui et al., 2017; Hattori et al., 2012; Kamiya et al., 2012; Koyama et al., 2019; Li

et al., 2015; Matsuda et al., 2002; Myosho et al., 2012; Pan et al., 2019; Reichwald et al., 2015;

Takehana et al., 2014; Yamamoto et al., 2014; Yano et al., 2012), es decir sistemas similares al de

mamiferos, sin embargo a diferencia de ese grupo cuyo gen de determinacion del sexo estd muy

conservado (Sry), en peces el gen determinante no lo estd y varia entre diferentes especies e incluso

dentro de un mismo género (Tabla 1).

Tabla 1. Genes determinantes del sexo en peces. Los genes indicados han sido verificados mediante pruebas funcionales.

Organismo

Gen
determinante

Funcioén

Sistema de
determinacion GSD

Referencia

Medaka, dm-Y Factor de transcripcion XXIXY Matsuda et al., 2002
Oryzias latipes /

Oryzias curvinotus

Medaka, gsdf-Y Factor de Crecimiento XXIXY Myosho et al., 2012
Oryzias luzonensis

Pejerrey, amh-Y / amhb-Y | Factor de crecimiento XXIXY Hattori et al., 2012 ;
Odontesthes hatcheri | Yamamoto et al., 2014 ; Li et
Odontesthes al,, 2015 ; Pan et al., 2019
bonaerensis | Tilapia,

Oreaochromis niloticus /

Lucio, Esox Lucius

Fugu, amhr2 Receptor de factor de XXIXY Kamiya et al., 2012
Takifugu rubripes crecimiento amh

Trucha arcoirirs, sd-Y Factor del sistema XXIXY Yano et al., 2012
Oncorhynchus mykiss inmune

Medaka, sox3 Factor de transcripcion XXIXY Takehana et al., 2014
Oryzias dancena

Turquoise Killfish, gdf6-Y Factor de crecimiento XXIXY Reichwald et al., 2015

Nothobranchius furzieri
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Lenguado chino, dmrt| Factor de transcripcion ZZIZ\W Cuietal,, 2017
Cynoglossus semileavis
Seriola, hsdl7bl Gen de la ZZIZ\W Koyama et al., 2019

Seriola lalandi

esteroidogénesis

Durante los ultimos afos el avance en técnicas de secuenciado de genomas y transcriptomas genero
la aparicion de muchos genes que han sido propuestos como determinantes del sexo en peces (Kitano
et al., 2024), sin embargo, para la mayoria de estos nuevos genes no se han realizado pruebas

funcionales que los validen como verdaderos genes maestros determinantes del sexo.

Existen también las llamadas especies poligénicas, como es el caso de D. labrax (Piferrer et
al., 2005; Vandeputte et al., 2007), una especie de valor comercial, y otras que combinan la
determinacion genética y la influencia de factores ambientales como puede suceder con la tilapia
del Nilo (Oreochromis niloticus) (Baroiller et al., 2009) o el pejerrey (Odontesthes bonariensis;
Yamamoto et al., 2014). Otro punto importante es la variabilidad en los sistemas cromosémicos, que
a diferencia de mamiferos donde se conserva el sistema XX/XY o de aves donde se conserva el
sistema ZZ/ZW, en peces con GSD podemos encontrar ambos sistemas (Gamble & Zarkower,
2012), e incluso pueden presentarse ambos en un mismo género y especie como sucede en algunos
poecilidos (ej. Poecilia sphenops) (Volff & Schartl, 2002). El conjunto de las caracteristicas
mencionadas para los peces hace muy dificil el estudio de la determinacion del sexo y los procesos
que enmarca. También encontramos en varias especies de peces la determinacion sexual ESD, en
donde al igual que en reptiles el factor més relevante es la temperatura. La dependencia de la
temperatura fue encontrada por primera vez en Menidia menidia (Conover & Heins, 1987) y ahora
se sabe que tiene efecto sobre un gran niamero de especies (Devlin & Nagahama, 2002). Ademas, se
han observado otros factores que son capaces de determinar el sexo como por ejemplo el pH, la
densidad poblacional e incluso la interaccion social (Baroiller et al., 2009; Reddon & Hurd, 2013;
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Rubin, 1985; Shapiro, 1979), mostrando que se trata de un proceso por demas complejo, donde

entran en juego multiples variables que pueden tener efectos relevantes.

Diferenciacion del sexo gonadal

Proceso de diferenciacion del sexo

La diferenciacion del sexo gonadal se define como el proceso en el cual una serie de eventos
a nivel bioquimico y molecular llevan a la formacion de un ovario o un testiculo partiendo
inicialmente de una gonada primordial bipotencial e indiferenciada (Matsuda 2018; Nicol et al.,
2022), una caracteristica que se mantiene conservada entre organismos tan distantes como pueden
ser la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) y hasta el raton (Mus musculus) (Capel, 2017).
Como fue mencionado anteriormente, la diferenciacion gonadal se produce durante una ventana
temporal acotada que puede variar mucho en duracion segun el grupo y la especie estudiada, e
incluso dentro de un mismo grupo. Durante ese periodo se produce la expresion de los genes
necesarios para que se lleve adelante el desarrollo de un testiculo o un ovario dependiendo de la via
de diferenciacion que se active. En los mamiferos el proceso de diferenciacion del sexo se inicia por
lo tanto una vez se expresa el gen Sry en machos, o ante la falta de su expresion en hembras (Brennan
& Capel, 2004). Las vias moleculares que llevan a la diferenciacion gonadal de mamiferos estan
bastante bien definidas, mas alld de que se sigue estudiando el accionar de los genes involucrados.
En la via testicular luego de la activacion del gen Sry, se expresa el Sox9 (del inglés, SRY-Box
Transcription Factor 9) y el Fgf9 (del inglés fibroblast growth factor 9) quienes presentan un bucle
de regulacion positivo y tienen como rol clave reprimir e impedir que se expresen genes
fundamentales de la via canonica femenina, entre ellos el miembro 4 de la familia de Wnt (Wnt4,
del inglés, Wingless-type MMTV integration site family, member 4 ), 1a Rspol (del inglés Rspondina

1)y la Ctnnbl (beta catenina 1) (Capel, 2017; Eggers et al., 2014). Se ha demostrado que mutaciones
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que causen la pérdida de la accidén de los genes mencionados de la via femenina en una hembra
durante la diferenciacion sexual llevan a la reversion del sexo de hembras hacia machos (Capel,
2006; Parma et al., 2006). En algunos casos la reversion del sexo se produce en forma parcial, sin
embargo, la afectacion es suficientemente importante como para que no se forme un ovario
funcional, mostrando la importancia de la via Wnt4-Rspol-Ctnnbl (Chassot et al., 2014; Chassot et
al., 2008; Tomizuka et al., 2008; Vainio et al., 1999), que junto a los genes Fox/2 (del inglés,
Forkhead Box L2) y folistatina (Fst) son los principales actores de la via femenina en mamiferos
(Brennan & Capel, 2004; Capel, 2017). De esta forma, queda clara la importancia de Sox9 o Fgf9
en la via masculina ya que si se genera su pérdida de funcion se produce la reversion y desarrollo de
la gonada femenina, mediada por la activacion de genes de la via de diferenciacion ovarica (Colvin
et al., 2001; Kim et al., 2006). La via de diferenciacion masculina ha sido alin mas caracterizada,
luego de la activacion de los genes anteriormente mencionados se continda con la expresion de otros
genes cuyo accionar y productos son claves para terminar el proceso de diferenciacion testicular.
Entre estos genes se encuentran por ejemplo los que codifican para factores de crecimiento: Pdgf
(del inglés, Platelet-derived growth factor), Pdgfra (del inglés, Platelet Derived Growth Factor
Receptor Alpha), y Fgfr2 (del inglés, Fibroblast Growth Factor Receptor 2); los factores de
transcripcion: Arx (del inglés, Aristaless Related Homeobox), y Sox8—Sox10 (del inglés, SRY-Box
Transcription Factor); las enzimas Ptgds (del inglés, Prostaglandin D2 synthase), Cyp26b1 (del
inglés, Cytochrome P450 Family 26 Subfamily B Member), la hormona Amh (hormona anti-
Miilleriana), y otros como el gen codificante para la proteina de sefializacion Dhk (del inglés, Desert
hedgehog), la Vanl (Vanin 1), y la Cbln4 (del inglés, Cerebellin 4 Precursor) (Brennan & Capel,
2004; Brennan et al., 2003; Eggers et al., 2014; Nagahama et al., 2021; Wilhelm et al., 2007; Yao et
al., 2002). Una vez que la gonada esté diferenciada los genes Sox9 y Dmrtl junto a los androgenos

seran necesarios para mantener el testiculo funcional, mientras que por el lado de la gonada femenina
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el gen Fox[2 junto a los estrégenos seran los encargados de mantener al ovario funcional (Capel,

2017; Nagahama et al., 2021).

Algunos de los genes claves mencionados en la diferenciacion de mamiferos también son
esenciales en otros grupos, Dmrtl, Sox9 y Amh junto con los andrégenos, se mantienen en las vias
de diferenciacion testicular de aves y reptiles. Por otra parte, los genes de la via canonica Wnt4,
Rspol y Ctnnbl tienen accion directa en la via de diferenciacion ovarica en aves junto a los genes
que codifican para factores de transcripcion como Fox/2 o enzimas de la via de producciéon de
estrogenos como la aromatasa Cypl9al (del inglés, Cytochrome P450 Family 19 Subfamily A
Member 1), mientras que en ciertos reptiles los tnicos que lideran la diferenciacion ovarica son

FoxI2y Cypl9al através de la produccion de estrogenos (Nagahama et al., 2021).

En peces, la misma diversidad que genera una gran variabilidad en sistemas de
determinacion, hace que los genes involucrados en la diferenciacion sean también muy variables.
Las estrategias reproductivas existentes hacen que se planteen diferentes formas de resolver el
proceso de diferenciacion gonadal. Dentro del grupo existen especies hermafroditas sincronicas y
secuenciales (protoginicas, protandricas), y como se menciond anteriormente también las hay
gonocdricas, es decir que no pasan nunca por un cambio de sexo, y esto lleva a procesos que deben

variar para diferenciar el sexo o transdiferenciar el sexo en el caso de los hermafroditas.

En peces gonocdricos, una vez la gonada se diferencia morfolégicamente, queda definida de
esa manera hasta el final de la vida del individuo (Devlin & Nagahama, 2002), aunque puede ser
revertida al menos parcialmente y en forma funcional en algunas especies bajo tratamientos
agresivos (Piferrer, 2001) por ejemplo con hormonas esteroideas (Kobayashi et al., 1991; Redding

et al., 1987) o con inhibidores de hormonas esteroideas como el fadrozole (Ogawa et al., 2008), lo
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que muestra que en etapas diferenciadas existe cierta plasticidad gonadal (Guiguen et al., 2010;

Nagahama et al., 2021).

En aquellos peces con determinacion del sexo monofactorial, es decir donde actiia un gen
maestro, este proceso siempre se desencadena posteriormente a la activacion del gen determinante
del sexo, por lo que la expresion de este gen serd el disparador de los eventos que lleven a la
diferenciacion sexual (Yamamoto & Luckenbach, 2023). Los genes de la diferenciacion gonadal en
peces no estan completamente dilucidados, sin embargo, algunos de ellos parecen estar conservados
dentro del grupo en los procesos de diferenciacion femenina y masculina (Siegfried, 2010). Los mas
relevantes incluso estan conservados a nivel evolutivo desde los organismos mas simples hasta los
mas complejos, como ejemplo de esto, se encuentran a los genes de la familia Dmrt y Sox vinculados
al proceso de diferenciacion sexual y reproduccion incluyendo a los porifera, cnidarios, artropodos,
y vertebrados (Picard et al., 2021). Las vias de diferenciacion sexual han sido sobre todo estudiadas
en teledsteos (Kitano et al., 2024; Nagahama et al., 2021; Piferrer & Guiguen, 2008; Yamamoto &
Luckenbach, 2023), y en estos también se han identificado ciertos genes que parecen conservarse y
ser indispensables para el proceso de diferenciacion. Entre ellos aparecen los genes masculinos que
codifican para factores de transcripcion como dmrt, sox9a/b, previamente mencionados, asi como
factores de crecimiento como el gsdf (gonadal soma-derived factor) y la amh (Kitano et al., 2024;
Nagahama et al., 2021; Yamamoto & Luckenbach, 2023; Yoshinaga et al., 2004); también genes
femeninos entre ellos algunos de la via candnica como rspol y wnt4, factores de transcripcion como
el fox/2, su pardlogo foxI3 (del inglés, forkhead Box L3) y el figla (Baron et al., 2004; Guiguen et
al., 2010; Kitano et al., 2024; Nagahama et al., 2021; Vizziano-Cantonnet et al., 2018; Vizziano-
Cantonnet et al., 2016; Vizziano et al., 2007; Yamaguchi et al., 2007; Yamamoto & Luckenbach,

2023). Los genes rspol y wnt4 en particular, participantes en la via candnica rspol- wnt4- ctnnbl,
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han sido identificados como relevantes para la diferenciacion del sexo en una gran cantidad de
especies de peces (Nagahama et al., 2021; Yamamoto & Luckenbach, 2023), sin embargo, su
accionar en el proceso de diferenciacion no es universal para los teledsteos. Ademas, se ha descripto
la activacion de enzimas relacionadas con la produccion de andrégenos gonadales como la cypllic
(del inglés, cytochrome P450, family 11, subfamily c) (Blasco et al., 2013; Vizziano et al., 2007) que
convierte andrégenos aromatizables en androgenos 11-oxigenados y la hsdl1b2 (hidroxiesteroide
deshidrogenasal I-f-2) que permite la produccion de 11-ketotestosterona en futuras gonadas
masculinas; asi como enzimas involucradas en la produccion de estrogenos como la cypl9ala que
transforma andrégenos en estrogenos (Guiguen et al.,, 2010) y la hsdl7b1 (hidroxiesteroide
deshidrogenasa 17p-1) que transforma estrona en estradioll7-f y que se encuentran activadas
especialmente en futuras gonadas femeninas de peces teledsteos (Koyama et al., 2019; Yamamoto

& Luckenbach, 2023).

Diferenciacion mediada por esteroides

Los esteroides sexuales han sido centro de atencion en lo que refiere a la diferenciacion
gonadal en peces desde hace décadas, momento en que Yamamoto (1969) propone que ellos son los
principales controladores de la diferenciacion sexual. A partir de alli se realizaron muchos estudios
de administracion de hormonas esteroideas exdgenas, asi como estudios de inhibicion de enzimas
productoras de hormonas sexuales, y finalmente con las nuevas herramientas de biologia molecular
se ha incursionado en la delecion de genes que median la produccion de estrogenos (Baroiller et al.,
1999; Devlin & Nagahama, 2002; Guiguen et al., 2010; Nagahama et al., 2021; Nakamura et al.,
1998; Piferrer, 2001; Piferrer & Guiguen, 2008). Estos experimentos muestran que la administracion
de estradiol-17p, durante etapas tempranas de indiferenciaciéon en machos induce el desarrollo

fenotipico de una génada femenina, asi como la administracion de bloqueadores de aromatasa en
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etapas de indiferenciacion revierte hembras genéticas a machos fenotipicos, formandose finalmente
un testiculo. De alli que los estrogenos han sido aceptados como los principales mediadores de la
diferenciacion ovarica en peces teledsteos, teniendo como principal actor al estradiol-17f, producido
por la accion de la enzima aromatasa (codificada por el gen cypl9ala) que utiliza como sustrato a
la testosterona (Guiguen et al., 2010; Nagahama et al., 2021; Piferrer & Guiguen, 2008; Yamamoto
& Luckenbach, 2023). En este mismo proceso de produccion de estrogenos se encuentra la accion
de otros genes, uno de ellos es fox/2 cuya expresion es estimulada por el estradiol y que a su vez
regula positivamente a la aromatasa (Guiguen et al., 2010). Otro gen importante en este proceso en
el cual se involucran las hormonas sexuales es la hsd17b1, este gen también codifica para una enzima
que como se menciono se encarga de producir estradiol, en este caso el sustrato que utiliza es la
estrona (Mindnich et al., 2004) que a su vez se forma por accidon de la aromatasa por medio de la
conversion de androstenediona en estrona. La accion de estos genes para la produccion temprana de
estrogenos se ha visto involucrada en la diferenciacion ovarica para la mayoria de teledsteos,
mostrando que los estrogenos enddgenos son los principales actores en este complejo proceso
(Guiguen et al., 2010; Nagahama et al., 2021; Piferrer & Guiguen, 2008; Yamamoto & Luckenbach,
2023). Sin embargo, como sucede normalmente en la biologia, ciertas especies parecen escapar a
esta regla, por ejemplo, para algunas de ellas se observa una activacion de la aromatasa y por lo
tanto una produccion diferencial de estrégenos posterior al periodo de diferenciacion de la gonada
(Brown et al., 2022; Imarazene et al., 2021; Kawahara & Yamashita, 2000; Zhou et al., 2016), por
lo que en estas especies habria una via independiente a la accion de hormonas estrogénicas para
llevar adelante la diferenciacion ovarica (Kitano, 2018). Mas alld de lo mencionado, aun quedan
muchas especies por estudiar, entre las que estan aquellas con aparicion evolutiva mas temprana
como por ejemplo el esturidon, una especie que esta ubicada a nivel filogenético por fuera del grupo

de los teledsteos (Grande & Bemis,1996).
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En lo que refiere a la diferenciacion sexual masculina no queda claro que los esteroides
sexuales masculinos sean los principales controladores de la diferenciacion testicular (Yamamoto &
Luckenbach, 2023), ya que en muchas especies no se observa una produccion de androgenos
endogenos durante el periodo ventana de diferenciacion molecular del sexo, sin embargo se ha visto
por ejemplo en tilapias y lenguado japonés, que la administracion exogena de androgenos 11
oxigenados durante la diferenciacion molecular del sexo son suficientemente potentes para generar
la reversion de una hembra genotipica a un macho fenotipico desarrollando un testiculo funcional
(Kitano et al., 2000; Kobayashi et al., 2008). Se postula para diferentes especies, que la
diferenciacion testicular podria estar dada por la falta de estrégenos en el ambiente de desarrollo
gonadal y no por una produccion de andrégenos endogenos (Yamamoto & Luckenbach, 2023). Sin
embargo, hay otras especies como la trucha arco iris y el pejerrey que muestran una produccion de
androgenos muy temprana durante el periodo de indiferenciacion gonadal, mediada por la accion de
la enzima cyplIc que se encarga de transformar androstenediona en 11B-hidroxiandrostenediona, y

la testosterona en 11B-hidroxitestosterona (Blasco et al., 2013; Vizziano et al., 2007).

Diferenciacion no esteroidea

Como se menciond anteriormente algunos peces se diferencian sexualmente mediante una
via no esteroidea, esto quiere decir que previo a que se observe una diferenciacion de la gonada
hacia un ovario o un testiculo, y durante la ventana de diferenciacion molecular no hay presencia de
esteroides sexuales en el ambiente en el que la gonada se diferencia. En mamiferos, en los cuales la
diferenciacion gonadal se produce sin accion directa de esteroides sexuales, se ha descrito a la via
Rspol-Wnt4-Ctnnbl como fundamental en el proceso. Es interesante remarcar que el medaka
(Oryzias latipes), un pez cuya diferenciacion sexual femenina se produce en forma independiente a

los estrogenos también utiliza esta via canonica rspol-wnt4-ctnnbl que se activa para que el ovario
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se desarrolle correctamente (Kawahara & Yamashita, 2000; Zhou et al., 2016). Esta via de
diferenciacion ha sido poco estudiada en peces, pero los antecedentes la hacen lo suficientemente
relevante ya que tiene un rol fundamental en algunas especies, y por lo tanto también debe ser tenida
en cuenta como una posible via de diferenciacidon con relevancia en peces basales de los que ain
queda mucho por saber de este proceso. Esta misma via también se mostré como fundamental para
la diferenciacion femenina en otro teledsteo muy usado a nivel de laboratorio como lo es el zebrafish
(Danio rerio), en donde la inhibicion de la via de sefializacion Wnt, como parte de la via candnica
de interés lleva a un aumento en la proporcion de machos y una represion de la expresion de genes

clasicos femeninos (Sreenivasan et al., 2014).

Introduccion a los Acipenseriformes

Generalidades de los esturiones

Existen muchas especies de esturiones, en total se contabilizan 25 aun vivas ademas de varias
ya extintas. Los esturiones son Actinopterigios basales y se clasifican en la subclase Chondrostei,
donde se encuentra el orden de los Acipenseriformes y la familia Acipenseridae que agrupa a los
llamados “esturiones reales” (dentro del grupo Acipenseriformes también encontramos los peces
espatula, familia Polydontidae). Las 25 especies de esturiones mencionadas se dividen a su vez en
cuatro géneros (Acipenser, Huso, Scaphirhynchus y Pseudoscaphirhynchus), donde el género

Acipenser es el que retne a la mayoria de las especies del orden (Tabla 2) (Bemis & Kynard, 1997).
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Tabla 2. Especies de esturiones existentes, se presenta su nombre cientifico, nombre comun, y la distribucion mds comun conocida
para cada una de ellas. Las especies extintas no han sido incluidas.

Nombre Cientifico

Acipenser baerii
Acipenser brevirostrum

Acipenser dabryanus
Acipenser fulvescens

Acipenser gueldenstaedtii

Acipenser medirostris
Acipenser mikadoi
Acipenser naccarii
Acipenser nudiventris

Acipenser oxyrinchus
Acipenser persicus
Acipenser ruthenus

Acipenser schrenckii
Acipenser sinensis
Acipenser stellatus

Acipenser sturio
Acipenser transmontanus
Huso dauricus

Huso huso
Pseudoscaphirhynchus
kaufmanni
Pseudoscaphirhynchus
hermanni
Pseudoscaphirhynchus
fedtschenkoi
Scaphirhynchus albus

Scaphirhynchus
platorynchus
Scaphirhynchus suttkusi

Nombre ComuUn

Esturion Siberiano

Esturion de Nariz Corta

(hociquicorto)
Esturion del Yangtsé
Esturion de Lago

Esturion Ruso

Esturion Verde
Esturién del Sakhalin
Esturion Adriatico
Esturién Bastardo

Esturion del Atlantico
Esturion Persa
Esturion Esterlet

Esturion del Amur
Esturion Chino
Esturion Estrellado

Esturiéon Comun
Esturion Blanco
Kaluga

Beluga

Esturion del Sir Daria

Esturion del Amu Daria

Esturion del Daria
Esturién Palido
Esturion Shovelnose

(Nariz de pala)
Esturién de Alabama

Distribucion mayoritaria de
poblaciones salvajes
Rios y lagos de Siberia
Costa Este de América del Norte

Rio Yangtsé, China

Grandes Lagos y rios de América
del Norte

Mar Caspio, Mar Negro, y rios
adyacentes

Costa Oeste de América del Norte
Rusia y Japon

Rios de la cuenca del Adriatico
Mar Caspio, Mar Negro, y rios
adyacentes

Costa Este de América del Norte
Mar Caspio

Rios del Mar Negro, Mar Caspio y
Mar de Azov

Rio Amur, China y Rusia

Rios del Este de China

Mar Caspio, Mar Negro y Mar de
Azov

Rios de Europa Occidental

Costa Oeste de Ameérica del Norte
Rio Amur, China y Rusia

Mar Caspio y Mar Negro

Rio Sir Daria, Asia Central

Rio Amu Daria, Asia Central
Rio Amu Daria, Asia Central

Rio Missouri y Rio Mississippi,
EE.UU.

Rio Mississippi y sus afluentes,
EE.UU.

Rio Mobile y afluentes, Alabama,
EE.UU.
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Historia vida de los esturiones

La aparicion de los esturiones esta datada de hace al menos 200 millones de afios (Bemis et
al., 1997) es decir del periodo Jurasico Temprano, informacion corroborada gracias a los registros
fosiles encontrados (Figura 1). Estos indican que los esturiones estaban asociados a Laurasia y su
aparicion habria surgido en la region conocida como el Mar de Tethys, para luego dispersarse, y
posteriormente a la separacion de los continentes alcanzar una distribucidon que abarca hoy en dia
todo el hemisferio norte (América del Norte, Europa y Asia). Las regiones identificadas con el
establecimiento de poblaciones salvajes son: en Norte América, la region de los Grandes Lagos, la
costa oeste de Norte América (Pacifico), el rio Mississippi y Golfo de México y la costa este de
Norte América (Atlantico). Por otro lado, encontramos la costa atlantica de la peninsula ibérica, la
region Ponto-Caspiana (Mar Mediterraneo, Mar Negro, Mar de Azov y Mar Caspio); Siberia y
Océano Artico; el Rio Amur, Mar de Ojotsk y Mar de Japon, y finalmente la region del este de China
(Ruban, 2018). Las regiones nombradas anteriormente fueron caracterizadas en base a los datos
obtenidos del estudio de los rios que los esturiones utilizan para su reproduccion, es decir, tomando
como la unidad biogeografica de mayor importancia para las diferentes especies a las zonas de
desove (Bemis & Kynard, 1997; Grande & Bemis, 1996). Las poblaciones también han sido
definidas a nivel filogenético en diferentes clados: el clado de esturiones de mar (Acipenser sturio y
Acipenser oxyrhynchus), el clado de esturiones Scaphirynchus, el clado de los esturiones del

Pacifico, y el clado de los esturiones del Atlantico (Peng et al., 2007; Rajkov et al., 2014).
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Figura 1. Imagen de un fosil de un Acipenseriforme, registrado en la formacion "Green River"
(Imagen obtenida de Grande & Bemis 1991)

Segtin estudios realizados sobre las historias de vida de los esturiones, las diferentes especies
realizan distintos tipos de migraciones, teniendo como objetivo la alimentacion, y la reproduccion
que se produce siempre en agua dulce (rios) (Heublein et al., 2009; Paragamian & Kruse, 2001). Las
migraciones rio abajo ocurren durante el periodo de busqueda de alimento, ya que este es mas
abundante en zonas estuarinas, mientras que las migraciones rio arriba las realizan para encontrar
las zonas de desove. Las mismas zonas de desove seran utilizadas en cada periodo de puesta ya que
son las elegidas por tener las condiciones fisicoquimicas que les aseguran un mejor éxito

reproductivo (Wirgin et al., 1997).

Los esturiones son peces migratorios que presentan patrones variados entre grupos. Los
diadromos migran entre zonas de agua dulce y de agua salada (McDowall, 1992; McDowall, 1988),
dentro de ellos clasificamos por un lado a los anadromos que son aquellos que pasan la mayor parte
de su vida en el mar e ingresan a zonas de agua dulce como los rios al momento de la reproduccion,
(McDowall, 1992; McDowall, 1988; Myers, 1949) como lo hacen las especies de género Huso
(McEnroe & Cech Jr, 1987). Por otro lado, estan los anfidromos, cuyas migraciones son desde agua
dulce hacia agua salada o a la inversa, pero sin tener como objetivo final la reproduccion (McDowall,

1992). Existe una unica especie confirmada como anfidroma, se trata del esturion hociquicorto
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(Acipenser brevirostrum) (Billard & Lecointre, 2000; Kynard, 1997). Finalmente estan los
potadromos, estos realizan migraciones unicamente entre cuerpos de agua dulce (Quiros & Vidal,
2000). Dentro de los esturiones, aquellos del género Scaphirhynchus tienen este tipo de patron

migratorio (Bemis et al., 1997) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema explicativo de patrones migratorios de peces anddromos,
anfidromos y potddromos. (Imagen obtenida de Bemis & Kynard, 1997)

Este grupo filogenéticamente basal ha sufrido minimas alteraciones a lo largo del tiempo y
por eso se los conoce comunmente como fosiles vivientes, y los convierte en especies sumamente
atractivas para estudios basicos a nivel evolutivo. Muchas caracteristicas fenotipicas y genotipicas
los diferencian de los peces modernos (teledsteos), y también entre las especies de
Acipenseriformes. Entre las caracteristicas mas importantes marcando diferencias con los peces
teledsteos estd la gran cantidad de cartilago que posee su esqueleto, sin embargo, se cree que su

antepasado fue un pez d6seo y que los esturiones llegaron a tener esta condicidon por procesos

24



evolutivos que llevaron a reduccion del esqueleto osificado (Bemis et al., 1997; Vecsei & Peterson,

2004).

Como mencionamos anteriormente la familia Acipenseridae reine un gran conjunto de
especies (25), y en ellas se refleja la variabilidad en la historia de vida de los diferentes grupos. A
nivel fenotipico y como caracteristicas principales los esturiones son peces que comparten un cuerpo
alargado con la parte inferior de la cabeza, vientre, y aletas pectorales y pélvicas aplanadas, estas
caracteristicas son utiles para estos peces que se suelen posar sobre los lechos de los rios que habitan.
La cabeza de los esturiones tiene una morfologia muy caracteristica, poseen un rostrum, es decir
una prolongacion de la cabeza que puede ser mas o menos ahusada dependiendo de la especie,
ambiente donde se encuentre y de la alimentacion més comun para cada una. Todos cuentan con
bocas protractiles y falta de dientes. El género Huso y las especies que este agrupa; Huso huso 'y
Huso dauricus (cominmente conocidos como Beluga y Kaluga respectivamente) son cazadores y
se alimentan de peces, por lo que tienen la boca en una posicion frontal, el resto de los
Acipenseriformes tienen la boca ubicada en la parte inferior de la cabeza, y se alimentan de
organismos del fondo. Ademas, todos cuentan con cuatro barbas posicionadas por delante de la boca,
estas son organos que tienen como funcion censar el ambiente y ayudar al esturion a conseguir
alimento. Todos los esturiones cuentan con una serie de escudos de origen 6seo que estan
distribuidos en forma longitudinal a su cuerpo en cinco filas, una dorsal, dos laterales y dos ventrales

y todas las especies cuentan con cola heterocerca (Bemis et al., 1997; Bemis & Kynard, 1997).

Entre las diferencias mas notables que podemos encontrar dentro del grupo de los
Acipenseriformes, estan los tamafios y edades de madurez reproductivas de las diferentes especies,
que cubren un rango muy amplio. Los esturiones son organismos longevos, que pueden alcanzar por

lo general grandes tamafios y tienen un desarrollo lento, esta ultima caracteristica los hace
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especialmente interesantes para estudiar procesos de diferenciacion sexual. Los registros de
diferentes especies han identificado individuos en la region Ponto-Caspiana (para el caso del
esturion Beluga) con una talla maxima de 8,5 metros de largo total y 1300 kg de peso maximo.
Mientras tanto otras especies como el esturion enano (Pseudoscaphirhynchus hermanni) o el
esturion de Amur Darya (Pseudoscaphirhynchus kaufmanni) apenas alcanzan los 30 o 40 cm de
largo total y un peso maximo de 3 kg. Mas alla de estas especies mencionadas, que son las de mayor
y menores tamafios, el resto de ellas tienen medidas y pesos que varian dentro de este rango (Billard
& Lecointre, 2000). Los tiempos que tardan las diferentes especies para llegar a la madurez sexual
también es muy variable, se ha registrado para el esturion Beluga que las hembras alcanzan su
pubertad en estado salvaje en el rio Volga entre los 19 y 22 afios, mientras que los machos entre los
14 y 16 afios. El Acipenser brevirostrum es el que tiene una madurez mas temprana alcanzado este
estado entre 4 y 6 afios para las hembras y entre los 2 y 3 afos para los machos. También se ha
observado que en condiciones de cultivo estos tiempos pueden variar drasticamente, este es el caso
por ejemplo para el Acipenser baerii (esturion siberiano), que en el rio Ob llega a la pubertad entre
los 11 y 13 afios o entre los 9 y 18 afios para machos y hembras respectivamente. Sin embargo, en
las plantas de acuicultura se ha logrado adelantar su pubertad a periodos de 3 a 4 afios para los
machos y 7 a 8 para las hembras (Billard & Lecointre, 2000), en Uruguay se ha conseguido tener

hembras en pubertad a los 5 afios de edad (Ryncowski, no publicado).

La variabilidad en los tamafos del genoma de las diferentes especies también es algo que
llama la atencion dentro de este grupo. Los estudios citogenéticos mostraron cariotipos que resultan
muy variables. Justamente mediante el estudio del cariotipo se han caracterizado mayormente tres

grupos, uno diploide con 2n=120 cromosomas, otro 4n=240 y el tltimo caracterizado con una
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ploidia 6n, con hasta 372 cromosomas, esto hace que sus genomas sean muy grandes y

extremadamente complejos (Havelka et al., 2011).

Ante las 25 especies de esturiones componiendo la familia Acipenseridae, es importante
tener en cuenta que el estado de conservacion es delicado, la mayoria de sus especies estan
amenazadas segun los estandares de la UICN (Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza) lo que supone el riesgo de una posible extincion de muchas de ellas (Hol¢ik, 1989;
IUCN, 2015; Williot et al., 2002). Algunas de las causas que llevaron y ain continian causando esta
situacion son la sobrepesca, la contaminacién de rios con pesticidas y metales pesados y la
construccion de represas que impiden que se produzcan las migraciones reproductivas (Bacalbasa-
Dobrovici, 1991; Bacalbasa-Dobrovici, 1997; Kriiger & Pudenz, 2002; Wei et al., 1997). Se
realizaron campanas de repoblacion y conservacion y se han encontrado resultados alentadores para
algunas de las especies con las que se trabaja, sin embargo, mas alla de estos esfuerzos el estatus
conservacion de las especies de este grupo atin no ha mejorado (Arlati et al., 2001; Congiu et al.,

2023; Daskin & Tilman, 2022).

Produccion de acuicultura

La acuicultura de esturiones es una industria pequefia dedicada a la produccion de caviar
(que son ovocitos en estadio previo a la maduracion final) y de carne. La produccién de caviar ocurre
en muchos paises, entre ellos se destacan Rusia, Italia, Francia, Estados Unidos y China. En el
hemisferio sur se destaca el Uruguay como el primer productor de caviar y se encuentra posicionado

en el noveno lugar a nivel mundial (Figura 3).
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Figura 3. Paises con mayor produccion legal de caviar a nivel mundial. La produccion se muestra en toneladas (t). Uruguay se
posiciond en el afio 2017 en noveno lugar con 6 toneladas. (Figura tomada de Bronzi et al., 2019)

El cultivo del esturion Siberiano con una produccion mundial de~27.500 toneladas por afio
(Chebanov & Williot, 2018), se considera una produccién artesanal cuando se compara con otras
industrias de piscicultura por ejemplo la de salmoénidos o tilapia (Tveteras, 2016). Sin embargo, el
crecimiento de la acuicultura de esturion ha aumentado en forma muy marcada durante las Gltimas
décadas debido al estimulo de produccion de caviar, la disminucion de la pesca y el aumento de

proteccion de las poblaciones de esturiones en estado salvaje (Bronzi et al., 2019).

En Uruguay existen dos emprendimientos que producen caviar situados en el Rio Negro. El
primero fue situado en la represa de Baygorria (Durazno) y el segundo, mas reciente, esta situado
en el lago de la represa del Rincon del Bonete en la localidad de San Gregorio de Polanco
(Tacuarembo). Estos emprendimientos se enfocan sobre todo en la produccion de esturion ruso

(Acipenser gueldenstaedtii), y esturion siberiano (Acipenser baerii). Ambos han prosperado debido
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a la existencia de rios similares a los que se observan en Rusia (en cuanto al ambiente), y a factores
como la temperatura, que siendo mas calidas que en la zona de donde son originarios los esturiones,
se ha visto que favorece una maduracion sexual en periodos mas cortos que en otros paises donde

se realiza el cultivo con temperaturas mas frias (Francia, Italia, Rusia).

El crecimiento de la industria se conecta con el desarrollo de investigacion cientifica de
calidad, que busca obtener informacién basica y resolver los problemas que enfrentan los
productores. Uno de los puntos de interés del sector productivo tiene que ver con la posibilidad de
realizar sexado temprano y controlar el sexo del esturion siberiano. Para ello es necesario por un
lado lograr identificar marcadores del sexo y por el otro comprender los mecanismos de
determinacion y diferenciacion sexual de la especie. Esto permitiréd tener las herramientas teoricas
para, por ejemplo, ser capaces de invertir el sexo de los peces con el fin de generar a largo plazo

poblaciones monosexo genéticas.

Modelo de estudio: El esturion siberiano Acipenser baerii

El Acipenser baerii, especie que se utiliza como modelo de estudio en este trabajo, forma
parte del grupo anteriormente descrito. Sus poblaciones naturales habitan la region de la Siberia.
Comparte la mayoria de sus caracteristicas morfologicas mencionadas con el resto de los esturiones,
alcanzan grandes tallas y pesos elevados pudiendo llegar a 3 metros de largo y 200 kg de peso
(Billard & Lecointre, 2000). La madurez sexual en estado salvaje se produce entre los 11 y 13 afios
para los machos y entre los 9 y 12 afios para las hembras en rio Ob (Ruban, 2018), aunque varia
mucho seglin el registro y la region especifica que habitan. Las hembras de la poblacion con un
periodo de madurez mas tardio son las del Lago Baikal y lo alcanzan entre los 26 y 34 afios de vida
(Ruban, 2018). Es interesante que esta especie en particular, muy utilizada para cultivo y produccién

de caviar tiene una gran capacidad de adaptarse a distintos climas y es por ello que se cultiva en 50
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paises incluyendo al Uruguay (Williot & Chebanov 2018) donde se ha adaptado bien a las
condiciones de criadero y se ha logrado bajar el periodo de madurez sexual a minimos de 5 afos de

edad en Uruguay (Rynkowski, no publicado).

Antecedentes de estudios de determinacion y diferenciacion del sexo en esturiones

Los estudios filogenéticos utilizando datos moleculares muestran que el Acipenser baerii
forma parte de los esturiones Atlanticos (también llamados Ponto-Caspianos), y que esta precedido
por tres rondas de duplicacion completa del genoma (Mugue & Barmintseva, 2018; Peng et al.,
2007; Rajkov et al., 2014) que explican su ploidia 4n y el gran peso de su genoma de 8,3 pg
(Bytyutskyy et al., 2012; Zhou et al., 2011), duplicando el peso del genoma de un pez diploide como
el zebra fish (Danio rerio) y de varias otras especies de esturion (Lamatsch et al., 2000). El tamafio
de su genoma se ve reflejado en su cariotipo con una gran cantidad de cromosomas (246 £8) que
ademas son homomorficos, es decir donde no se distinguen los cromosomas sexuales (Fontana,
1994), caracteristicas que dificultan los estudios de determinacion del sexo.

En lo que respecta justamente a la determinacion y diferenciacion sexual en esta especie
basal en particular y otros esturiones, diversos estudios a nivel genético se han realizado a lo largo
de los afios sin poder esclarecer cual es el modo en que determinan su sexo. Los estudios de
ginogénesis han aportado las pistas mas claras, y estas sugieren que poseen un mecanismo de
determinacion sexual genético de tipo ZZ/ZW (Flynn et al., 2006; Fopp-Bayat, 2010; Omoto et al.,
2005; Saber & Hallajian, 2014; Van Eenennaam et al., 1999), es decir con hembras heterogaméticas.
Sin embargo, este tipo de determinacion del sexo no se ha demostrado formalmente. La
comprobacion formal implica la inversion hormonal sexual y el cruzamiento con individuos
normales con el fin de analizar los porcentajes de machos y hembras de la progenie. El tipo de

determinacion del sexo postulada en esta tesis es que se trata de un sistema similar al sistema de
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determinacion del sexo en mamiferos, pero con un gen maestro femenino, similar al que se da en la
especie Xenopus leavis con su gen determinante dm-W (Yoshimoto et al., 2008; Yoshimoto et al.,
2010). El gen maestro se expresaria en forma temprana durante el periodo de diferenciacion
molecular del sexo y daria lugar luego a una red de expresion génica que controla la diferenciacion
de los distintos tipos celulares. La publicacion en 2021 de un marcador genético femenino (Kuhl et
al., 2021) apoya esta idea. Mas alla de esto, siguiendo esta hipdtesis atin no ha sido posible encontrar

un gen determinante femenino ligado al cromosoma W en los esturiones.

El periodo de diferenciacion sexual del esturion siberiano, como en otras especies, es
prolongado, de varios meses (Vizziano-Cantonnet et al., 2016), lo que lo convierte en un excelente
modelo para el estudio de esta tematica en particular. Nosotros postulamos que es lo suficientemente
extenso como para permitir registrar con detalle la modulacion de los genes vinculados a la red
molecular del proceso de diferenciacion durante varios puntos temporales del periodo. Cuando se
inicio este trabajo de tesis las primeras sefiales morfoldgicas de diferenciacion se podian observar
alrededor los 8 meses de edad (Vizziano-Cantonnet et al., 2016), sin embargo, esto varia segun las
especies y el pais donde se las cultiva (Chen et al., 2006; Grandi & Chicca, 2008; Rzepkowska &
Ostaszewska, 2013). A su vez las primeras sefiales moleculares de diferenciacion sexual fueron
reportadas entre los 3 y los 4 meses basados en la activacion de genes candidatos masculinos (dmrt1,
amh, sox9, ar), femeninos (fox/2) y relacionados con la produccion de esteroides (cypl7al, cypl9al)
(Vizziano-Cantonnet et al., 2016), elegidos de la literatura de peces teledsteos que introdujimos
previamente. Sin embargo, y pesar de observar una activacion de todos estos genes en el periodo de
indiferenciacion gonadal, en ese momento fue imposible determinar cuales se activaban en las
gbénadas de futuras hembras y cuales lo hicieron en futuros machos. Previo al inicio de esta tesis

contdbamos con un primer transcriptoma gonadal del esturion siberiano conteniendo estadios
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indiferenciados en varios puntos temporales dentro del periodo de diferenciacion sexual (Vizziano-
Cantonnet et al., 2018). En ese trabajo se identificaron 72 genes sobre regulados en futuras hembras
de 5 a 6 meses de edad en comparacion con futuros machos de 5 a 6 meses de edad, teniendo especial
relevancia aromatasa, foxl2, es decir aquellos que se vinculan directamente con la produccion de
estrogenos mediante una retro regulacion positiva (Guiguen et al., 2010). También se observé en ese
primer transcriptoma, aunque no se publico en aquel momento, la activacion de la enzima Asd17b1.
De modo que cuando esta tesis comenzo se manejaba la idea de que habia tres genes potencialmente
femeninos (cypl9al, fox/2) fundamentado en las muchas publicaciones en peces teledsteos y en la
activacion observada en hembras potenciales de 5 y 6 meses y un gen involucrado en la via de
sintesis de estrogenos (hsd17b1) para el cual no habia publicaciones en aquel momento. A su vez se
habian descripto, pero no se habian validado por qPCR un conjunto de genes sobre expresados en
futuros ovarios de animales de 5 y 6 meses de edad. En un trabajo complementario se estudiaron las
tendencias de expresion de cypl9al y de foxI2 en poblaciones mixtas sin sexar por falta de un
marcador del sexo, de 3, 4, 5 y 6 meses (Vizziano-Cantonnet et al., 2018). Los resultados mostraron
una cierta coherencia en animales que presentaron una activacion en estos dos genes femeninos, y
por ello se empezo6 a considerar la idea de que la cypl9al y el foxl2 eran potenciales marcadores

femeninos a nivel gonadal.

Estrategia experimental

En ausencia de un marcador del sexo se iniciaron estudios de la expresion por qPCR de un
conjunto de genes potenciales femeninos identificados en el trabajo de transcriptomica previo
(cypl9ala, foxI2, hsdl17bl, ix3, irx5, lhx2) (Vizziano-Cantonnet et al., 2018), pero centrandonos en
todo el periodo de diferenciacion molecular del sexo, en gonadas de peces de 3 a 6 meses de edad.

Al no contar con marcadores del sexo se aplicaron métodos estadisticos para identificar el sexo de
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las futuras hembras a partir de los tres meses de edad, utilizando los patrones de expresion génica

(Capitulo 1, Articulo 1 Lasalle et al., 2021a).

Mas alla de ese primer avance, la ausencia de un marcador del sexo era una traba importante
para poder profundizar en el estudio de los genes involucrados en diferenciacion sexual. Eso nos
impuls6 a la busqueda de un marcador del sexo usando la metodologia de secuenciado del ADN
genomico mediante RAD-sequencing (del inglés, Restriction Site Associated DNA sequencing) y la
construccion de una base de marcadores SNPs en la cual se busco la asociacion de ciertos SNPs con

el sexo femenino heterocigoto (ZW) (Capitulo 2, Lasalle et al. 2021a).

A fines de 2021 se publica un marcador genético del sexo (Kuhl et al 2021) y eso permiti6
iniciar estudios de validacion de los datos obtenidos por nuestro grupo de investigacion. Es asi que
se eligen genes candidatos femeninos, genes relacionados con la esteroidogénesis y genes candidatos
masculinos y se estudian por qPCR durante el periodo de diferenciacion molecular del sexo (2,5 a 6
meses de edad). Los genes masculinos forman parte de la tesis de Maestria del Lic. Germéan Benech,
pero fueron publicados en conjunto con los genes candidatos femeninos. Esto constituyo el Capitulo
3 de esta tesis (Lasalle et al., 2024). Este ultimo trabajo permiti6 hipotetizar que la activacion del
gen determinante del sexo y de los genes de la diferenciacion sexual temprana ocurren entre la
formacion de la gonada, alrededor del mes de edad, (Rzepkowska & Ostaszewska, 2013) y los 2,5

a 3 meses de edad.

Para tener una vision amplificada del panorama molecular durante la diferenciacion del sexo,
mas alla de lo que se pudo obtener con la estrategia gen candidato, nos embarcamos en la tarea de
obtener ARN de muy alta calidad para secuenciar y realizar un transcriptoma gonadal de machos y
hembras en la etapa mas incipiente conocida de la diferenciacion sexual. A pesar de que las gonadas

son muy pequefias en estas edades tempranas y la obtencion de ARN de cada una de ellas era un
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paso critico de fundamental importancia, se lograron colectar gonadas de 2,5 meses de edad de
individuos sexados (6 machos y 6 hembras) y realizar un transcriptoma de excelente calidad. Esto
permitid comparar la expresion génica de machos y hembras en forma global en el estadio de

diferenciacion del sexo mas temprano hasta el momento (Capitulo 4).

Hipotesis y Objetivos
Hipdtesis

De los antecedentes expuestos sobre la tematica se plantean las siguientes hipotesis:

- Los genomas de machos y hembras estan diferenciados (ZZ/ZW) y por lo tanto existe un

marcador del sexo.

- Los estrogenos son los reguladores de la diferenciacion del sexo en el A. baerii.

Objetivo general

 ldentificar un marcador genético del sexo.

« Determinar que genes estan directamente involucrados en la diferenciacién sexual femenina

del esturién siberiano.
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Objetivos especificos

Objetivo 1.- Generar una herramienta que permita identificar poblaciones de potenciales hembras y
potenciales machos mediante el estudio de la expresion de genes del programa femenino (cypl9al,
foxlI2, hsd17b1, ix3, irx5, lhx2) utilizando qPCR durante el periodo de diferenciacion molecular del

sexo (Capitulol).

Objetivo 2.- Buscar un marcador genético del sexo utilizando datos de RAD-seq obtenidos por

secuenciado masivo (Capitulo 2).

Objetivo 3.- Caracterizar el programa femenino en individuos indiferenciados sexados
genéticamente, a nivel molecular durante el periodo completo de la diferenciacion molecular del

sexo (Capitulo 3a).

Objetivo 4.- Determinar el efecto de los esteroides sexuales sobre los genes involucrados en la

diferenciacion femenina (Capitulo 3b).

Objetivo 5.- Utilizar la transcriptomica en el periodo més temprano de la ventana de diferenciacion

molecular para identificar los genes que inician el proceso de diferenciacion femenino y masculino,

e identificar un potencial gen determinante del sexo (Capitulo 4).
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Capitulo 1:
Identificacion del sexo de esturiones siberianos morfologicamente indiferenciados mediante
el analisis estadistico de los patrones de expresion génica
Resumen

El proposito de este estudio fue generar una estrategia simple para determinar el sexo de
peces morfologicamente indiferenciados, mediante el uso del andlisis estadistico de patrones de
expresion génica gonadal caracterizados por PCR cuantitativa. Este enfoque es especialmente
relevante para especies en las cuales no se conozcan marcadores genémicos de sexo. El método fue
desarrollado para la identificacion temprana de hembras de esturion siberiano como parte de un
estudio gendmico. Ese estudio mostré la activacion del gen que codifica para la enzima hsd17b1
(17B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa) en futuros ovarios a los tres meses de edad, junto con un
pequeiio pico del gen que codifica para el factor de transcripcion fox/2 y la expresion emergente de
la enzima que codifica para la aromatasa (cyp9al). Los mayores picos de cypl9al y foxi2 se dieron
en presuntas gonadas femeninas a los 5-6 meses. Este patron sugiere un relé genético que media la
produccion de estrogenos a lo largo de la diferenciacion, posiblemente para mantener la feminidad
gonadal. Los genes involucrados en la proliferacion de células madre /hx2 (del inglés, lim homeobox
2) y el mantenimiento de la interaccion entre células somaticas y germinales irx5 o irx3 (del inglés,
iroquois homeobox 5 e iroquois homeobox 3 respectivamente) también se expresaron durante la
diferenciacion molecular, a los 5-6 meses. Los roles de /4x2, irx3 e irx5 en la diferenciacion sexual
de peces deben confirmarse utilizando otras metodologias. Estos resultados sugirieron fuertemente
que los estrogenos son cruciales para la diferenciacion ovarica de esturiones, que son peces no
teleosteos basales, siendo consistentes con patrones bien establecidos en teledsteos. La hsd17b1

aparece como uno de los primeros biomarcadores del desarrollo gonadal.
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1 | INTRODUCTION

| Walter Norbis @@ | Denise Vizziano-Cantonnet

Abstract

The purpose of this study was to detail a simple strategy for sexing morphologically-
undifferentiated fish using statistical analysis of gene expression patterns character-
ized by quantitative PCR. This approach is especially relevant for species without
known genomic sex markers. The method was developed for early identification of
female Siberian sturgeon as part of a genomics study. That study documented acti-
vation of the enzyme 178-hydroxy-steroid-dehydrogenase (hsd17b1) in future ovarian
tissue at 3 months of age, concurrent with a small forkhead box L2 (foxI2) peak and
emerging cytochrome P450, family 19, subfamily A (cyp19a1) expression. Major cyp19al
and foxI2 peaks occurred in presumptive female gonads at 5-6 months. This pattern
suggested a genetic relay mediating estrogen production throughout differentiation,
possibly to maintain gonadal femininity. Genes involved in stem cell proliferation (lim
homeobox 2 (lhx2)) and somatic-germ cell interaction maintenance (iroquois homeobox
5 (irx5) and iroquois homeobox 3 (irx3)) were also expressed during molecular differ-
entiation, at 5-6 months. The roles of lhx2, irx3, and irx5 in fish sex differentiation
should be confirmed using other methodologies. These results indicate that estro-
gens are crucial for ovarian differentiation in basal non-teleost fish, consistent with
well-established patterns in teleosts, with hsd17b1 as one of the earliest biomarkers
of gonadal development.

KEYWORDS
gene expression, gonads, real-time qPCR, sex differentiation, sex identification, Siberian
sturgeon

Wilhelm et al, 2007). Moreover, most fish species lack known
sexually-differentiated chromosomes or genetic markers (Devlin &

Sex identification is a key step in sex determination and differen-
tiation research in fish. These processes are poorly understood in
most fish species, partly due to the challenge of identifying sex
prior to morphological differentiation. Precocious sex identifica-
tion is difficult in part because there is no common master gene for
sex determination among fish (Capel, 2017; Kikuchi & Hamaguchi,
2013), in contrast to eutherian mammals, which conserve the sex-
determining region Y (SRY) gene that triggers the male phenotype
(Koopman et al., 1991; Marshall Graves, 2013; Sinclair et al., 1990;

Nagahama, 2002; Penman & Piferrer, 2008). These challenges have
complicated our molecular genomics research on ovarian differenti-
ation in Acipenser baerii Siberian sturgeon.

Comparative studies of the female program in vertebrates
have noted that, unlike in mammals, ovarian differentiation in
fish depends heavily on the presence of estrogens (Cutting et al.,
2013). In mammals, wingless-type MMTV integration site family,
member 4b (Wnt4); bone morphogenetic protein 2 (Bmp2); fork-
head box L2 (FoxI2); and follistatin (Fst) (Brennan & Capel, 2004;

J Appl Ichthyol. 2021:00:1-12.
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Wilhelm et al., 2007) have been described as crucial factors in

female sex determination. Ovarian differentiation is largely inde-
pendent of steroids in these animals. In contrast, estrogens play
a well-documented role in mediating sex differentiation in teleost
fish (see reviews by Baroiller et al. (1999), Guiguen et al. (2010),
Nagahama etal.(2021)and Piferrer & Guiguen (2008)). Cytochrome
P450, family 19, subfamily A (cyp19a1), which codes for the enzyme
aromatase, is the most well-studied gene in teleost sex differenti-
ation because of its role in converting androgens into estrogens.
In some teleost fish, cyp19al activation is one of the first ovarian
markers detectable in the morphologically-undifferentiated go-
nads of future females. This finding has been replicated in genetic
(ljiri et al., 2008; Vizziano et al., 2007) and temperature-induced
(Fernandino et al., 2008) monosex populations. Moreover, inhib-
iting cyp19al enzyme expression and activity during the key sex-
differentiation period has been shown to result in female-to-male
sex inversion, underlining the importance of this enzyme and thus
the vital role of estrogens in ovarian differentiation (Baroiller
et al., 1999; Bhandari et al., 2006; Guiguen et al., 1999; Piferrer
et al., 1994; Vizziano et al., 2008). cyp19al and foxI2 activation
are concurrent in teleost fish (Baron et al., 2004, 2005; ljiri et al.,
2008; Vizziano et al., 2007). cyp19al expression is stimulated
by foxl2 (Wang et al., 2007), and estrogen stimulates expression
of foxI2 (Baron et al., 2004; Vizziano et al., 2008) during early
ovarian development. The importance of cyp19al and foxI2 was
also confirmed recently in a gene deletion study, where female-
to-male gonadal inversion was observed in foxI2 -/- and cyp19al
-/- mutated Oreochromis niloticus (Nile tilapia Zhang et al., 2017).
17R-hydroxy-steroid-dehydrogenase (hsd17b1), which controls
the conversion of estrone into estradiol-17, has been studied in
the context of sex differentiation in some fish (Hagihara et al.,
2014; ljiri et al., 2008). In particular, recent studies in the genus
Seriola suggested that the combination of hsd17b1 alleles deter-
mined sex by modulating endogenous estrogens (Koyama et al.,
2019). In sum, cyp19al, foxI2, and hsd17b1 have been found to be
involved in estradiol production and activated very early during
gonadal sex differentiation.

The female genes selected for this study were chosen from a
list of activated genes obtained by comparing the gonadal tran-
scriptomes of future female and potential male Acipenser baerii
(Siberian sturgeon) during the molecular sex differentiation pe-
riod (Vizziano-Cantonnet, Di Landro, et al., 2018). cyp19a1 and
foxI2 activation was confirmed at 6 months of age by quantitative
PCR (qPCR) after the transcriptomic study (Vizziano-Cantonnet,
Di Landro, et al., 2018). In addition, a second independent study
using only qPCR showed trends compatible with cyp1%9al and
foxI2 activation during the female program (Vizziano-Cantonnet,
Lasalle, et al., 2018). cyp19ala and foxI2 were activated along
with hsd17b1 in the Siberian sturgeon prior to morphological
sex differentiation (Vizziano-Cantonnet, Di Landro, et al., 2018),
consistent with prior findings in presumptive female Acipenser
gueldenstaedtii (Russian sturgeon) gonads at 9 months of age
(Hagihara et al., 2014). Therefore, we considered cyp19a1, foxI2,

and hsd17b1 to be relevant biomarkers of the Siberian sturgeon
female program.

Several other genes have been found to be activated concur-
rently in Siberian sturgeon, including some involved in stem-cell
niche interaction (iroquois homeobox 3 (irx3) and iroquois homeobox
5 (irx5)) (Vizziano-Cantonnet, Di Landro, et al., 2018). These genes
have not been studied previously in the context of fish sex differ-
entiation. However, the genes have been shown to be important for
mammalian ovarian development, as they sustain the somatic-germ
cell interactions crucial for this process (Kim et al., 2011). irx3, irx5,
and irxé6 deletions affect germ cell proliferation and disrupt somatic-
germ cell interaction in the ovary (Kim et al., 2011). lim homeobox
2 (lhx2) is another gene activated in the Siberian sturgeon ovarian
program but not previously studied in this context. This transcrip-
tion factor plays essential roles in morphogenesis and patterning
of ectodermal derivatives, as well as in controlling stem cell activ-
ity (Mardaryev et al., 2011). irx3, irx5, and Ihx2 are likely involved in
the development of the stem-cell niche and proliferation of germ
cells that precede the germline cysts observed in Siberian sturgeon
ovaries (Rzepkowska & Ostaszewska, 2013; Vizziano-Cantonnet, Di
Landro, et al., 2018).

The classic male markers described in teleost fish, such as dmrt1,
sox9, amh, gsdf, and dax1 (Nagahama et al., 2021; Piferrer & Guiguen,
2008) have not been found to be activated in potential Siberian
sturgeon males prior to morphological sex differentiation (Vizziano-
Cantonnet, Di Landro, et al., 2018). Furthermore, no clear male sex
biomarkers have been identified to date for the molecular sex dif-
ferentiation period in this species. Therefore, we were unable to use
male sex biomarkers during the morphologically-undifferentiated
stages.

Our hypothesis was that fish showing activation of classic female
genes were future females, and those showing repression were fu-
ture males or undetermined fish.

The present work describes the process we used to classify po-
tential future female Siberian sturgeon prior to morphological dif-
ferentiation and assess changes in expression of six female genes
during the molecular sex-differentiation period.

2 | MATERIAL AND METHODS

Research procedures involving animal experimentation complied with
international principles on the use and care of laboratory animals

TABLE 1 Fish characteristics by age (SD: standard deviation)

Average
Average length  weight
Age (months) n (cm) +SD (g) +SD
3 30 11.95+0.76 5.95+1.03
4 30 16.21 + 1.61 15.13 +3.8
5 30 23.85+2.94 36.98 + 11.75
6 30 26.83 +3.81 47.14 + 19.07
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TABLE 2 Primer set used for real-time PCR

Gene Forward primer
cypl9al 5' GTCCAGCTTCAGACAGGATG 3'
foxI2 5' TACGAGAAGAACAAGAAAGGTTGGCA 3'
hsd17b1 5' GAGAAGAAGGTGGACATTCTAGT 3'
irx3 5' CTTGTACAATTTGGTTCACACG 3’
irx5 5' GCATCTCCTCGTCACAAATG 3'
Ihx2 5' CGAAACGAATATGCCCTCTA 3’
18S 5' GAGGTGAAATTCTTGGACCGG 3'
3 months 4 months 5 months
3 months 30 0 0
4 months 0 27 2
5 months 0 0 30
6 months 2 0 0
Total 32 27 32

Note: 95.83% of individuals correctly classified to original stage.

TABLE 4 Results of pairwise Bonferroni-corrected Hotelling's
tests comparing gene expression by age group (3, 4, 5, and
6 months; prior to morphological differentiation in all cases)

3 months 4 months 5 months 6 months
3 months p<.001 p <.001 p<.001
4 months p <.001 p<.001
5 months p <.001

Note: p-values <.05 reflect significant differences between groups.

and Uruguayan animal welfare regulations (Comision Honoraria de
Experimentacion Animal: CHEA). The protocol was approved by the
“Comision de Etica en el Uso de Animales” of the Comision Honoraria
de Experimentacion Animal CHEA of Uruguay (authorization number
240011-002227-16).

2.1 | Animals and sampling

All animals were provided by Estuario del Plata fish farm and reared
at natural temperatures (Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018).
Fish were transported to the aquaculture facilities at the Facultad de
Ciencias (Universidad de la Republica Oriental del Uruguay). Sampling
of 3-, 4-, 5-, and 6-month-old fish (n = 30 per age) was performed in
our laboratory at the Facultad de Ciencias. The characteristics of the
fish sampled are shown in Table 1.

Sampling was performed under sterile conditions; gonads were ex-
tracted and conserved in liquid nitrogen (N,) to prevent degradation.

WILEY-—

thyology: ; "W .._.,.

Product
Reverse primer (bp)
5'AGATGGTGTCGTGCAATGTT 3' 164
5' GTGTTTGCTGTCGTGCTCCCA 3’ 680
5' ACCCCTCCACTGCAAATTTAC 3’ 250
5' CCTCAAAACCAACTTGAAGCC 3' 320

5' TGTGCAAAATGCATCACTCA 3' 80
5' TTCACAACACTTCAAACAGC 3' 132
5' GGTGCCCTTCCGTCAATTCC 3’ 260

TABLE 3 Confusion matrix obtained

6 months Total 4 T 1
from the canonical discriminant analysis
0 30 (see Materials and Methods)
1 30
0 30
28 30
39 120

After the fish were sampled, tissues were stored at —-80°C until the
RNA extraction procedure.

2.2 | RNA extraction and reverse transcription

Total RNA was extracted using the lllustra RNAspin Mini RNA
Isolation Kit (GE Healthcare) according to manufacturer instructions.
The presence of genomic DNA was verified after RNA purification by
PCR using primers for 18S and using RNA as the substrate. Samples
with genomic DNA were treated with DNase |, Amplification Grade
(Invitrogen) and checked again by PCR after the DNase treatment.
cDNA synthesis was carried out using 1 pg of total RNA in a 20-ul
volume reaction. RNA was denatured in the presence of 200 ng of
random primers and 0.5 mM of dNTP for 5 min at 65°C and then
chilled on ice. Reverse transcription was performed at 37°C for
50 min using M-MLV RT (Invitrogen) according to manufacturer in-
structions. The cDNA samples obtained were used to analyze ex-
pression of selected genes by qPCR.

2.3 | Quantitative PCR

foxI2 and 18S primers were validated in a previous work (Vizziano-
Cantonnet et al., 2016). The primers used for cyp19al, hsd17b1,
irx3, irx5, and lhx2 are shown in Table 2 and were designed using
the specific gene sequence obtained in the transcriptome study
(Klopp et al., 2020; Vizziano-Cantonnet, Di Landro, et al., 2018).
Amplified fragments (qualitative real-time PCR) were validated
by inspection on 1% agarose gel and sequencing. The sequence
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TABLE 5 Number of groups
produced by ordination (hnMDS:
nonmetric multidimensional scaling) and
classification (cluster analysis) methods

Percentage of fish
in each group

37:63 based on relative gene expression by age
23:40:37 (n =30 fish)

7:27:66

38:62

Note: Stress values <0.15 indicate that the nMDS provides a very good representation of the
dataset, and cophenetic correlation coefficients >0.7 indicate that the cluster provides a good

representation of the groups.

obtained was analyzed using BioEdit software and blasted against
the NCBI database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and
our transcriptome database to confirm sequence identity (Klopp
et al., 2020). Validation by melting curve analysis in gPCR was then
performed.

Real-time PCR experiments were carried out on an Applied
Biosystems instrument (ABI 7500) using 96-well plates. Reactions
were performed in a total volume of 12 pl. Each reaction was con-
stituted by 200 of nM forward and reverse primers, Low ROX, Kapa
Sybr Green gPCR Master Mix, and 5 ng cDNA for target genes and
1.6 ng of cDNA for the housekeeping gene. The run method per-
formed was a holding stage at 95°C for 5 min, 40 cycles at 95°C for
155, 60°C for 1 min, and finally the melting curve stage, at 95°C for
155,60°C for 1 min, 95°C for 30s, and 60°C for 15 s. The validity of
the gPCR experiment was confirmed by checking the melting curves,
melting temperatures of the samples, and negative controls. A stan-
dard curve was developed for the assay with each gene. The effi-
ciencies were 101% for 18S, 102% for cyp19al, 81% for foxI2, 100%
for hsd17b1, 94% for irx3, 94% for irx5, and 86% for lhx2. Real-time
PCR efficiencies (E) and systemizing quotients (SQ) for the reactions
were calculated using the formulas: E = [1052/-51°P¢)] and SQ = [10/“*
intercept)/slopel]-1 (Baron et al., 2005).

Relative gene expression was measured by dividing the SQ of
the target gene by the SQ of the reference gene (18S), which was
validated for undifferentiated and differentiated gonads in previous
works (Berbejillo et al., 2012; Vizziano-Cantonnet et al., 2016).

2.4 | Statistical analysis

2.4.1 | Identification of gene expression patterns by
age group

Canonical discriminant analysis (CDA) was used to assess for statistical dif-
ferences between age groups in terms of expression levels for the selected
genes (Manly & Alberto, 2016). Wilk's lambda was used to test the signifi-
cant differences between groups. Wilks' lambda is a measure of how well
each function separates cases into groups. This statistic varies between 0
and 1; smaller values of Wilks’ lambda indicate greater discriminatory ability
of the function. This statistic follows an asymptotic Snedecor F distribution
with the number of groups and variables in the nominator and the degrees
of freedom of the dispersion matrices in the denominator (Rao, 1951).

To develop the CDA, we built a matrix with the expression values
for the 120 fish used (30 fish at 4 months of age) for the six genes used.
Each age group (3-, 4-, 5- and 6-month-old fish) was identified using a
specific symbol. The CDA was performed with this matrix using Past3
software (Version 3.26; 2019). The CDA analysis was designed to eval-
uate for separation of fish into groups based on global gene expression.
All fish (n = 120) and all selected genes (n = 6) were included. The CDA
assessed the separation between individuals by stage through canon-
ical and discriminant axes, evaluating for the presence of groups in a
multivariate space by maximizing the variation between them (Manly
& Alberto, 2016). CDA has been used previously to sex undifferen-
tiated fish in species where genetic sex cannot be determined due
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program gene expression versus expected 2
: 3 Age (months) future females (%) females difference
1:1 sex ratio (chi-square, Monte Carlo
method) (R) 3 37 50 No (p =.21)
4 37 50 No (p=.21)
5 34 50 No (p=.1)
6 62 50 No (p = .36)

to a lack of simple sex-determining markers (Blazquez et al., 2009).
CDA is known to be reasonably robust to deviations from multivariate
normality (McLachlan, 1992) and provides a quite stable dlassification
rule (Hastie et al., 2009). The classification success rate was evaluated
based on the percentage of individuals correctly assigned to their orig-
inal stage (Table 3). CDA group assignment was also cross-validated
using a leave-one-out procedure (jackknife method). Differences be-
tween the four sexually-undifferentiated stages were analyzed using
pairwise Bonferroni-corrected Hotelling's tests (Table 4). Contingency
testing (Monte Carlo method) was carried out to assess differences in
sex ratios between the groups produced by our analysis vs. popula-
tions in the wild, where the proportion of males to females is 50:50.
The analysis was performed using Past3 (Version 3.26; 2019).

2.4.2 | Determination of minimum number of genes
needed to sex fish

The minimum number of candidate genes for Siberian sturgeon was
determined based on nMDS analysis. In the nMDS analysis based
on the Horn similarity index (Horn, 1966), genes ordinated closer
together were presumed to be more similar to one another in their
expression than those ordinated farther from each other.

When we used the three female genes cyp19al, foxI2, and
hsd17b1, the stress value from the Sheppard plot was >0.2, indicat-
ing that the groups produced by the nMDS were not valid. When the
three female genes irx3, irx5, and lhx2 (Vizziano-Cantonnet, Di Landro,
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FIGURE 3 Relative cyp19al, foxI2, hsd17b1, irx3, irx5, and lhx2 expression in 4-month-old fish, measured by real-time PCR. Groups were
produced with statistical methods (hnMDS and cluster analysis, using “Horn's index” in both cases). Different letters indicate significant

differences in relative gene expression between groups (p < .05)

et al., 2018) were added to the analysis, the stress value dropped to
<0.2, validating the groups produced by the nMDS. Furthermore, this
version of analysis was more consistent in terms of representation.
In sum, all six female biomarkers were required for accurate group
formation using nMDS in Siberian sturgeon gonadal tissue during the
molecular sex differentiation period.

2.4.3 | lIdentification of groups within each
timepoint and classification of future females

Individuals were grouped according to the similarity of their gene expres-
sion pattems at each timepoint using a cluster analysis based on the Horn
similarity index (Horn, 1966) and unweighted pair-group averages method
(UPGMA). Normality of data and homogeneity of variance assumptions
were evaluated. Kruskal-Wallis (K-W) and pairwise Mann-Whitney

(Bonferroni-corrected p-values) analyses were performed to evaluate for
significant differences in gene expression by timepoint when the assump-
tions of normality and homogeneity of variance were rejected. ANOVA
and Student's t-tests were used when the assumptions of normality and
homogeneity of variance were not rejected (Sokal & Rohlf, 1995).

3 | RESULTS
3.1 | Global gene expression pattern (CDA analysis)

Expressionpatterns differed significantly betweenall fourtimepoints
(Figure 1) (Wilks 2 =.01609, F n,m= 57,75, p < .001; Pillai = 2.206; F
n,m = 52,33, p < .001). The first canonical factor explained 50.22%
of the total discrimination and the second 31.77%. Classification
accuracy was >95.83% according to correct assignment to original
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stage and 95% according to cross-validation using the jackknife
method (Table 3).

The genes with the strongest contributions to discriminating the
four stages were cyp19al (0.3688 axis 1; -1.001 axis 2), irx3 (0.217
axis 1; 1.217 axis 2), irx5 (0.688 axis 1; 0.801 axis 2), foxI2 (-0.766
axis 1; 0.272 axis 2), hsd17b1 (-0.530 axis 1; -0.119 axis 2), and Ihx2
(-0.405 axis 1; 0.096 axis 2) (Figure 1). The pairwise Hotelling's tests
indicated significant differences in expression patterns among all
timepoints (Table 4).

In sum, the gonadal tissue of the 3-month-old fish was discrimi-
nated from that of the older fish mainly by hsd17b1 expression, and
to a lesser extent, by foxI2 and Ihx2 (Figure 1). When gene expres-
sion over time was analyzed, the gonadal tissue was characterized
primarily by irx5 expression at 4 months, cyp19al and hsd17b1 at
5 months, and foxI2 at 6 months. None of the stages studied were
characterized primarily by irx3 expression (Figure 1).

3.2 | Identification of groups within each timepoint
(cluster analysis)

The presence of different groups of fish within each age group (3, 4,
5, and 6 months) was assessed by cluster analysis, based on relative

expression of the six genes studied. Two groups were observed at 3
and 6 months of age and three groups at 4 and 5 months (Table 5).

The criteria used to classify females in each group were fe-
male gene expression levels. At 3 months of age (Figure 2), group
1 showed significantly higher expression levels for three female
biomarkers: cyp19al (Mann-Whitney, U(11.19) = 23, p < .001), foxI2
(Mann-Whitney, U(11.19) =49,p < .02), and hsd17b1 (Mann-Whitney,
U(11.19) = 8, p < .001), while irx3 (Student's t-test 5 = 0.0254,
p = .9799), irx5 (Student's t-test,g = 1,36, p = .1836), and Ilhx2
(Student's t-test g = 0.9812, p = .3348) were not sex-differentiated
at this age. Among the 3-month-old fish, group 1 was classified as
female. cyp19a1l, foxI2, and hsd17b1 were significantly activated in
37% of fish; this percentage did not deviate significantly from the
expected 1:1 sex ratio (Table 6). irx3, irx5, and lhx2 expression did not
differ by group (Figure 2).

By 4 months of age (Figure 3), group 3 showed significantly
higher expression levels for the three female biomarkers cyp19al
(K-W = 17.25, p < .001), foxI2 (K-W = 9.11, p < .01), and hsd17b1
(K-W = 1903, p < .001), while irx3 (ANOVA, F,,,, = 0.5589,
p = .5783) was not sex-differentiated. irx5 (K-W = 16.03, p < .001)
was activated in more fish than expected (groups 2 and 3), and lhx2
(ANOVA, F, ,,) = 0.486, p < .040) expression was not associated
with any well-defined group. Among the 4-month-old fish, group
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3 was classified as female. Consistent with the previous timepoint,
cyp19al, foxI2, and hsd17b1 were activated in 37% of fish, which did
not deviate from the 1:1 ratio (Table 6).

foxi2 (K-W = 18.21, p < .001), hsd17b1 (ANOVA, F, ,,, = 8.501
p < .001), and irx5 (ANOVA, F(2.27)
was significantly higher in groups 1 and 2 in the 5-month-old fish

(Figure 4), while cyp19a1, irx3, and Ihx2 expression was not associ-

= 12.87, p < .001) expression

ated with any well-defined group. Groups 1 and 2 were determined
to represent the females. At this age, foxI2, hsd17b1, and irx5 were
significantly activatedin 34% of fish. This percentage did not deviate
from the 1:1 ratio.

Finally, at 6 months (Figure 5), group 2 showed significantly higher
expression levels for all six genes tested (cyp19al: Mann-Whitney,
U118 = 6, p < .001; fox12: Mann-Whitney, U, 5 = 0, p < .00%;
hsd17b1: Mann-Whitney, U(um) =0, p < .001; irx3: Mann-Whitney,
U(11.1a) =4, p < .001;irx5: Mann-Whitney, U(n.la) =3p <.001;and lhx2:
Student's t-test g = 2.227, p < .037). Group 2 was therefore classified
as female. A total of 62% of the fish showed activation of all of the genes
tested (cyp19a1, foxI2, hsd17b1, irx3, irx5, Ihx2) at this timepoint; these
percentages did not deviate from the 1:1 sex ratio (Table 6, Figure 5).

Figure 6 shows the comparative expression levels of the six
genes studied at each timepoint, within the female groups as de-
fined previously.

In sum, the fish identified as future females were: group 1 at
3 months of age (Figure 2), group 3 at 4 months of age (Figure 3);
group 2 at 5 months of age (Figure 4); and group 2 at 6 months of
age (Figure 5).

3.3 | Quantitative temporal expression of female
gene expression

Figure 6 displays the relative quantitative expression of genes se-
lected for their presumptive involvement in the Siberian sturgeon
ovarian program. At 3 months of age, the gonadal tissue of future
females exhibited a peak of hsd17b1 expression (-K-W = 31.37,
p < .001) as compared to older fish (4-6 months; Figure 6). foxI2
expression was greater (K-W = 33.42, p < .001) at this early
stage than at 4 months, with cyp19al, Ihx2, irx3, and irx5 already
activated. The 4-6-month period was characterized by succes-
sive peaks of gene expression. irx5 showed maximum expres-
sion at 4 months (K-W = 37.82, p < .001), cyp19a1 (K-W = 30.36,
p < .001) at 5 months, and foxl2 (K-W = 32.42, p < .001), and
lhx2 (K-W = 25.92, p < .001) at 6 months of age. irx3 expression
was highly variable, but a peak appeared to occur at 6 months
(K-W =33.71, p < .001).
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4 | DISCUSSION (63%) have corresponded to undifferentiated, intersex, and/or fu-

Quantitative PCR was used to determine gene expression patterns
in a sample of Siberian sturgeon, and statistical analysis was then
used for clustering of the samples within age groups. The study as-
sessed six genes involved in gonadal sex differentiation across sev-
eral timepoints during morphologically-undifferentiated stages of
development (Vizziano-Cantonnet, Di Landro, et al., 2018). The aim
was to identify fish undergoing ovarian differentiation and quan-
titatively assess temporal expression patterns in a species lacking
known genetic sex markers.

The molecular differentiation process was already under-
way by the earliest stage sampled here (3 months) (Rzepkowska
& Ostaszewska, 2013; Vizziano-Cantonnet et al., 2016), although
the gonads remained morphologically undifferentiated (Vizziano-
Cantonnet, Lasalle, et al., 2018; Vizziano-Cantonnet et al., 2016).
The strategy we describe provides for the possibility of identifying
gonadal tissue likely undergoing ovarian differentiation even before
the appearance of morphological signs. At 3 months of age, 37% of
the fish showed significant gonadal activation of cyp19a, foxI2, and
hsd17b1 and were classified as future females. The remaining fish

ture male individuals according to previous morphological studies
in this species (Rzepkowska et al., 2014). The lack of male markers
for sturgeon precluded identification of future males using gonadal
gene expression (Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018).

The percentage of fish showing cyp19a1, foxI2, and hsd17b1 acti-
vation rose to 62% by 6 months of age. There is limited information
in the literature on the proportions of fish typically recruited to fe-
male or male pathways during the molecular differentiation period.
However, the present results are consistent with prior studies in
Siberian sturgeon using cyp19al and foxI2 as sex markers (Vizziano-
Cantonnet, Lasalle, et al., 2018). The use of female markers allowed
us to quantitatively assess changes in gene expression over time.

The discriminant analysis identified genes characterizing each
stage of gonadal maturation. These results were consistent with
those of the quantitative temporal expression analysis. The earli-
est stage evaluated (3 months) was characterized by high levels of
hsd17b1 and foxI2 expression, as well as relatively low cyp19al levels,
according to both the discriminant and temporal expression analy-
ses. hsd17b1 has been studied in the context of fish sex differentia-
tion for some species (ljiri et al., 2008), including a type of sturgeon
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(Hagihara et al., 2014). Moreover, recent studies in Seriola have sug-
gested that the enzyme coded by this gene is a key factorin estrogen
production, but only in females, acting as a sex-determination hor-
mone (Koyama et al., 2019). Our results also indicate that hsd17b1
could be crucial for early sex differentiation in Siberian sturgeon
gonads. Studies involving hsd17b1 deletion could provide addition
insight into the role of this gene in the Siberian sturgeon female
program.

foxI2 showed two peaks of expression, at 3 and then 6 months
of age. The latter peak will be discussed later. The peak at 3 months
could be related to early regulation of estrogen production, as has
been described in teleost fish (Baron et al., 2004; Guiguen et al.,
2010; Vizziano et al., 2008) and proposed in Nile tilapia after foxI2
deletion (Koyama et al., 2019). cyp19a1 showed similar patterns as in
teleosts, remaining near maximum levels throughout the sex differ-
entiation period (Fernandino et al., 2008; ljiri et al., 2008; Vizziano
et al.,, 2007). This finding confirmed the trends observed in previous
transcriptomic studies (Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018).

Taken together, the results support the concept that estrogens
play a crucial role during early gonadal differentiation in Siberian
sturgeon. The enzyme coded by hsd17b1 is likely a key early factor in
this species, while foxI2 and cyp19al may be important for sustaining
the estrogen production levels needed to maintain gonadal feminin-
ity. In situ hybridization and gene deletion studies would be helpful
for clarifying the participation of these genes in early sex differenti-
ation in sturgeon.

At 6 months of age, gonads were discriminated by two genes:
foxI2 and lhx2. These genes showed a significant peak of expres-
sion at this stage, confirming the results of a previous transcrip-
tomics study (Vizziano-Cantonnet, Di Landro, et al., 2018). Initial
signs of follicle development in Siberian sturgeon have been de-
tected around 8 months of age (Rzepkowska & Ostaszewska, 2013;
Vizziano-Cantonnet et al., 2016). Therefore, high levels of foxI2 and
Ilhx2 activation preceded formation of the ovarian follicles, suggest-
ing that these genes may be involved in regulating the process. In
fact, foxI2 regulates folliculogenesis in some mammals (Yao, 2005).
Lhx2 is a transcription factor with essential roles in morphogenesis
and patterning of ectodermal derivatives, as well as in controlling
stem cell activity (Mardaryev et al., 2011). Its activation has been
shown to precede the onset of germ cell proliferation in Siberian
sturgeon, which reportedly occurs at 6.5 months of age (Rzepkowska
& Ostaszewska, 2013). We propose that lhx2 participates in female
sex differentiation by stimulating stem cell proliferation in the stem-
cell niche, as has been described in mammals (Piprek et al., 2018).

In contrast to the estrogen-related genes, two genes associated
with stem-cell niche interaction, irx5 and irx3, were strongly ex-
pressed in the gonadal tissue at 4 and 6 months of age, respec-
tively. Some members of the Iroquois homeobox transcription
factor family (Irx) are essential for somatic-germ cell interactions
in mammals, where Irx3, Irx5, and Irx6 deletion affects germ cell
proliferation and disrupts somatic-germ cell interaction (Kim et al.,
2011). Gonadal structure and function depends on germ and so-
matic cell interactions and conservation of the stem-cell niche (Kim

et al., 2011). Therefore, activation of transcriptions factors such
as irx3 and irx5 may contribute to later stages of sex differentia-
tion in sturgeon, including the transition of female primordial germ
cells from mitotic proliferation to meiotic cell division as well as the
organization of germ-cell cysts. This concept would be consistent
with results obtained in mice at birth, prior to primordial follicle
development (Jorgensen & Gao, 2005). The germ-cell cysts and fol-
licles observed in sturgeon (Grandi & Chicca, 2008; Rzepkowska
& Ostaszewska, 2013; Vizziano-Cantonnet et al., 2016) are similar
to the germinal cradle described in the medaka ovary (Nakamura
et al,, 2010). These structures constitute a stem-cell niche, at least
at the morphological level. The activation of irx5 at 4 months and
irx3 at 6 months reported in the present work indicates a potential
function in the formation of the germ-cell cysts at 8-9 months in
Siberian sturgeon (Rzepkowska & Ostaszewska, 2013; Vizziano-
Cantonnet et al., 2016).

In summary, our work shows a particular molecular expression
pattern characterizing each month of the early sex differentiation
period. The female patterns identified by the discriminant analysis
elucidate the evolution of the sex differentiation process. The find-
ings suggest a genetic relay mediating estrogen production through-
out differentiation, possibly to maintain gonadal femininity. The
roles of lhx2, irx3, and irx5 merit further attention in future studies
on fish sex differentiation.

Recently, a genomic sex marker was discovered for different
sturgeon species (Kuhl et al., 2021). This finding will be very use-
ful for identifying genomic areas associated with sex determina-
tion and will facilitate a more precise study of sex differentiation
in sturgeon.

One of the major contributions of the present work is the devel-
opment of a simple strategy that allows for sex identification before
morphological differentiation in fish. Genomic DNA sex markers re-
main to be discovered for most of the 30,000 fish species (Nelson
et al., 2016). Our procedure involved a statistical approach to analyz-
ing molecular expression of selected female genes. This method pro-
vides a precedent for future research that depends on identification
of future male and female fish prior to sex differentiation, especially
in species lacking known genetic sex markers. This combined mo-
lecular and statistical approach offers an advantageous strategy for
clarifying the sex differentiation process in fish.
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Conclusiones del Capitulo 1.

En el trabajo generado se demostro que es posible identificar poblaciones de potenciales
hembras y machos mediante el uso de genes claves vinculados a la diferenciacion sexual, una
herramienta fundamental para continuar con estudios durante etapas de desarrollo con gonadal
indiferenciado, e importante teniendo en cuenta que la gran mayoria de las especies de peces no
tienen marcadores sexuales identificados, por lo que este tipo de andlisis puede ser utilizado en otras
especies. Ademads, esta primera aproximacion a los procesos de diferenciacion demostrd que los
individuos clasificados como hembras tienen a los estrogenos intimamente vinculados con el
proceso de diferenciacion sexual, estando hsdI7bl1, foxI2 y cypl9al sobre expresado desde las
etapas mas tempranas y mantenidos durante el periodo de diferenciacion molecular del sexo.

Si bien se logré avanzar en el reconocimiento del sexo de las gonadas indiferenciadas a través
de estos estudios de expresion génica con marcadores gonadales, quedd claro que era necesario
contar con un marcador genético del sexo que nos permitiera realizar el sexado de los animales con
gonadas indiferenciadas, y de esta manera poder validar definitivamente los genes propuestos como
claves para la diferenciacion sexual con estudios de qPCR, asi como abrir nuevos horizontes a través
del uso de transcriptomica. Es por ello que en paralelo con este trabajo de expresion génica se
comenzo6 la busqueda de un marcador genético del sexo a través de RAD-sequencing. Los resultados

de esta busqueda se presentan en el Capitulo 2.
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Capitulo 2:

Busqueda de un marcador genético del sexo usando datos de transcriptomica y de RAD

sequencing (Restriction Site Associated DNA sequencing)

Resumen

Los esturiones son un grupo de peces Actinopterigios especialmente interesante para el
estudio de los procesos de determinacion del sexo, por un lado, porque se trata de especies antiguas
y basales a nivel filogenético, por lo que su estudio genera un aporte en lo que respecta a la
determinacion del sexo desde un punto de vista evolutivo. Por otra parte, estos animales son
comercialmente importantes para la produccion de caviar. La identificacion del sexo en etapas
tempranas de desarrollo es por lo tanto un hito clave para el avance tanto de la investigacion basica
sobre estos animales, asi como para el del sector comercial de produccion de caviar. Hasta el
momento en el que se realizo este trabajo no se habian identificado marcadores genéticos del sexo
que permitiesen sexar de manera rapida y en cualquier estadio de desarrollo a los animales; asi como
permitir la busqueda del gen determinante del sexo y de los genes que conducen la diferenciacion
sexual en los estadios mas tempranos. Bajo la hipotesis que el esturion siberiano tiene un sistema de
determinacion del sexo del tipo ZZ/ZW, se realizd un secuenciado masivo mediante la técnica de
RAD-seq, la identificacion de SNPs significativos asociados a un sistema de determinacion
heterogamético femenino y la evaluacion en cada sexo mediante HRM (del inglés High Resolution
Melting) de los marcadores retenidos, con el objetivo de distinguir hembras de machos. Los
resultados de HRM no fueron concluyentes en cuanto a que los SNPs seleccionados puedan
funcionar como marcadores genéticos del sexo. Se identificaron puntos criticos relacionados con la
biologia del organismo que resultan en dificultades que no permiten resolverse con la técnica en

cuestion (HRM). Hemos generado igualmente un panel de SNP > 74 K, de alta calidad realizado a
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partir de muestras obtenidas de hembras y machos de Acipenser baerii, utilizando un enfoque de
alta profundidad. Este panel de SNPs se publicd en bases internacionales publicas y podra ser
utilizado como una fuente de datos para diferentes estudios genéticos que se quieran realizar a futuro.

El articulo técnico Lasalle et al. (2021) se encuentra al final de este capitulo.

Introduccion

Como ya hemos mencionado los esturiones son un grupo filogenéticamente basal (Grande
& Bemis, 1996), de gran importancia comercial (Bronzi et al., 2019) y considerados como especie
amenazada por la UICN. En este contexto es muy interesante poder identificar y controlar el sexo,
y para ello es fundamental desarrollar estudios de determinacion y diferenciacion del sexo. Para
llevar adelante este tipo de objetivos, es necesario contar con un marcador el sexo genético.

Durante afios se buscaron marcadores del sexo y se intentdé comprender el sistema de
determinacion sexual de los esturiones (Keyvanshokooh & Gharaei, 2010; Khodaparast et al., 2014;
Wuertz et al., 2006). Como ya mencionamos en la introduccion general lo mas probable es que los
esturiones estén utilizando un sistema de determinacion del sexo del tipo ZZ/ZW (Flynn et al., 2006;
Fopp-Bayat, 2010; Omoto et al., 2005; Saber & Hallajian, 2014; Van Eenennaam et al., 1999; Van
Eenennaam, 1997). Sin embargo, esto no se ha confirmado formalmente. A su vez las proporciones
de sexos encontradas en las cohortes estudiadas tanto en pisciculturas como en poblaciones naturales
indican que estas son 50:50 (machos : hembras) (Lasalle et al., 2021, presente tesis Capitulo 1;
Sanfilippo et al., 2022), y esto apoya la hipotesis de que el tipo de determinacion del sexo debe
regirse por un modo genético y monofactorial, es decir que la presencia de un factor mayor
determinara el sexo de cada individuo. En el inicio de esta Tesis no contdbamos con un marcador

genético del sexo y es por ello que basados en la idea de que el esturidon siberiano usa un sistema de
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determinacion del sexo del tipo ZZ/ZW se postul6 la presencia de un marcador genético del sexo
asociado al cromosoma W presente inicamente en el genoma femenino.

Las técnicas de secuenciacion masiva desarrolladas durante los Gltimos afios generaron una
oportunidad para identificar marcadores del sexo. En este capitulo se plantea el uso de secuenciacion
RAD-seq para identificar un marcador genético del tipo polimorfismo de nucledtido simple (SNP)
que permitiese distinguir los sexos mediante el posterior uso de la técnica HRM (del inglés High
Resolution Melting) en forma répida y eficiente, realizando el analisis de las curvas de fusion
generadas por la amplificacion de secuencias conteniendo los marcadores SNP seleccionados. En
esturiones la técnica de RAD-seq se ha realizado, pero con un enfoque diferente (Ogden et al., 2013),
apuntando a objetivos de conservacion y a la identificacion de SNPs asociados a diferentes especies
como el esturion ruso y el persa. Sin embargo, la capacidad que se le ha visto para la identificacion
de marcadores del sexo en peces modernos como en algunos teledsteos (Gamble, 2016), sumado a
que se habia publicado el primer genoma del esturion sterlet (Acipenser ruthenus, Du et al., 2020) y
que ¢éste puede ser utilizado como referencia para nuestro estudio, fueron una buena base para iniciar

estudios de buisqueda de marcadores del sexo en esturion siberiano con esta técnica en particular.

Materiales y métodos
Animales

Los animales fueron provistos por la planta de acuicultura de esturiones “Estuario del Plata”
ubicada en San Gregorio de Polanco, departamento de Tacuarembd, Uruguay. Se utilizaron un total
de 24 animales: 12 machos y 12 hembras sexualmente diferenciados de 6 afios de edad. Todos los
animales muestreados fueron aquellos que la empresa procesa en el momento de la faena, es decir
las hembras para la produccion de caviar, y los machos de los cuales procesa la carne para su venta,
por esa razon los animales se sacrificaron por parte de la empresa y se aprovecharon las distintas
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faenas para el muestreo de tejido biologico. En un segundo muestreo se obtuvieron con el mismo
procedimiento, muestras de 27 machos y 42 hembras para realizar la validacion de resultados de

HRM.

Muestreo

El muestreo se realizo en la planta de acuicultura en San Gregorio de Polanco. Se dividi6 en
dos dias siguiendo el protocolo de procedimiento que realiza la empresa durante la faena, en la cual
se realizan los sacrificios por sexo en dias distintos. El primer dia se obtuvieron las muestras de
machos y el segundo dia se obtuvieron las muestras de hembras. Para cada toma de muestras se
recibieron los animales recién sacrificados. Cada animal de los utilizados (machos y hembras) para
el secuenciado fue medido con un error de £ Imm (Tabla 1.2). El peso se pudo relevar inicamente
para los machos, utilizando un dinamoémetro, ya que las hembras fueron procesadas para la obtencion
de caviar por lo que se le retiraron las gonadas previamente a que fueran entregadas para la toma de
muestras biologicas. Para cada animal se obtuvieron muestras de aleta (caudal) y de musculo. Las
muestras fueron procesadas cuidadosamente, para obtenerlas se utilizaron pinzas, tijeras y bisturies,
y los manipuladores utilizaron guantes y tinica durante el proceso completo. Todos los instrumentos
fueron esterilizados utilizando alcohol etilico 95% y posterior flameado entre cada toma de muestras
para evitar cualquier tipo de contaminacion. Cada una de las muestras obtenidas fue inmediatamente
conservada en etanol absoluto hasta el momento de la extraccion de ADN gendmico. Se
identificaron cada una de las muestras anotando el nimero de animal del muestreo y el sexo

correspondiente en papel calco para no perder la anotacion.
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Tabla 1.2. Largo (cm) y Peso (Kg) de los animales utilizados para RAD-seq. (ND=No Data).

Muestra Largo (cm) Peso (KQ)
M16 (Macho) 98 4,17
M18 (Macho) 103 4,13
M22 (Macho) 105 53
M23 (Macho) 92,5 3,27
M25 (Macho) 107 4,76
M26 (Macho) 101 4,78
M27 (Macho) 105,5 3,98
M30 (Macho) 108 4,73
M31 (Macho) 95 3,39
M32 (Macho) 99 3,68
M33 (Macho) 109 5,5
M34 (Macho) 104,7 4,14
H16 (Hembra) 97 ND
H17 (Hembra) 115 ND
H19 (Hembra) 100,6 ND
H20 (Hembra) 94 ND
H21 (Hembra) 103 ND
H22 (Hembra) 108,2 ND
H23 (Hembra) 107 ND
H24 (Hembra) 105 ND
H25 (Hembra) 106,5 ND
H27 (Hembra) 101 ND
H28 (Hembra) 106 ND
H29 (Hembra) 104 ND

Extraccion y validacion de ADN de alta calidad

La extraccion de ADN es el punto critico de esta técnica, ya que el objetivo fundamental es
realizar un secuenciado masivo y por lo tanto se necesita obtener un ADN de alta calidad bajo las
exigencias que demanda la empresa Floragenex de Estados Unidos de Norteamérica (EEUU)
(https://www.floragenex.com/), donde se realiza la técnica de RAD-seq. Para obtener el ADN se
utilizé un kit comercial de Qiagen, con modificaciones realizadas sobre el protocolo original del kit
buscando la mejora de la muestra final obtenida. Las muestras que se utilizaron fueron de tejido
muscular. Se cortaron 10 mg de tejido en trozos, sobre placas de petri estériles e individuales, y se

elimino el exceso de etanol en el cual se habia conservado la muestra utilizando un papel absorbente.
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Se siguid el protocolo de extraccion de ADN gendmico del Kit Qiagen “Blood and tissue”
incorporando las siguientes modificaciones: 1- El tiempo de lisado de tejido fue de 3 a 4 horas. 2-
En ningln caso se realizo el vortexeado de muestras, sino que se mezcld suavemente la muestra
mediante agitacion manual, buscando tener un ADNg lo mas integro posible y evitando rupturas por
un tratamiento mecanico violento.

El ADN se midi6 inicialmente por un espectrofotometro que mide microvolimenes llamado
corrientemente Nanodrop y se llevo una alicuota a una concentracion final de 20 ng/ul, se cargaron
100 ng totales en un gel de agarosa al 2%, y se corrid una electroforesis para validar la obtencion de
ADN integro de alto peso molecular (Figura 1.2). Aquellas muestras de alta calidad se midieron por
Qbit, como es demandado por la empresa Floragenex y se enviaron para cada una de las muestras a

secuenciar 50ul a una concentraciéon minima de 20 ng/pl.

PM M M MMMMMMH HHHH H H

SR— e — e

Figura 1.2. Muestras de ADN gendmico de alta calidad obtenidas de machos (M) y hembras (H) de esturion
siberiano utilizadas para RAD-seq, sembradas en gel de agarosa al 2%. Se cargaron 10 ul totales a
concentracion 20 ng/ul. Se observan para la gran mayoria de las muestras, productos de alto peso molecular
con baja degradacion; PM indica el marcador de peso molecular.
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Secuenciado RAD-Seq

Se enviaron 12 muestras de machos y 12 muestras de hembras para su secuenciado masivo
en EEUU. Dada la complejidad del genoma (n=246 +8 cromosomas; y 8,3 pg) se decidio secuenciar
cada una de las muestras por cuatriplicado para aumentar la profundidad y asi obtener la maxima
cantidad de datos posibles intentando no perder un potencial marcador que estuviese poco
representado en el genoma.

La preparacion y secuenciacion de las bibliotecas RAD-seq fueron realizadas por Floragenex
(FL, EE.UU.), de acuerdo con Truong et al., (2012). Los protocolos utilizados por la empresa son
los siguientes: para cada muestra aproximadamente 125 ng de ADN gendmico de cada uno de los
24 peces (méas un control) se digirieron durante 120 min a 37°C en una reaccion de 20 pl con 20
unidades (U) de Pstl y 2,75 U de Msel (New England Biolabs), 4,0 ul de buffer RL A (Keygene),
3,325 ul de buffer RL B (Keygene) y agua. Tras la digestion, las muestras se inactivaron
térmicamente durante 10 min a 80 °C, luego se afiadieron de 2,5 pl de adaptador P1 1 uM y 0,1 pl
de adaptador Msel 250 uM. Los adaptadores Pstl P1 contenian cada uno un indice de secuencia
multiplex (codigo de barras). Los adaptadores P1 y P2 se afiadieron a cada muestra junto con 1 pl
de buffer RL A (Keygene), 0,83 ul de buffer RL B (Keygene), 0,5 pl de ATP 10 mM, ligasa de ADN
T4 (alta concentracion [HC], Enzymatics, Inc), 0,3125 U Msel 0,25 U Pstl en un volumen final de
25 ul que luego se incubo a 37 °C durante 180 min. Las muestras se diluyeron 1:10 en agua 'y 2,5 pl
de este producto se utiliz6 en una amplificacion por PCR con 10x PCR Buffer 1 (Applied
Biosystems), 0,2 U AmpliTaq DNA Polymerase (Applied Biosystems), 0,1 ul de 20 nM de dNTP
mix, 0,3 pl de 50 ng/ul de cebador Msel, 0,05 ul de cebador Pstl, y 6,01 ul de H20. El producto
amplificado de cada muestra se agrupd y se mezclé. Se purificaron 125 pl del producto agrupado

con un kit de limpieza de reacciones enzimaticas MinElute (Qiagen), eluy6 en 15 pl y se corri6 en
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un gel de agarosa al 1,5%. E1 ADN de 200 pb a 800 pb y se purifico con el MinElute Gel Extraction
Kit (Qiagen). La biblioteca se diluyo a 10 nM y se secuencié en el HiSeq 4000 (1 x 100 pb)

(University de Oregon).

Identificacion de SNPs

La muestra con el mayor nimero de lecturas (14.228.772) se utilizd para generar el
ensamblado de contigos mediante scripts Perl personalizados. Las lecturas de referencia se alinearon
con los nuevos clasteres utilizando BWA v0.6.1 (Li & Durbin, 2009), para poder eliminar las
regiones repetitivas y altamente homologas, y se establecidé un nimero méaximo de cuatro haplotipos
por cluster. Tras el control de calidad FastQC, qued6 un total de 14.047.926 lecturas para esta
muestra. Se utilizo6 BOWTIE v1.1.1 (Langmead et al., 2009) para el alineamiento de las muestras
con los clusters de referencia, con una profundidad de cobertura de 5x a 1500x y alcanzando una
alineacion media del 51%. Los SNP se identificaron utilizando tres niveles de rigor utilizando
SAMTOOLS v0.1.16 (Li et al., 2009): “relaxed”, “estandar” y “stringent”, que variaron en términos
de tasa minima de identificacion SNP, profundidad de secuenciacion y calidad del genotipo. Otros
parametros utilizados para la identificacion de SNP fueron: puntuacion minima de calidad FASTQ
=20, frecuencia alélica menor = 0,2, distancia minima libre de otras variantes = 50. El nimero total
de variantes descubiertas fue de 374.540, tras aplicar cada uno de los tres filtros se opt6 por continuar
el andlisis de resultados con los datos de variantes retornadas por el filtro “stringent”, con un total

de 74,052 (Lasalle et al., 2021; articulo técnico mostrado en este capitulo).

Seleccion de marcadores SNP obtenidos de RAD-seq
La seleccion de los SNPs se realizé junto con un equipo de genetistas de la Seccion de

Bioestadistica aplicada de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Chile dirigido por el Dr.
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José Manuel Yanez. Para ello se realizd el analisis bioinformatico donde se utilizaron los genotipos
y fenotipos para realizar la asociacion de los k-meros (secuencia nucleotidica correspondiente en la
cual se produce la variante) y las variantes obtenidas con el sexo correspondiente. Los marcadores
fueron evaluados mediante el uso del test de Fisher para saber si su asociacion era estadisticamente
significativa con machos o hembras. Aquellos marcadores con un p-valor < 0,05 fueron retenidos
para continuar con el estudio. Teniendo en cuenta nuestra hipdtesis, apoyada por las experimentales
mas relevantes, se propone que el esturion tendria un sistema de determinacion del tipo ZZ/ZW
donde el sexo heterogamético es el femenino, de alli se hizo hincapié en la seleccion de aquellos
marcadores que se mostraron homocigotos para machos y heterocigotas para hembras. Una vez
seleccionado cada marcador que referencia a una variante especifica, se identifico el k-mero al cual
se asocia, y alli se identificd a su vez la posicion del nucledtido para el cual el SNP resulta
significativo. Cada k-mero tiene una secuencia total de 95 pares de bases (pb). A partir de estos se
disefiaron los cebadores correspondientes para cada uno de los marcadores SNP significativos, para
posteriormente evaluar su capacidad de distinguir machos de hembras mediante HRM. Las
condiciones evaluadas anteriormente mencionadas para los marcadores se pueden ver en la tabla
MS 2.1 (sistema ZZ/ZW) en el material suplementario. Se seleccionaron los primeros 25 marcadores

significativos asociados a un sistema ZZ/ZW para realizar las HRM.

Analisis del primer transcriptoma para identificacion demarcadores SNPs y puesta a punto
de HRM

El transcriptoma generado por nuestro laboratorio y publicado por Klopp et al., (2020a), nos
permitid identificar algunos SNPs. Estos marcadores no fueron asociados con una condicion en
particular, pero fueron el primer paso que permitid probar la técnica de HRM con SNP de esturion

junto al Dr. Cristian Araneda del Laboratorio de Genética de la Facultad de Agronomia de la
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Universidad de Chile. Igual que mencionamos anteriormente, para estos marcadores se disefiaron
cebadores sobre las secuencias que contenian a las variantes, secuencias con las que contidbamos en
nuestro transcriptoma. Luego de haber probado esta técnica en Chile, durante la pandemia se puso
a punto utilizando los equipos de PCR del Laboratorio de Animales de produccion de Facultad de
Veterinaria (Dra. Ana Meikle) y del Departamento de Biodiversidad y Genética del Instituto de

Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (Dra. Susana Gonzélez).

Diseiio de cebadores para analisis de HRM

Teniendo las secuencias de los k-meros seleccionados con variantes asociadas como
potenciales marcadores del sexo, y la posicion de los SNPs significativos, se disefiaron los cebadores
de forma de que la posicion del SNP de interés quedara flanqueada por estos. De esta manera el
objetivo fue poder amplificar la region que contiene tnicamente ese SNP en forma diferencial entre
sexos y asi poder identificar esa pequefia diferencia entre secuencias por HRM. Es importante
remarcar que existen otros SNPs identificados que no son significativos pero que pueden estar
presentes en las secuencias en analisis, es por esto que siempre que fue posible se buscod también
que esos SNPs “secundarios” no quedaran contenidos en las secuencias que amplifican los cebadores
disefiados. Teniendo en cuenta ese punto, se disefiaron cebadores para los 24 k-meros con potencial

de ser marcadores del sexo a nivel genético.

High Resolution Melting (HRM)

La técnica de High Resolution Melting se realiz6 utilizando un termociclador marca Corbett
modelo rotor gene 6000 con capacidad de realizar HRM. El mix utilizado para cada muestra se

compuso de: 6 ul de Mix especifico para HRM SensiFAST de la marca Bioline, que contiene el
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marcador “Eva Green”, dNTPs, estabilizadores y potenciadores de reaccion; 0,12 pul de cebadores
Fw y Rv (concentracion final 0.6 uM); 5,01 ul de H,O ultrapura; y 1 pl de ADNg ( ~20 ng/ul ). El
programa de corrida fue 1 ciclo de calentamiento de 3 minutos a 95°C, una etapa de ciclos de 95°C,
5 segundos y otro 60°C y 30 segundos que se repite 40 veces, en este punto realiza una toma de
datos (“acquiring”). Finalmente, se realiza la etapa de HRM con los siguientes parametros para la
fase de curva de fusion: temperatura de la rampa de 70 a 95°C incrementando de a 0,1°C, con espera
en la etapa de inicio “prefusion” de 90 segundos, y con una espera de dos segundos entre cada paso
de medicion de la curva de fusion. Los parametros de la etapa de fusion de HRM refiere a la
metodologia indicada por el fabricante y es especifica para el termociclador Corbett Rotor Gene
6000 utilizado. Las curvas obtenidas también se analizaron con el programa del termociclador
Corbett para identificar posibles diferencias existentes entre curvas de hembras y de machos. Los
mejores marcadores fueron seleccionados en funcioén de la capacidad de separar las curvas entre
sexos, esos marcadores seleccionados fueron probados sobre mas muestras de ADNg de alta calidad,
mas especificamente sobre otros 27 machos y 42 hembras para comprobar su capacidad para
distinguir sexos mediante las curvas. Todas las HRM iniciales se evaluaron sobre un total de 12

machos y 12 hembras.

Resultados

Los primeros SNPs obtenidos del transcriptoma gonadal fueron probados y utilizados
unicamente para la puesta a punto de la técnica en la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Chile. El trabajo con estos marcadores como ya se menciond fue de gran importancia para este
trabajo por ser la primera vez que se probo la HRM sobre SNPs de esturion, y necesario ademas

para tener la experiencia a nivel técnico y luego realizar las HRM en el laboratorio en Uruguay.
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De los k-meros obtenidos de RAD-seq que resultaron mostrar SNPs estadisticamente
asociados a un sexo y ser heterocigotas hembras y homocigotos machos (siguiendo la hipédtesis de
determinacion del sexo en el siberiano del tipo ZZ/ZW), se seleccionaron los 25 mejores marcadores,
dos de ellos presentes en un mismo k-mero, por lo que las secuencias analizadas fueron un total de
24 (Tabla 2.2). Es relevante mencionar que ninguno de los marcadores resulto ser heterocigoto para
todas hembras y homocigoto para todos los machos simultaneamente como se esperaba para el caso
de un marcador del sexo a nivel genético. Las HRM realizadas resultaron en curvas de fusion que
mostraron diferentes patrones para los marcadores analizados. Tras el analisis de estas, unicamente
uno de ellos (RAD-kmer 0219735) tuvo inicialmente una mejor capacidad de distinguir y agrupar
las curvas de fusion de hembras por un lado y de machos por otro, sin embargo, en ninguno de los
casos obtuvimos un marcador que lograra generar curvas que separaran los sexos en la totalidad de
los individuos (Figuras 3.2; 4.2; 5.2). El k-mero que consigui6é un mejor porcentaje de separacion
de sexos clasifico correctamente al 83% de las hembras y a un 50% de los machos, sin embargo,
cuatro de los machos iniciales estudiados del total de 12 se agruparon junto con las hembras (Figura
6.2). Este k-mero, por su muy buena agrupacion de hembras y una correcta separacion de machos,
fue reevaluado con un total de 27 machos y 42 hembras mads, para confirmar que esa capacidad de
identificacion de sexos se mantuviera, y asi tener al menos un marcador con una capacidad parcial,
pero buena, de identificacion del sexo. Los resultados mostraron que ese marcador en particular
tampoco logrd generar una separacion lo suficientemente potente como para poder utilizarlo como
un marcador del sexo relevante. En este caso se observé nuevamente la generacion de dos curvas de
fusion, en la superior se agruparon 12 hembras (44%) y 14 (33%) machos, y en la inferior 15

hembras (56%) y 28 machos (66%) (Figura 7.2).
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Tabla 2.2. 24 k-meros con marcadores “femeninos” seleccionados luego del estudio de los resultados de RAD-seq. Se indica para
cada sexo si se encuentra la variante como heterocigota u homocigota.

RAD_kmer 0176660
RAD_kmer_0249848
RAD_kmer_ 0105121
RAD_kmer_ 0174251
RAD_kmer_0174504
RAD_kmer_ 0256319
RAD_kmer_ 0037470
RAD_ kmer 0117530
RAD_kmer_ 0130854
RAD_kmer 0160755
RAD_kmer 0278868
RAD_kmer_ 0038373
RAD_kmer 0102300
RAD_kmer_ 0148003
RAD_kmer 0161260
RAD_kmer_ 0207081
RAD_kmer_ 0049377
RAD_kmer 0105468
RAD_kmer 0121488
RAD_kmer 0132424
RAD_kmer 0219735
RAD_kmer_ 0219735
RAD_kmer_ 0237882
RAD_kmer 0259397
RAD kmer 0011868




Rad-seq k-mer 0105121

\ Rad-seq k-mer 0219735

Rad-seq k-mer 0249848 - Rad-seq k-mer 0176660

Rad-seq k-mer 0256319 Rad-seq k-mer 0278868

Rad-seq k-mer 0037470 Rad:-ceq k-sner 0145003
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Figura 3.2. Curvas de fusion obtenidas de HRM de k-meros con SNPs asociados en forma diferencial de manera heterocigota en hembras esturion
siberiano. En azul se muestran las curvas obtenidas de la amplificacion de muestras de machos y rosado las curvas obtenidas de hembras
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Rad-seq k-mer 0121488. Rad-seq k-mer 0237882

Rad-seq k-mer 0130854 Rad-seq k-mer 0038373

Rad-seq k-mer 0174504

Rad-seq k-mer 0207081

Rad-seq k-mer 0161260

Rad-seq k-mer 0049377

| S
Figura 4.2. Curvas de fusion obtenidas de HRM de k-meros con SNPs asociados en forma diferencial de manera heterocigota en hembras esturion
siberiano. En azul se muestran las curvas obtenidas de la amplificacion de muestras de machos y rosado las curvas obtenidas de hembras
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Rad-seq k-mer 0160755 Rad-seq k-mer 011868
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Figura 5.2. Curvas de fusion obtenidas de HRM de k-meros con SNPs asociados en forma diferencial de manera heterocigota en hembras esturion
siberiano. En azul se muestran las curvas obtenidas de la amplificacion de muestras de machos y rosado las curvas

I P 575
Muestra | Genotipo |de ID (%)
Rad-seq k-mer 0219735 B s " 623
B - zw 90,08
: B v zw 97,32
je I -2 zw 96,9
2 _ H22 Variacién
I -2 zw 91,53
B -2 zw 91,35
B zw 96,49
I zw 99,76
H28 w 100
B zw 96,72
Figura 6.2. Curva de fusion obtenidas de HRM para el k-mero RAD-seq 0219735. En azul se _
muestran las curvas obtenidas de la amplificacion de muestras de machos y rosado las curvas _
obtenidas de hembras. 11 hembras se agruparon juntas (AB), 1 hembra se clasificé como una _ M22 — 97,5
Variante y 1 como BB (agrupada con machos). Para los machos 6 se agruparon como BB, 2 M23 vz 100
como Variantes y 4 como AB (agrupados con las hembras). AB hace referencia a la variante _ M25 vz 97,46
hallada como heterocigota, BB hace referencia a la variante encontrada en homocigosis; _ M26 7z 98,62
Variante hace referencia a la generacion de una curva que no coincide con las generadas por _
un tipo AB o BB. La tabla muestra el resultado del andlisis sobre las curvas de fusion de HRM _
para el k-mero 0219735. Se observa el nombre de la muestra utilizada (H indica hembras; M _ M3 Variacién
indica machos), el genotipo y la confianza asignados por el andlisis de pertenecer a un grupo _ M32 27 97,8
en particular (ZW/ZZ) (%). La “referencia” indica cual muestra utilizé el programa como base _ M33 Variacién
para realizar la identificacion del resto. En rosado Hembras correctamente clasificadas; en azul _ M34 77 98,66

Machos correctamente clasificados, en naranja muestras incorrectamente clasificadas y en
negro variaciones (no clasificadas ni como ZW ni como ZZ)
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Figura 7.2. Curva de fusion obtenidas de HRM para el k-mero de RAD-seq 0219735 utilizando 27 hembras y 42 machos. En azul se
muestran las curvas obtenidas de la amplificacion de muestras de machos y rosado las curvas obtenidas de hembras.

Discusion

La capacidad de distinguir sexos en las diferentes especies de esturion y en particular en el
esturion siberiano es un objetivo clave para las futuras investigaciones. La posibilidad de avanzar
en forma rapida y clara tanto en lo que refiere al conocimiento basico de los procesos biologicos
como en investigaciones para el sector productivo tiene una base sélida en la capacidad de poder
sexar a los individuos desde etapas muy tempranas del desarrollo. De alli es que la técnica de HRM
para la identificacion de SNPs asociados al sexo obtenidos de la secuenciacion del ADN gendémico
de machos y hembras mediante la técnica de RAD-seq se postula como una herramienta relevante
para obtener un marcador genético del sexo que permita resolver la incognita. Esta técnica en
particular ha sido util para resolver diversas problemadticas que se plantearon en cuanto a la
identificacion de rasgos particulares dentro de diferentes especies. En peces en particular se ha
utilizado el RAD-seq para identificar marcadores asociados a la capacidad de resistir enfermedades

producidas por parésitos (Correa et al., 2017) y otras, por ejemplo, la enfermedad piscirickettsia
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(Barria et al., 2018) producida por una bacteria, siendo esta enfermedad una de las méas importantes
a nivel de la piscicultura de salmones, y relevante por la generacion de pérdidas econdmicas
millonarias en la industria. En estos, la comparacién entre peces que muestran resistencia a la
enfermedad contra otros que son afectados permitié encontrar marcadores que identifican la base
genética de esa resistencia. Esto puede luego ser utilizado para seleccionar en nuevas cohortes
individuos resistentes a estas enfermedades. También se han buscado y encontrado marcadores del
tipo SNP para seleccionar individuos que tengan un crecimiento mas rapido que una poblacion
promedio (Gutiérrez et al., 2015), por ejemplo, en salmén o en el mero (Wang et al., 2019). Todos
estos marcadores son seleccionados dentro de un panel de SNPs producido a partir de un
secuenciado masivo por la técnica de RAD-seq. Hasta el momento, sin embargo, pocos estudios de
este tipo fueron utilizados con el fin de identificar un marcador del sexo en una especie de pez, pero
esta técnica ha resultado exitosa para sexar algunas especies de peces, por ejemplo, para Sebastes
chrysomelas 'y Sebastes carnatus (Fowler & Buonaccorsi, 2016; Gamble, 2016). En el actual estudio
particularmente, se logrd realizar una secuenciacion exitosa con una gran calidad y profundidad, ya
que se utilizaron cuatro réplicas por muestra. Este disefio experimental llevo a la produccion de un
panel de mas de 74000 SNPs (articulo del presente capitulo adjunto; Lasalle et al., 2021). Los
marcadores asociados al sexo y seleccionados en relacion con el sistema ZZ/ZW postulado como el
utilizado por los esturiones para determinar su sexo, no fueron eficientes para poder definir el sexo
de los individuos mediante el uso de HRM. Existen varios puntos a ser considerados cuando se
analiza la causa del fallo de esta técnica para encontrar un marcador genético del sexo. Uno de los
puntos principales es que el esturion siberiano es un organismo que consta con un genoma
extremadamente grande y complejo. El esturion siberiano es tetraploide y cuenta con 246
cromosomas (Mugue & Barmintseva, 2018; Peng et al., 2007; Rajkov et al., 2014), y un peso de

genoma de 8,3 pg (4,2Gb) (Bytyutskyy et al., 2012; Klopp et al., 2020b; Zhou et al., 2011). Esto
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hace que esta especie cuente con gran cantidad de duplicaciones y elementos que complican la
posibilidad de encontrar un marcador genético especifico asociado al sexo, asi como tampoco lo
pudo encontrar el equipo de Du et al., (2020) en un trabajo similar utilizando la misma técnica, y
donde plantea ademads la enorme similaridad que existe entre el genoma de macho y hembra con
muy poca diferenciacion, en conjunto esto hace casi imposible que una herramienta de
representacion reducida del genoma como lo es RAD-seq pueda ser muy efectiva. En la misma linea
se debe mencionar que mas alld de los marcadores significativos que se identificaron, también se
encontraron una enorme cantidad de SNP que no fueron seleccionados como significativos a nivel
estadistico en su asociacion con el sexo, pero que estan presentes en las mismas secuencias que los
que fueron de interés. Estos SNPs que podremos llamar secundarios son un gran problema a nivel
técnico. Las secuencias de los k-meros secuenciados tienen apenas 95 pares de bases entre las cuales
se encuentra el SNP significativo, es decir el que podria actuar como marcador genético del sexo,
sin embargo, en practicamente todas las secuencias de los k-meros existen uno o mas SNPs
secundarios (ver MS 2.2) que al momento de realizar las HRM generan diferencias en las
temperaturas de las curvas fusion, suficiente para no poder obtener curvas consistentes para cada
sexo. Debido a esto existe la posibilidad de que algunos de los SNPs seleccionados a partir de nuestro
estudio de RAD-seq puedan funcionar como marcadores genéticos del sexo, pero que la técnica
(HRM) utilizada para revelar esa capacidad haya sido empafiada por estos SNPs secundarios que
generan curvas de fusion que no estan unicamente asociadas a la presencia del SNP significativo,
que seria lo deseado. El tamafio de los k-meros no es lo suficientemente grande como para permitir
en todos los casos realizar juegos de cebadores que permitan aislar en el producto a amplificar al
SNP significativo, sin amplificar ningiin otro, y esto es uno de los mayores problemas. El avance de
la técnica esta consiguiendo generar secuencias (k-meros) mas largas, actualmente las salidas de

RAD-seq generadas son 150 pb, esto es, un 50% mas grandes de lo que se secuencid en el actual
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trabajo, y otorga al investigador la posibilidad de tener una region mas amplia para el disefno de
cebadores para amplificar la region con SNPs significativos buscando eliminar cualquier otro. Es de
destacar que en el mismo afio en el cual se publica este articulo técnico (2021) un grupo de colegas
europeos que trabajaron en el secuenciado y ensamblado del genoma del esturion sterlet (Acipenser
ruthenus) encontraron un marcador del sexo genético exclusivo de las hembras y lo publicaron (Kuhl
et al., 2021). El marcador descubierto sirve como marcador del sexo de diversos esturiones
incluyendo nuestra especie de estudio Acipenser baerii. Esto permitio retornar a los estudios de
expresion génica (QPCR) en goénadas muy pequeias de individuos de 2,5 meses de edad
completamente indiferenciados a nivel gonadal y ensayar sobre diversos genes de la diferenciacion

sexual. Los resultados de estos trabajos de expresion génica son presentados en el Capitulo 3a.

Conclusiones del Capitulo 2.

Mas alla de que la técnica no fue efectiva para la identificacion de un marcador genético del
sexo, fue el primer trabajo en publicar una base de datos de mas de 74000 SNPs de alta calidad
obtenidos de la secuenciacion de machos y hembras para cualquier especie de esturion (ver articulo
técnico, Lasalle et al., 2021) y un primer acercamiento a la técnica que permite tener nuevas
perspectivas para mejorar las estrategias para proximas oportunidades donde se generen estudios de

RAD-seq.
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Articulo Técnico publicado (Lasalle et al., 2021)

Desarrollo de un panel SNP denso para el esturion siberiano (Acipenser baerii) utilizando

RAD-seq de alta profundidad
Resumen

Los esturiones son peces comercialmente importantes para la produccion de caviar.
Actualmente estan en peligro de extincion debido a la sobrepesca, la contaminacién de los rios y la
accion humana. Hemos generado un panel de SNP > 74 K de alta calidad realizado a partir de
muestras obtenidas de hembras y machos de Acipenser baerii, utilizando un enfoque RAD-seq de
alta profundidad. Este panel de SNPs facilitard muchos tipos de estudios genéticos, incluido el
analisis genémico de alta resolucion. Estos datos pueden utilizarse para desarrollar estrategias de

conservacion de las poblaciones salvajes y mejorar la produccion de caviar de acuicultura.
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Abstract

Sturgeons are fish commercially important for caviar production. They are endangered in the wild due to overfishing, river
pollution, and human action. We have generated a high-quality > 74 K SNP panel from female and male Acipenser baerii
using a high-depth RAD-seq approach. This SNP panel will facilitate many types of genetic studies, including high-resolution
genomic analysis. This data can be used to develop strategies to conserve wild populations and improve aquaculture caviar

production.

Keywords Siberian sturgeon - SNPs - RAD sequencing - Database

The Siberian sturgeon, Acipenser baerii, is an ancient fish
that faces critical conservation problems (Sokolov and
Vasil’ev 1989; Birstein 1993). This long-lived and late-
maturing species has been severely affected by compounding
anthropogenic factors and years of overfishing. The Interna-
tional Union for Conservation of Nature (IUCN) classifies
the species as endangered.

A highly-informative SNP panel for this species would be
useful for population-level and quantitative genetic studies to
assess genetic diversity, evaluating population structure, and
mapping genes that control biologically, ecologically, and
economically-important traits. Here, we present a genome-
wide SNP panel for male and female A. baerii developed
using RAD-seq.
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Muscle samples of adult male and female of A. baerii
(6 years old) were collected at sturgeon farm (Uruguay) dur-
ing the caviar and meet production. Total length + SD was
104 +5.5 cm for females and 102+ 5.3 cm for males. Total
weight of males was 4.3+ 0.7 kg.

DNA extraction has been made using the “Blood and Tis-
sue” kit from Qiagen. Sample concentration was measured
using Qubit and brought to a final concentration of 20 ng/ul.
DNA integrity was assessed on a 1% agarose gel.

The RAD-seq library preparation and sequencing was
done by Floragenex (FL, USA), according to Truong et al.
(2012). Briefly,~ 125 ng of genomic DNA from 24 fish (plus
a control) was digested for 120 min at 37 °C in a 20 pl reac-
tion with 20 units (U) of Pstl and 2.75 U of Msel (New
England Biolabs), 4.0 ul RL Buffer A (Keygene), 3.325 pl
RL Buffer B (Keygene), and water. After digestion, samples
were heat-inactivated for 10 min at 80 °C followed by addi-
tion of 2.5 pl of 1 pM P1 adapter and 0.1 pl of 250 pM Msel
adapter. Pstl P1 adapters each contained a unique multiplex
sequence index (barcode). P1 and P2 adapters were added to
each sample along with 1 pl RL Buffer A (Keygene), 0.83 pl
RL Buffer B (Keygene), 0.5 pl 10 mM ATP, T4 DNA Ligase
(high concentration [HC], Enzymatics, Inc), 0.3125 U Msel,
0.25 U Pstl in a final volume of 25 pl which was then incu-
bated at 37 °C for 180 min.

Samples were diluted 1:10 in water and 2.5 pl of this
product was used in a PCR amplification with 10 xPCR
Buffer 1 (Applied Biosystems), 0.2 U AmpliTaq DNA
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Polymerase (Applied Biosystems), 0.1 pl 20 nM dNTP
mix, 0.3 pl of 50 ng/pl Msel primer, 0.05 pl of PstI primer,
and 6.01 pl H20.

Table 1 Filtering parameters, number of variants and quality metrics,
and number of transitions and transversions obtained after applying
three genotype quality filtering levels: relaxed, standard and stringent

The amplified product from each sample was pooled and Relaxed  Standard Stringent
m.ixed th9roughly. 125 pl of the p(?oled product was p}]riﬁed Filering parameters
with a MmElute Enzymatic Reaction Cleanup Kit (Qiagen), Call rate (%) 75 83 9%
eluted in 15 pl, and run on a 1.5% agarose gel. DNA 200 bp Minismina depth (x) 6 10 15
to 800 bp was excised and purified with the MinElute Gel Minimum genotype quality 10 13 20
Extraction Kit (Qiagen). The library was diluted to 10 1M varjants and quality
and sequenced on the HiSeq 4000 (1x 100 bp) (University  Variants retained 194750 135851 74,052
of Oregon, Oregon). Average coverage (x) 65 85 127
A total of 281,733,815 reads were obtained, with an Average genotype quality 207 273 417
average of 11,269,352.6 reads per individual. The sample  Transitions 123,010 85.697 46,959
with the highest number of reads (14,228,772) was used A—G 50974 35014 19.216
to generate the contig assembly using custom perl scripts. CoT 72,036 50,683 27743
The reads for the reference were aligned back to the newly =~ Transversions 76,334 52,690 28,195
made clusters using BWA v0.6.1 (Li and Durbin 2009), so G-T 24,371 16,901 8952
repetitive and highly homologous regions could be removed, A-C 17,907 12,306 6591
a maximum number of 4 haplotypes per cluster was set. AT 20.194 13.810 7335
After FastQC quality control, a total of 14,047,926 reads C—-G 13,862 9673 5317
12000 -
9000 -
= ’_4_1—— . Filter
§ 6000 - ——— — Relaxed
% {1} D Standard
. e T d | Stringent
3000 -
o ‘
00 01 02 03 04 0’5

MAF

Fig. 1 Minor allele frequency (MAF) distribution according to three genotype quality filtering levels (relaxed, standard, and stringent)
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remained for this sample. A total of 193,879 contigs were
obtained. BOWTIE v1.1.1 (Langmead et al. 2009) was used
for the alignment of samples to the reference clusters, with
a coverage depth from 5 xto 1500 X, and reaching an aver-
age alignment of 51%. SNP were called using three strin-
gency levels using SAMTOOLS v0.1.16 (Li et al. 2009):
relaxed, standard, and stringent, which varied in terms of
minimum SNP call rate, sequencing depth, and genotype
quality (Table 1). Other parameters used for SNP calling
were: minimum FASTQ quality score =20, minor allele fre-
quency =0.2, minimum distance free of other variants =50.
The total number of variants discovered was 374,540, and
the numbers of variants after applying each of the three fil-
ters are shown in Table 1, along with average coverage and
genotype quality and number of transitions and transver-
sions. Figure 1 shows the minor allele frequency (MAF)
distribution for the three genotype quality filtering levels.

Specific Tajima D values were calculated to assess the
allele distribution and test neutrality of variants (Tajima
1989). Tajima D values ranged from — 1.87 to 3.26 with an
average of 0.96. Relatedness between individuals was also
estimated to provide informative statistics of kinship of sam-
pled individuals (Supplementary Table 1).

This is a first study aimed at developing a genome-wide
SNP panel in A. baerii. The markers presented will be a
valuable resource for future population-level and quantita-
tive genetic studies in this species.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s12686-021-01246-z.
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Capitulo 3:

a) hsd17bl es un gen clave para la diferenciacion ovarica del esturion siberiano

Resumen

Este es el primer trabajo en el que se utilizan gonadas de esturion siberiano indiferenciadas
y genéticamente sexadas para describir cambios de expresion en genes relacionados con la sintesis
de esteroides y la diferenciacion sexual femenina y masculina. Un factor identificado como relevante
para la diferenciacion ovarica fue el gen que codifica la enzima Hsd17bl1 (hsd17b1), que convierte
la estrona en estradiol-17f. hsd17b1 se activo en gran medida en las gonadas femeninas a los 2,5
meses de edad, alrededor del punto de inicio de la diferenciacion sexual, precediendo a la activacion
de otros dos genes implicados en la produccion de estrogenos (cypl9al 'y foxI2). A suvezla hsd17b1
estuvo reprimida fuertemente en los machos. Respecto del foxI2, en el esturién siberiano se
encuentran dos paralogos conocidos como fox/2 y foxI2l pero solo el fox/2 parece estar asociado a
la diferenciacion ovarica. En cuanto a la via masculina, no se hallaron ni andrégenos 11-oxigenados
ni genes masculinos clasicos (amh, dmrtl, sox9 y dhh) implicados en la diferenciacion sexual
masculina, lo que deja abierta la pregunta de qué genes participan en el desarrollo temprano de la
gbénada masculina en este pez antiguo. En conjunto, estos resultados indican una dependencia
estrogénica de la diferenciacion sexual femenina y una independencia androgénica 11-oxigenada de
la diferenciacion sexual masculina. Este trabajo se presenta mas abajo en formato de articulo
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1 | INTRODUCTION

Abstract

This is the first work using gonads from undifferentiated, genetically-sexed Siberian
sturgeon describing expression changes in genes related to steroid synthesis and
female and male sex differentiation. One factor identified as relevant for ovarian
differentiation was the gene coding for the enzyme Hsd17b1, which converts
estrone into estradiol-17p. hsd17b1 was highly activated in female gonads at 2.5
months of age, around the onset of sex differentiation, preceding activation of two
other genes involved in estrogen production (cyp19al and foxl2). hsd17b1 was also
strongly repressed in males. Two known foxI2 paralogs are found in Siberian
sturgeon—foxI2 and foxI2I—but only foxI2 appeared to be associated with ovarian
differentiation. With regard to the male pathway, neither 11-oxygenated androgens
nor classic male genes (amh, dmrt1, sox9, and dhh) were found to be involved in male
sex differentiation, leaving open the question of which genes participate in early
male gonad development in this ancient fish. Taken together, these results indicate
an estrogen-dependence of female sex differentiation and 11-oxygenated
androgen-independence of male sex differentiation.
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Guiguen, 2008; Piferrer, 2001; Strissmann, 2002). Findings suggest
that while estrogens generally drive the very early female pathway,

Sex differentiation is a key step in the reproductive biology of
vertebrates, including fish. Since Yamamoto (1969) proposed in 1969
that the major steroids produced by the female and male gonads
(estrogens and androgens) were the natural inducers of sexual
differentiation in fish, many efforts have been made to confirm this
generalization.

Approaches have involved gonadal morphology, immunohistol-
ogy, and sex-steroid biochemistry; experimental sex inversion with
estrogens, androgens, and steroidogenic enzyme inhibitors; and more
recent techniques based on molecular biology, functional genomics,
and gain- and loss-of-function analyses focusing on gonadal genes
(Baroiller et al., 1999; Devlin & Nagahama, 2002; Guiguen et al., 2010;
Nagahama et al., 2021; Nakamura et al, 1998; Piferrer &

androgens are not universal endogenous regulators of sexual
differentiation in fish.

Research into the molecular mechanisms of sex differentiation in
fish has been limited due to a lack of sex markers for most of over
30,000 extant fish species (Nelson et al., 2016), making it difficult to
distinguish genetic sex before the gonads are differentiated. For a
few teleost species, there are available genetic sex markers and/or
monosex populations, which correspond to offspring that are all-
genetic males (100% XY) or all-genetic females (100% XX). Existing
information on the most important genes driving female and male sex
differentiation comes from these models. Genes confirmed as
relevant for female gonadal differentiation include: the enzyme
cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1a (cyp19ala);
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the transcription factors forkhead box L2 (foxl2), forkhead box L3
(foxI3), nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1 (nrOb1), also
known as dosage-sensitive sex reversal adrenal hypoplasia critical region
on chromosome X gene 1 (dax1) and nuclear receptor subfamily 5, group
A, member 1 (nr5A1), also known as steroidogenic factor 1 (sf1); and
the protein follistatin (fst) (Nagahama et al., 2021). In general, these
genes seem to be important in fish in which female gonadal
differentiation is dependent on estrogens. More recently, a gene
related to estrogen synthesis, hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase
1 (hsd17b1), which codes for the enzyme 17B-hydroxysteroid
dehydrogenase 1, has been considered as a key factor in sex
determination in teleost fish (Koyama et al., 2019).

Other studies have shown that aromatase (cyp19a1)—the key
enzyme for estrogen production—is not expressed before sex
differentiation in some fish (Brown et al., 2022; Imarazene et al., 2021;
Nakamura et al., 2009; Zhou et al, 2016), indicating that some
species may have an estrogen-independent molecular sex-
differentiation pathway. In fact, in an estrogen-insensitive model
using zebrafish (Danio rerio) (Maack & Segner, 2004), a wingless-type
MMTYV integration site family, member 4 (wnt4) deletion study showed
the first functional evidence that, as in mammals, Wnt/B-catenin
signaling is a female differentiation-promoting pathway that regu-
lates gonadal differentiation (Sreenivasan et al., 2014). This suggests
that in fish with estrogen-independent sex differentiation, the
canonical r-spondin 1 (Rspo1)/Wnt4/B-catenin (ctnnb1) pathway can
control ovarian development.

The coexistence of two sex-differentiation pathways—one
estrogen-dependent and another estrogen-independent—cannot be
excluded in basal fish such as sturgeons in which a steroid-dependent
path has not been confirmed.

In fish, 11-oxygenated androgens, rather than testosterone, are
the key steroids proposed to control male differentiation (Baroiller
et al., 1999; Borg, 1994; Piferrer et al., 1993). In some species,
cytochrome P450, family 11, subfamily C, polypeptide 1 (cyp11c), the
key enzyme for 11-oxygenated androgen synthesis, is well-expressed
in undifferentiated male gonads in monosex genetic populations (all
XY) of trout (Vizziano et al., 2007), and 11-ketostestosterone (one of
the major androgens in fish) is produced in the gonads of future males
before sex differentiation in Odontesthes bonariensis (Blasco
et al., 2013; Hattori et al., 2009), indicating the potential participation
of androgens in male gonadal differentiation. However, in other
species, androgens do not seem drive the male program, as cyp11c
expression is not observed at the mRNA or protein levels during
stages in which the male gonads remain undifferentiated (ljiri
et al., 2008; Nakamura et al., 1998). In Siberian sturgeon (Acipenser
baerii, Brandt 1869), cyp11c has been detected in undifferentiated
gonads (Di Landro Francis, 2019), but the lack of known sex markers
at the time of that study precluded any conclusion about its
participation in the male program.

In addition to androgens, various transcription factors (doublesex
and mab-3 related transcription factor 1 or Dmrtl; SRY-box
transcription factor 9 or Sox9; Sf1; and Dax1), growth factors and
their receptors (anti-Miillerian hormone or Amh, anti- Miillerian

hormone receptor type 2 or Amhr2, and gonadal somatic cell-derived
factor or Gsdf), as well as signaling molecules such as Desert
Hedgehog (Dhh), have been proposed as male program factors during
molecular differentiation (Nagahama et al., 2021; Piferrer &
Guiguen, 2008; Qi et al., 2021). Gain- and loss-of-function studies
have confirmed that the genes coding for dmrt1, amh, amhr2, gsdf,
and sox9 are involved in testicular differentiation in teleosts
(Nagahama et al., 2021).

Excitingly, a genetic sex marker in sturgeons was published
recently (Kuhl et al., 2021), allowing us to study the undifferentiated
gonads of genetically-sexed fish at the molecular level for the
first time.

Morphological studies of gonadal tissue have suggested that the
Siberian sturgeon is sex-differentiated at around 6.7 months of age in
Poland (Rzepkowska & Ostaszewska, 2013) and 8 months in Uruguay
(Vizziano-Cantonnet et al., 2016; Vizziano-Cantonnet, Di Landro,
et al., 2018; Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018). These works
classified the first signs of gonadal sex differentiation as visible nests
of oogonia, which are extensions of the germinal epithelium, called
“sex cords” (Grier et al., 2016). The formation of the gonadal ridge
the first (Rzepkowska &
Ostaszewska, 2013). However, the onset of gonadal sex differentia-

occurs  around month of life
tion at the molecular level has not yet been clearly defined for
sturgeons. For the present work, we defined the gonadally-
undifferentiated period as beginning upon gonad formation, around
30 days post fecundation, and ending at 6 months of age
(Rzepkowska & Ostaszewska, 2013; Vizziano-Cantonnet et al., 2016;
Vizziano-Cantonnet, Di Landro, et al., 2018; Vizziano-Cantonnet,
Lasalle, et al., 2018).

Multiple efforts have been made to identify the genes involved in
gonadal differentiation in sturgeons (Berbejillo et al., 2012, 2013;
Degani et al., 2019, 2022; Du et al., 2020; Fajkowska et al., 2019;
Hale et al., 2010; Klopp et al., 2020; Lasalle et al., 2021; Okada
et al.,, 2017; Vidotto et al., 2013; Vizziano-Cantonnet et al., 2016;
Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018; Wang et al., 2019; Wuertz
et al., 2018; Zhang et al., 2022). However, all of these works were
performed using genetically-unsexed fish.

Our group initially studied the gonads of Siberian sturgeon using
a previous transcriptome, before any genetic sex marker was
available, with results suggesting cyp19al and foxI2 as female sex
markers. We used these findings to propose a set of feminine genes
(Vizziano-Cantonnet, Di Landro, et al., 2018; Vizziano-Cantonnet,
Lasalle, et al., 2018): hsd17b1, iroquois homeobox 3 (irx3), iroquois
homeobox 5 (irx5), LIM homeobox 2 (lhx2), along with the previously-
mentioned cyp1%al and foxI2. Potential sex steroid production was
then assessed by analyzing expression of steroidogenic-related genes
such as: steroidogenic acute regulatory protein (star); cytochrome P450,
family 11, subfamily A, member 1 (cyp11al); hydroxysteroid (17-beta)
dehydrogenase 3 (hsd3b1); cytochrome P450, family 17, subfamily A,
polypeptide 1 (cyp17a1l); and hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 3
(hsd17b3). In addition to steroid-producing genes, we assessed
expression of other factors described in the literature as essential
for female (fst, rspo1, wnt4, and B-catenin) and male (amh, dmrt1, sox9,
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and dhh) gonadal development in fish (Nagahama et al., 2021; Piferrer
& Guiguen, 2008). Two groups of undifferentiated but genetically-
sexed fish were studied. In the first group of animals (which included
fish at 3.5, 5, and 6 months of age), gonadal gene expression was
analyzed to determine which of the above-mentioned genes were
sexually dimorphic. In the second group of fish, the genes identified
during the first step were studied during early windows of gonadal
development (2.5, 3, 3.5, and 4 months) with the aim of identifying
the onset of molecular sexual differentiation.

2 | MATERIALS AND METHODS

Research procedures involving animal experimentation complied with
international principles on the use and care of laboratory animals and
Uruguayan animal welfare regulations (Comision Honoraria de
Experimentacion Animal: CHEA). The protocol was approved by the
“Comision de Etica en el Uso de Animales” of the Comisién Honoraria
de Experimentacion Animal CHEA of Uruguay (authorization number
240011-002227-16).

2.1 | Animals and sampling

All Siberian sturgeon were provided by Estuario del Plata fish farm and
reared at natural temperatures (Vizziano-Cantonnet, Di Landro,
et al., 2018). Fish were transported to the aquaculture facilities at the
Facultad de Ciencias (Universidad de la Republica Oriental del Uruguay).
The gonads of a first group of undifferentiated fish at 3.5, 5, and 6
months of age (Vizziano-Cantonnet et al., 2016; Vizziano-Cantonnet, Di
Landro, et al, 2018; Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018) were
sampled in our laboratory at the Facultad de Ciencias. A second group of
2-month-old fish was also obtained, but the gonads could not be
extracted until 2.5 months, as the gonad is tiny and difficult to remove
even under binocular loupe before this age. The second group included
2.5, 3, 3.5 and 4 months of age fish. All fish were sexed using AllWSex2
markers (Kuhl et al., 2021). The characteristics of the fish sampled are
shown in Table 1 (first group) and Table 2 (second group).

Sampling was performed under sterile conditions; gonads were
extracted and conserved in liquid nitrogen (N) to prevent degrada-
tion. After sampling, tissues were stored at -80°C until RNA
extraction. The caudal fin was sampled and conserved in ethanol
95:5 v.v for later DNA extraction.

TABLE 1 Fish characteristics of the first group by age.
Age Average length Average weight
(months) n (cm) £SD (g)=SD
35 18 15.54 +0.95 13.89+2.58
5 19 20.34+ 255 194+748
6 13 21.67+277 2112+ 6.53

Abbreviation: SD, standard deviation.

@ Development
TABLE 2 Fish characteristics of the second group by age.

Age Average length Average weight
(months) n (cm) £ SD (g) £SD

25 15 11.24+1,06 4.33+1.04

3 16 12.11+£1.55 5.82+1.78
3.5 15 14.83+2.20 9.78 £3.56

4 15 17.23+1.30 12.92+3.08

Abbreviation: SD, standard deviation.

2.2 | Genomic DNA extraction

Genomic DNA was extracted using a protocol modified from Miller
et al. (1988). A total of 20 mg of caudal fin was submerged in 500 uL
of lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, 1% sodium dodecyl
sulfate, 50 mM NaCl,, pH 8) with 3 uL of proteinase K (20 mg/mL)
and incubated at 55°C for 2h with agitation. The lysate was
centrifuged for 20 min at 16,162g. After digestion was complete,
300 uL of 5M NaCl, were added to 500 uL of supernatant in a new
microtube, followed by centrifugation at 16,162g for 20 min.

The precipitated protein pellet was left at the bottom of the tube
and 500-600 uL of supernatant containing the genomic DNA (gDNA)
was transferred to another microtube. One volume of cold isopropyl
alcohol was added, and tubes were inverted softly several times to
precipitate the gDNA, followed by centrifugation at 16,1629 for
20 min. The supernatant was discarded and the pellet washed with
ethanol 70:30 v:v, then dried in a stove at 50°C. The gDNA pellet was
resuspended in 100 pL of TE buffer (10 mM Tris-HCI, 0.2 mM EDTA,
pH 8) and conserved at -20°C until use.

2.3 | Qualitative polymerase chain reaction (PCR)
for sexing

The AllWSex2 primers published by Kuhl et al. (2021) were used to
sex the fish. gDNA samples were amplified by qualitative PCR and
validated by inspection on 2% agarose gel. Each reaction contained
1.25 uL of 10 uM of forward and reverse primers, 20 ng of gDNA,
0.125 pL of DreamTaq polymerase (Thermo Fisher Scientific), 2.5 pL
of 10x DreamTaq buffer, 2.5 uL of 2mM dNTP mix (Thermo Fisher
Scientific), and water, for 25 uL of total volume. The PCR program
was: 95°C for 3min, 35 cycles at 95°C for 30, 60°C for 30s, 72°C
for 45s, and 72°C for 8 min.

2.4 | RNA extraction and reverse transcription

Total RNA was isolated using the Monarch Total RNA Miniprep kit
following the manufacturer's instructions from New England BioLabs
Inc. Next, the samples were treated with DNase |, Amplification
Grade (Invitrogen), and gDNA elimination was checked by PCR using
18S primers. cDNA was synthesized using 1 pug total RNA ina 20 pL
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reaction. RNA was denatured at 65°C for 5 min with 200 ng random
primers and 0.5 mM dNTP, then chilled. According to the manufac-
turer's instructions, reverse transcription was performed using M-
MLV RT (Invitrogen) at 37°C for 50 min. Subsequently, the cDNA
samples obtained were used for gene expression analysis via gPCR.

2.5 | Quantitative PCR (qQPCR)

Primers for qPCR analysis were designed with the specific gene
sequence obtained in the transcriptome study (Klopp et al., 2020) and
validated by melting curve analysis (qPCR), agarose gel electrophor-
esis, and sequencing. The primers used are shown in Table 3. The
sequences are shown in Supporting Information S1: Additional File 1.
The identities of some of these sequences were previously validated
using phylogenetic approaches (amh, dmrtl1, sox9, and cypl7al,
Berbejillo et al., 2012; cyp19al, Lasalle Gerla, 2016). The other
sequences were obtained from our gonadal transcriptome database
(Klopp et al., 2020; Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018) and
validated with BLASTp at the NCBI site (https://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/Blast.cgi). cyp19al and hsd17b1 are clearly identified and
characterized in the Siberian sturgeon (Supporting Information S2:
Additional File 2). The Siberian sturgeon gonadal transcriptome
database (Klopp etal., 2020; Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018)
was queried for the protein corresponding to the Oncorhynchus
mykiss FoxI2 ortholog (trout, NP_001117957.1) and O. mykiss FoxI2
diverged paralog (AAS87039.1), producing two contigs related to
foxl2. These contigs were analyzed phylogenetically to investigate
their identity (see Results). gsdf and amh-r were searched in
the Siberian sturgeon transcriptome databases (Klopp et al., 2020).
These sequences are under study to determine their identity as they
were not shown to be homologous to those of the sterlet (Acipenser
ruthenus) in an initial analysis of the protein performed at NCBI.
Real-time PCR experiments were performed in 96-well plates
using 12 pL total volume reactions, and run on an Applied Biosystems
instrument (ABI 7500) equipment. Each reaction contained 200 nM
forward and reverse primers, Power Up SYBR Green qPCR Master
Mix, 10 ng of cDNA for target genes, and 3.3 ng of cDNA for the
housekeeping gene. The thermal cycling protocol was: a holding
stage at 50°C for 2 min then 95°C for another 2 min; 40 cycles at

TABLE 3 Primer set used for gene expression using real-time polymerase chain reaction (PCR) and for sexing fish with end-point PCR.

Gene Forward primer Reverse primer Product (bp) Primer efficiency
amh 5' CTTCCACCTGACACAGGGAC 3' 5' TCGGTTTTCTGTCTCTGCCC 3’ 146 96
dmrt1 5' CCAAATGGAAGGAGGCTGAA 3' 5' GGCGTATAATACAAAGACACAGC 3’ 97 98
s0x9 5" TTGCTCAGATCCGTCTTCAG 3' 5" CACTCGGGAAACTTTGGAGA 3’ 172 99
dhh 5" AATCGAGCACCACAGTTTG 3' 5' CCACTGTGTAGAGCAACC 3' 177 96
cyplic 5" CTGCTTGTATCCTCTGGGTC 3’ 5" CATCTCCGTCTCTGCAATCC 3' 174 107
cyp19al 5' GTCCAGCTTCAGACAGGATG 3’ 5' AGATGGTGTCGTGCAATGTT 3' 164 101
foxI2 5" GAGGCCTTTCAGACCCCCTCC 3' 5" TGGGCTGACGTTGCCACTT 3’ 189 99
hsd17b1 5' GAGAAGAAGGTGGACATTCTAGT 3' 5' ACCCCTCCACTGCAAATTTAC 3’ 250 106
irx3 5" CTTGTACAATTTGGTTCACACG 3’ 5" CCTCAAAACCAACTTGAAGCC 3' 320 86
irx5 5" GCATCTCCTCGTCACAAATG 3' 5' TGTGCAAAATGCATCACTCA 3’ 80 100
Ihx2 5" CGAAACGAATATGCCCTCTA 3’ 5" TTCACAACACTTCAAACAGC 3' 132 83
wnt4 5" AGTGGATGTGGAACGAATTG 3' 5' ACTCCGATGTCATCTTGTACG 3’ 158 105
Fst 5" CCTGTATCAGTGCTCCAGTT 3’ 5" TGTTGTAGCCAGCAATAACC 3' 152 91
ctnnb1 5' CATCTTCAAGTCGGGAGGTA 3' 5' CTTTTGTAGACCACCAGCAA 3’ 153 103
rspo1 5" TGGGTTGAATGTGTCAGAAC 3' 5" ATTGGAGTAGTCCCTTCCAC 3' 151 105
star 5" GATTGAAGAGAAGCCCTACAGT 3' 5' TCTAGCTTGAACACCTTGCC 3' 182 98
hsd3b 5" AAGACCAAGTTCCAAGCTGAA 3' 5" ACACTGGGTTCACAACACAC 3' 207 92
hsd17b3 5' TTACTTCTTGCTGGCAGTGA 3’ 5' AAGAAAGACCGAGACAGGG 3’ 181 102
cypl7al 5" TCACACACTCCAGTATTGGTG 3' 5" CCATTCCTTTTCATCGTGATG 3' 91 108
foxI2] 5' GAAACCCTGCTTGAATTATTCGGATC 3’ 5' ACGGGCTAGACTGTCCCAC 3’ 106 93
cyplial 5" CAGTTGCTGTGAGCTTGCAAAGGTAT 3' 5" GCATCTCAACCTCTGCAATCCT 3' 245 100
18S 5" GAGGTGAAATTCTTGGACCGG 3’ 5' GGTGCCCTTCCGTCAATTCC 3' 260 101
AllWsex2 5" TGATCAACCTCTTCAGCAATGTC 3' 5" TGAGAGCCACTGTACTAACACA 3' 108 No gPCR
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95°C for 15 s then 60°C for 1 min; and finally the melting curve stage,
at 95°C for 155, 60°C for 1 min, and 95°C for 15 s. Validation of the
gPCR experiments was performed by checking the melting curves,
melting temperatures of the samples, and negative controls. A
standard curve was developed for each gene assay. Primer
efficiencies are shown in Table 3.

Real-time PCR efficiencies (E) and starting quantity (SQ) for the
reactions were calculated using the formulas; E=[1"Y"%®¢] and
$Q = [10(Ctintercepti/slope _ 9 (Baron et al,, 2005). Relative gene expression
was measured by dividing the SQ of the target gene by the SQ of the
reference gene (18S), which was validated for these gonadal stages in
previous works (Berbejillo et al., 2012; Vizziano-Cantonnet et al., 2016).

2.6 | Database search and alignments

We searched the Ensembl release 109-Feb 2023 (Cunningham
et al., 2022) for orthologs of the translated Siberian sturgeon sequences
(LOC101069066 and LOC102347837; Supporting Information S1:
Additional File 1). These two sequences can be aligned with foxI2 and
foxl2-like sequences, retrieved from GeneTree ENSGT00940000162075.
Using BLASTp (Camacho et al., 2023) from the NCBI database (Sayers
et al, 2022), we also searched non-teleost Actinopterygii fish and
retrieved additional sequences using the closely related sterlet, Amur
sturgeon, and Mississippi paddlefish species for queries. The Ensembl
protein and gene identifications (ID), as well as the vernacular species
names, are shown in Supporting Information S3: Additional File 3. These
latter sequences and those of the Siberian sturgeon were added to the
Ensembl alignment. Incomplete or very divergent sequences (e.g., those
for Ciona intestinalis and Ciona savignyi) were removed. A few species
from distant taxonomic groups were sampled before beginning the
phylogenetic analysis by maximum likelihood, using PhyML (Guindon
et al,, 2010; Lemoine et al., 2018). The PHYLIP tree was then simplified
and colored using FigTree v1.4.4 and refined with Inkscape (https://
inkscape.org).

2.7 | Statistical analysis

Normality of data and homogeneity of variance assumptions were
evaluated. For each developmental stage (3.5, 5, and 6 months of
age), female versus male groups were compared using Student's t-
tests when the assumptions of normality and homogeneity of
variance were not rejected (Sokal & Rohlf, 1995) or Mann-Whitney
tests when those assumptions were rejected.

3 | RESULTS
3.1 | Fish sexing

Siberian sturgeon aged 2.5-6 months of age were genetically sexed.
The total numbers of fish, as well as males and females identified per

&D evelopment

month in the two groups, are shown inTables 4 and 5. The sex ratio
did not deviate significantly from 50:50 (chi-square) (Tables 4 and 5).
Sexed fish were used to study the temporal quantitative expression
of genes selected for their potential to drive sex differentiation in the
species.

3.2 | Phylogenetic characterization of gonadal
foxI2 in Siberian sturgeon

The two sequences obtained from the Siberian sturgeon gonadal
transcriptome database belong to two monophyletic groups of genes,
foxI2 and forkhead box L2-like (foxI2l) (zgc:194189 onto the Ensembl
Tree). The phylogenetic tree resulting from maximum likelihood
analysis, shown in Figure 1a, favors the hypothesis that these two
paralogs originated from a large genomic duplication, likely one of the
two whole-genome duplications at the origin of vertebrates
(Redmond et al., 2023; Simakov et al., 2020). Arguments in favor of
this idea are: (1) Only one copy of these paralogs is found in the two
Ciona species (see Ensembl GeneTree ENSGT00940000162075); (2)
orthologs for each of these two genes are found in both the
Chondrostean chimera elephant shark (Callorhinchus milii) and the
coelacanth (Latimeria chalumnae), which is a Sarcopterygian; and (3)
using PhyloView in Genomicus v109.1 (Nguyen et al., 2022), as
shown in Figure 1b, two genes (spsb4a and clstn2) lie in head-to-head
orientation a few genes away from foxI2-like, with their respective
paralogs (spsb1 and clstn1) on either side of foxI2, consistent with a
common origin by large-scale duplication (Figure 1b).

3.3 | Expression profiles of steroid-related genes in
the first group

The quantitative expression levels of genes that code for steroid-
synthesis enzymes involved in estrogen and 11-oxygenated androgen
production (cyp11al, hsd3b1, cyp17a1l, hsd17b3, cyp19al, hsd17b1,
and cyp11c), as well as a key gene for steroid production (star), are
shown in Figure 2.

TABLE 4 Sex ratio observed by polymerase chain reaction
sexing the first group using the AllWSex2 primers (Kuhl et al., 2021)
and expected 1:1 sex ratio.

Significant
differences
Age Female:Male Sex ratio regarding the
(months) n ratio observed expected expected sex ratio
35 18 10F8M 1:1 No (p-value = 0.81)
5 19 12F7M 11 No (p-value = 0.36)
6 13 7F6M 1:1 No (p-value=1)

Note: Deviation from the expected ratio was evaluated using the Chi-
square test (Monte Carlo method).
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TABLE 5 Sex ratio observed by polymerase chain reaction
sexing using the AllWSex2 primers (Kuhl et al., 2021) and expected
1:1 sex ratio.

Significant
differences
Age Female:Male Sex ratio regarding the
(months) n ratio observed  expected expected sex ratio
25 15 6F9M 1:1 No (p-value = 0.6)
3 16 8F8M 1:1 No (p-value = 1)
35 15 7F8M 1:1 No (p-value = 1)
4 15 8F:7M kil No (p-value = 1)

Note: Deviation from the expected ratio was evaluated using the Chi-
square test (Monte Carlo method).

At 3.5 months of age, most genes involved in steroid synthesis
did not exhibit a significant difference in expression by sex (cyp11al,
hsd3b1, cyp17al, and hsd17b3 and star), nor did the gene coding for
the enzyme Cyp1lc, which is involved in 11-oxygenated androgen
synthesis. Only genes related to estrogen production were sexually
dimorphic, with significantly higher levels in future female gonads at
3.5 months of age for two genes (cyp19al, p<0.038; hsd17b1
p<0.002). At 5 and 6 months of age, cyp1%al lost its sexual
dimorphism, while hsd17b1 remained at higher levels in future female
versus male gonads (hsd17b1, 5 months p<0.0059; 6 months
p<0.01). It is interesting to note that for one gene (hsd17b1),
quantitative expression assayed by gPCR was undetectable or
showed very low expression in gonads of most future males at the
stages studied (3.5-, 5-, and 6-month-old fish).

3.4 | Expression profiles of female sex markers in
the first group

The quantitative expression levels of transcription factor genes
thought to be involved in regulating future female gonads (fox/2,
foxI2l, irx3, irx5, and Ihx2), the female gene fst, and genes associated
with the canonical pathway (rspol1-wnt4-bcat) are shown in Figure 3.

Among the female genes studied, only foxI2 was sex-biased in
the Siberian sturgeon during all periods studied, with significantly
higher levels in future female gonads (3.5 months of age, p < 0.003;
5 months, p < 0.02; 6 months, p < 0.01) (Figure 3). This gene showed
the same trends as observed for hsd17b1 (Figure 2).

A second gene, irx3, was also sex-biased but only at 5 months of
age, with higher levels in future ovaries (p < 0.003).

3.5 | Expression profiles of male sex markers in the
first group

The quantitative expression of genes selected as potential markers of
the male program (amh, dmrt1, sox9, and dhh) are shown in Figure 4.

None of these genes were overexpressed in the gonads of the
undifferentiated male Siberian sturgeon during the period studied.

3.6 | Expression profiles of cyp19a1, foxl2, and
hsd17b1 in the second group

At 2.5 months of age, only hsd17b1 showed a sexually dimorphic
expression pattern, with higher levels in females (p<0.001)
(Figure 5). Expression remained sex-biased throughout the molecular
differentiation window studied at 3 (p <0.01), 3.5 (p<0.05), and 4
(p < 0.01) months of age. On the other hand, foxI2 and cyp19ala were
activated in females for the first time at 3 months of age (p < 0.05 and
p<0.001, respectively) and remained sexually dimorphic at 3.5
(p<0.01, both genes) and 4 (p<0.01, both genes) months of age
(Figure 5).

3.7 | Schematic representation of the onset of
gonadal estrogen synthesis

The above results allow us to propose a potential estrogen
production scheme in the gonads of genetically-sexed fish around
the onset of sex differentiation and during early gonadal differentia-
tion. Figure 6a represents the estrogen production capacity of the
gonads of future females around 2.5 months of age, near the onset of
sexual differentiation. We propose that the highly sex-biased
activation of hsd17b1 in the female gonads induces the conversion
of estrone to estradiol-17f, with subsequent specific activation of
foxl2 and cyp19al at 3 months (Figure éb, early sex differentiation).
Figure é6c represents the capacity of future testes to produce
estrogens. In males, low gonadal expression of cyp19al and foxI2 was
observed in qPCR analyses, along with undetectable or very low
hsd17b1 expression. These results indicate a low capacity for
estrogen production in males during the sex-differentiation period.

4 | DISCUSSION

Based on the present results, we can confidently propose key sex
differentiation genes in Siberian sturgeon for the first time based on
sex-specific activation.

Typically, once the major sex-determinant gene is activated, we
would expect a series of other genes to be expressed in a generally
sexually dimorphic manner, leading to either female or male gonad
development. Findings published for teleost fish show that the
earliest genes expressed during ovarian development are cyp19al
and foxI2 (Baroiller et al., 1999; Guiguen et al., 2010; Piferrer
etal., 1994; Vizziano et al., 2007), including in teleosts using a ZZ/ZW
sex-determination system (turbot, Scophthalmus maximus, Martinez
etal., 2021; Robledo et al., 2015). In contrast, we found that hsd17b1
is activated several days before cyp19al and foxI2 during ovarian
differentiation in Siberian sturgeon, in a sexually dimorphic pattern. It
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has previously been shown that hsd17b1 is also expressed before
cypl19al in Seriola species, but the expression was not sexually
dimorphic in this teleost fish (Koyama et al, 2019). Here, we
demonstrate for the first time in fish that the earliest sexually
dimorphically gene activated during ovarian development is hsd17b1.
The strong activation of hsd17b1 in the gonads of genetically sexed
Siberian sturgeon females at 2.5 months of age indicates that the
onset of sexual differentiation occurs between the formation of the
gonad ridge at around 1 month of age (Rzepkowska &
Ostaszewska, 2013) and 2.5 months (present work).

In terms of the sex differentiation mechanism underlying the
onset of this process, we observed that at 2.5 months, cyp19a1l is
already expressed in female and male gonads but not in a sexually
dimorphic pattern, indicating a potential role in estrogen (estrone and
estradiol) production in male and female gonads. The strong
activation of hsd17b1 in the gonads of future females at 2.5 months
of age would allow for conversion of estrone to estradiol-17f
specifically in females, producing an estrogen-rich environment. In
contrast, strong repression of hsd17b1 was observed in the male
gonad at the same stage. We propose that there is an imbalance
towards increased estrogen production in the female gonad based on
Hsd17b1-mediated conversion of estrone to estradiol-17f at this
stage (see Figure 6a). The literature indicates that these conditions, in
fact, lead to development of female gonads (Guiguen et al., 2010;
Piferrer, 2011). In addition, hsd17b1 is consistently repressed in male
gonads (see Figure 6c) throughout the period during which the
gonads remain undifferentiated. This result strongly supports the idea
that this gene likely plays a critical role in initiating the sexual
differentiation of Siberian sturgeon as in the ZZ/ZW Seriola species
(Koyama et al., 2019). Later, at 3 months of age, the elevated
estrogen production in future female Siberian sturgeon would in turn
enhance foxlI2 expression, which is known to be stimulated by
estradiol-17p (Baron et al., 2004; Vizziano-Cantonnet et al., 2008). In
fact, in vivo experiments, performed in mixed populations of Siberian
sturgeon before sex markers were available, showed that estradiol-
178 (5 pg/g of fish) significantly stimulates fox/2 in all fish at 2.5 and 3
months of age, measured 12 h after treatment (Lasalle & Vizziano,
unpublished data). foxI2 can, in turn, regulate cyp19al, as has been
shown in teleost fish (Wang et al., 2007). Therefore, there seems to
be a positive regulatory loop between foxI2 and cyp19al that
enhances estrogen production, as has been proposed for teleost fish
(Guiguen et al., 2010) (see Figure 6b). It is not possible to conclude
based on our work that foxI2 is expressed upstream of cyp19a1l as
proposed in teleost fish (Guiguen et al., 2010). However, the similar
expression patterns of foxI2 and hsd17b1 raise the question of
whether foxI2 might not regulate hsd17b1. In fact, a recent study

revealed that FOX proteins in the human genome, including FOXL2,
stimulate tumor suppressor TP53, acting as upstream regulators of
this protein (Choi et al., 2022). Moreover, in porcine granulosa, TP53
positively regulates transcription and translation of Hsd17b1 (Yuan
et al., 2020).

In addition to these female factors, we searched for the gene
coding for transcription factor foxI3, which is highly activated during
sexual differentiation in female teleosts (Baron et al., 2005; Vizziano
et al., 2007) and critical for male germ cell differentiation (Wu
et al, 2019). However, no foxI3 ortholog is found in the Siberian
sturgeon gonadal transcriptome (Klopp et al., 2020). Searching for
foxI3, we found a paralog of foxI2 called foxI2], but there was no
detectable sex-biased expression at any of the gonadal stages
explored. This result indicates that the gene does not seem to
actively participate in differentiation or maintenance of the female
pathway during these periods.

fst is another candidate gene that remains poorly studied in the
context of fish sexual differentiation. However, the gene has been
found to be expressed in female trout before hatching (Baron
et al., 2005; Nicol et al., 2013; Vizziano et al., 2007) and colocalized in
the same cells that express cyp19ala (Nicol et al., 2013). This finding,
along with the fact that fst is regulated by estrogens (Vizziano-
Cantonnet et al., 2008), made the gene a candidate of interest in
sturgeon sexual differentiation. However, it was not found to be
sexually dimorphic in Siberian sturgeon.

The Rspol/Wnt4/B-catenin pathway involved in mammalian
ovarian morphogenesis is estrogen-independent (Cutting et al., 2013).
This pathway has also been reported in some fish, including zebrafish
(Sreenivasan et al., 2014). Furthermore, the medaka (Oryzias latipes),
another fish with an estrogen-independent sex differentiation path-
way, has been shown to have female-biased gonadal expression of
rspol (Nagahama et al., 2021) and rspol-transgenic XY males have
been observed to undergo ovarian differentiation, attributable to
rspol, wnt4b, and B-catenin overexpression (Zhou et al., 2016). In
Siberian sturgeon, the lack of female-biased expression of rspoi,
wnt4, or P-catenin expression is coherent with the estrogen-
dependent sex differentiation observed in the present work.

Taken together, the results support the idea that estrogens
emerged as endogenous inducers of sexual differentiation in basal
fish such as sturgeons and have continued to serve that purpose in
several teleost fish species.

Among the nonclassical female genes in fish, we studied Ihx2,
irx3, and irx5. Those genes have been found to play essential roles in
ovarian formation and differentiation among mammals (Birk
et al, 2000; Kim et al., 2011). These genes help to create the
appropriate intragonadal milieu and coordinate interactions between

FIGURE 1 The two paralogous Siberian sturgeon sequences: foxI2_Acipenser_baerii (fox|2) and foxI2l_Acipenser_baerii (foxI2l). (a) Simplified
representation of a phylogenetic tree resulting from a maximum likelihood analysis (PhyML). Bootstrap values from 100 repeats are shown when
relevant (equal to or over 75). (b) Screenshot of the synteny of FoxI2 and FoxI2-like in the green spotted puffer (Tetraodon nigroviridis), as shown
in Genomicus v109.1 (Nguyen et al., 2022). The Ensembl protein and gene identification (ID) and the vernacular species name are shown in

Supporting Information S3: Additional File 3.
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FIGURE 2 Relative expression levels of steroidogenic genes (cypl1la, hsd3b1, cyp17al, hsd17b3, hsd17b1, cyp19al, cypllc, and star) in

males and females at 3.5, 5, and 6 months of age. Significant differences between sexes are identified with the symbol

somatic and germ cells (Kim et al., 2011). In rainbow trout, irx3
exhibits female-specific expression before the gonads are differenti-
ated (Cavileer et al., 2009). irx5, in turn, has been found to be female-
specific for some species (Julidochromis omatus) and male-specific for

* .

others (Eretmodus cyanostictus) (Bohne et al., 2014). In the present
work, sex-biased irx3 expression was observed only in the late sex-

differentiation period, while irx5 and Ihx2 were not sexually
dimorphic as expected. This result does not confirm previous results
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obtained in the absence of sex markers; the discrepancy may be due
to different stages of gonadal development (Lasalle et al., 2021;
Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018).

Based on our findings, promotion of the male pathway in the
Siberian sturgeon does not seem to depend on differential produc-
tion of 11-oxygenated androgens, since star, cypllal, hsd3b1,
cypl7al, hsd17b3, and cypllc were not sexually dimorphic,
confirming the previous work based on transcriptome analysis
(Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018). It has been proposed that
fish with temperature-dependent sexual differentiation may depend
on endogenous androgens for masculinization (Kitano, 2018),
upregulating cypllc expression in genetic males exposed to
masculinizing temperatures (D'Cotta et al., 2001) and increasing 11-
ketotestosterone production (Fernandino et al., 2012). Our results
show that cypllc is not upregulated in males, indicating that
androgens are not involved in male differentiation among Siberian
sturgeon. The relationship between thermal dependence for sex
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FIGURE 6 (a) Schematic representation of the potential gonadal
estrogen synthesis pathway around the onset of sex differentiation in
female Siberian sturgeon at 2.5 months of age. (b) Schematic
representation of the potential gonadal estrogen synthesis pathway
during early sex differentiation in female Siberian sturgeon at 3.5
months. (c) Schematic representation of the potential gonadal
estrogen synthesis pathway at the onset and early stage of sex
differentiation in male Siberian sturgeon at 2.5 and 3.5 months.

differentiation and the presence of endogenous androgens as drivers
of the male gonadal program remains unclear.

In addition to the potential of the early gonads to produce
11-oxygenated androgens, we explored gonadal gene expression of
highly-conserved testicular genes in metazoans, such as dmrt1, and
genes present in vertebrate male differentiation pathways, such as
sox9, amh, and dhh.

The Dmrt (doublesex and mab-3 related transcription factor)
gene family was first discovered in classical invertebrate animal
models (mab-3 in Caenorhabditis elegans and Doublesex in Drosophila
melanogaster) and then extensively reported throughout the entire
animal kingdom (Picard et al., 2021). In fish, dmrt1 has been found to
be expressed in the primordial gonads at the time of sex determina-
tion as well as in the adult testes (Herpin & Schartl, 2011), and the
Y-linked Dmrt1 paralog called DM-Y is the major male determinant in
medaka (Matsuda et al., 2002). With regard to Siberian sturgeon, the
present results do not show a sex-biased expression of dmrtl1 in
primordial gonads during the molecular sex-differentiation period,
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which is consistent with previous results from transcriptome studies
(Vizziano-Cantonnet, Lasalle, et al., 2018). These results are still
surprising, as they do not confirm the findings described in teleost
fish, where dmrt1 is clearly sexually dimorphic with strong activation
in the undifferentiated gonads of future males (Herpin &
Schartl, 2011; Marchand et al., 2000; Piferrer & Guiguen, 2008).

SOX?9 is a highly-conserved gene involved in testis formation in
vertebrates (Bowles et al., 2000). Several lines of evidence have
indicated that SOX9 is necessary and sufficient to induce male sex
determination in mammals (Bowles & Koopman, 2001). In fish, as a
result of the teleost-specific genome duplication, two copies of sox9
have been found in teleost fish: sox%a and sox%b. These copies are
not clearly sex dimorphic during the sex-differentiation window in
trout (Vizziano et al., 2007) or medaka (Nakamura et al., 2008). In
addition, sox9b knockout in medaka does not change gonadal
phenotype at the day of hatching but does regulate the germ cell.
Thus, unlike in mammals, sox%b is not involved in sex determination/
differentiation in teleost fish (Nakamura et al., 2012). The absence of
sox9 sexual dimorphism in Siberian sturgeon during the sex-
differentiation window (present study) and at immature stages
(Berbejillo et al., 2012) argues against a functional role for this gene
in testis differentiation in this ancient fish.

AMH is a well-conserved member of the transforming growth factor-
beta (TGF-B) hormone family. The amh gene arose de novo in
gnathostomes and is conserved in fish and tetrapods (Zheng et al., 2018).
In mammals, it is required for the inhibition of Muiillerian ducts
(Josso, 1973). A primary role for AMH pathways in germ cell proliferation
and sex determination became evident in studies of AMH and AMH
receptor (amh-R) mutants in teleost species (Eshel et al., 2011; Hattori
et al, 2012; Kamiya et al., 2012; Kikuchi & Hamaguchi, 2013; Lin
et al,, 2017; Liu et al., 2022; Morinaga et al., 2007; Mullen et al., 2019;
Song et al., 2021; Yamaguchi & Kitano, 2023; Yan et al., 2019; Zhang
et al, 2020). Y-linked amh paralog called amh-Y is the major male
determinant in pejerrey (Odontesthes hatcheri; Hattori et al., 2012). In
teleost fish, autosomal amh usually shows sex-biased expression during
the sex-differentiation period (Fernandino et al., 2008; Rodriguez-Mari
et al,, 2005; Vizziano et al., 2007; Yoshinaga et al., 2004). Sturgeons are
early-evolved ray-finned fish with Miillerian ducts, but these structures
do not regress completely in males as is the case in mammals
(Wrobel, 2003). In the present work, amh expression was not sexually
dimorphic in gonads at the critical stages of sex differentiation, suggesting
that it does not exert a primary role in sex determination and
differentiation or partial gonad duct regression.

The desert hedgehog (DHH) protein is part of a signaling system
discovered in Drosophila that controls segmentation and is essential
for organogenesis and gonadal development (Dilower et al., 2023). In
fish, dhh has been studied in Chinese tongue sole (Cynoglossus
semilaevis) and found to be mainly expressed in male germ cells.
Furthermore, its relative expression is significantly higher in the male
than the female gonads (Qi et al., 2021), suggesting participation in
testis development. In the present work, we did not observe sexually
dimorphic dhh gonadal expression during the critical sexual-
differentiation period of Siberian sturgeon (3.5-6 months).

The absence of a known upregulated masculine gene in the male
Siberian sturgeon gonadal tissue during the critical sex-differentiation
period leaves open the question of how the male sex program is
controlled during early gonadal development.

5 | CONCLUSION

Our results are consistent with the view that hsd17b1 is a key sex
determination/differentiation gene that may control early ovarian
differentiation in Siberian sturgeon, acting in cooperation with
cyp19al and foxI2. The present findings indicate estrogen
dependence for female sex differentiation but a 11-oxygenated
androgen-independent male sex differentiation pathway. Surpris-
ingly, the well-conserved testicular genes in metazoan and
vertebrates (dmrt1, sox9, amh, and dhh) do not appear to play a
major role in male gonadal differentiation in this ancient fish. The
question of how male gonadal differentiation is regulated remains
to be resolved.
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Capitulo 3:

b) Regulacion de los principales genes femeninos por esteroides sexuales

Introduccion

Ante los antecedentes ya mencionados y los resultados obtenidos y discutidos en el articulo
publicado como parte del capitulo 3a, planteamos evaluar mediante la administracion de
tratamientos con hormonas esteroideas gonadales como estas pueden estar regulando a los
principales genes femeninos (hsd17b1; foxI2 y cyp19al). Se ha observado en diferentes especies de
teledsteos donde los estrogenos son claves en la diferenciacion del sexo, que estos son capaces de
regular en un bucle de regulacion positiva a los genes involucrados en la produccion de estrogenos
y llevando a la diferenciacion ovérica (Baron et al., 2005; Guiguen et al., 2010). Los androgenos en
ciertos teledsteos también son claves y actian reprimiendo la via femenina y estimulando la
masculina un ejemplo es Paralichthys olivaceus (lenguado japonés) (Yang et al., 2020), esto sucede
cuando juegan un papel importante en la diferenciacion masculina. Otros ejemplos también muy
estudiados son el medaka y el zebrafish donde tratamientos con andrégenos en hembras genéticas
llevan a la produccién machos fenotipicos con testiculos funcionales (Hagino et al., 2001; Orn et al.,
2003). Nuestro estudio anterior, sumado a estas experimentales con estrogenos y androgenos
exogenos aqui presentadas son claves para confirmar que el esturion siberiano tiene una intima
regulacion de la diferenciacion sexual ligada a las hormonas esteroideas femeninas, y que los
androgenos no estarian involucrados en la diferenciacion del sexo al menos durante la etapa

temprana de diferenciacién molecular.
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Materiales y métodos.

Animales experimentales

Los ejemplares de 2,5 meses de edad de esturion siberiano utilizados fueron proporcionados
por la empresa Estuario del Plata, y mantenidos en el Laboratorio de Experimentacion Animal de
peces de produccion (LEA) de la Facultad de Ciencias (Universidad de la Republica Oriental del
Uruguay) hasta realizados los tratamientos a los 4 meses de edad cuando se muestrearon. Durante
el periodo que los peces estuvieron en las instalaciones de Facultad de Ciencias, fueron alimentados

diariamente al 2% del peso corporal.

Quimicos

Para los tratamientos hormonales se utilizaron estradiol-17f ((17p)-estra-1,3,5(10)-triene-
3,17-diol) y 11B- hidroxiandrostenediona (4-Androsten-113-0l-3,17-dione) de la empresa Sigma
Chemical Co (St. Louis, USA). En todos los casos los tratamientos se administraron en forma

intraperitoneal.

Sexado

El sexado de los animales se realiz6 utilizando ADN gendmico extraido de una porcion de
aleta, y mediante la una PCR en tiempo final utilizando los cebadores de que amplifican el marcador
genético del sexo publicado por Kuhl et al. (2021). El procedimiento detallado de la extraccion de
ADN y condiciones de PCR fue mencionado en materiales y métodos del articulo publicado como

parte de este capitulo (Lasalle et al., 2024; Capitulo 3a)
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Tratamientos en poblaciones mixtas

Se realizaron dos tratamientos, el primero a los 2,5 meses de edad donde se inyect6 una tnica
vez a nivel intraperitoneal a 5 individuos con estradiol-17p (E2) en suero salino con 3% de etanol,
en una dosis de 5 pg E2 gramo/peso corporal. El tratamiento tuvo un total de 6 horas de duracion al
sacrificio. Otros cinco individuos fueron el grupo control y se les administré de la misma forma
solucion salina (0,15 M NaCl), con etanol 3%. La segunda experimental en poblaciones mixtas se
realizo de la misma forma, esta vez contando con seis individuos tratados vs seis control, todos de 3
meses de edad. La dosis fue la misma que la mencionada previamente (5 pg E2 gramo/peso corporal
o g/p.c.), el control salino se prepar6 de igual forma, y el tratamiento tuvo un periodo total de 12

horas al sacrificio.

Tratamientos en animales sexados

Se realizaron dos tratamientos agudos utilizando E2 y 11fB- hidroxiandrostenediona (11f-
And) administradas de manera intraperitoneal. Se sexaron los esturiones a los 4 meses de edad y se
seleccionaron 24 hembras, y 24 machos.12 hembras y 12 machos fueron utilizados para el
tratamiento con estrogenos (grupos 6 hembras control; 6 hembras tratadas; 6 machos control; 6
machos tratados). El mismo procedimiento de separacion por grupos se realizd para tratar a los
animales con androgenos.

Al grupo control, se le administrd una tnica inyeccion conteniendo solucion salina con etanol
3%, mientras que a los individuos tratados se les administr6 una tnica inyeccion de estradiol-17f3
con etanol 3%. El tratamiento para el grupo tratado fue con una dosis fue de 5 pg g/p.c. de E2 en
solucion salina con 3% de etanol, y 6 horas de duracion al sacrificio. En el caso del tratamiento con
11B-androstenediona la dosis utilizada fue 10 pg/g p.c. en solucion salina con etanol 3% y con una

duracion total de 12 horas al sacrificio. El grupo control para androgenos llevo la misma preparacion
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que la mencionada para el control de estrogenos. Luego de los tiempos mencionados post inyeccion
se realizaron los muestreos de gonadas de los animales. Las dosis fueron seleccionadas a partir de
una amplia busqueda bibliografica y tomando como principales aquellos estudios previos generados

sobre esturiones (Kwon & Adachi 2009; Omoto et al., 2002, Saber et al., 2019).

Muestreo de animales y qPCR

Una vez finalizados los tratamientos, se sacrificaron a los animales por deservicacion, y se
muestrearon las gonadas en condiciones de esterilidad. Los tejidos gonadales fueron conservados
inmediatamente en nitrogeno liquido para conservar su integridad y evitar cualquier tipo de
degradacion hasta el momento de realizar la extraccion de ARN para posterior retro transcripcion y
analisis de qPCR. Estos procedimientos mencionados (extraccion de ARN; retrotranscripcion y
analisis de qPCR) se realizaron de exactamente la misma forma en que se definieron en el articulo

Lasalle et al 2024 (Capitulo 3a).

Analisis estadisticos

Se evaluaron los supuestos de normalidad de los datos y homogeneidad de varianza, cuando
fueron normales y la varianza homogénea (Sokal & Rohlf, 1995), se compararon los grupos de
machos y hembras utilizando el test de t de Student. En caso de que no se cumpliera que los datos
fueran normales y homogéneos se compararon los resultados de los grupos mediante pruebas no
paramétricas, en este caso, al tratarse de dos grupos se utiliz6 Mann-Whitney. Valores de p < 0,05,
fueron tomados como indicadores de diferencias significativas en los niveles de expresion entre

grupos comparados.
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Resultados

Los resultados de expresion de genes surgidos de tratamientos estrogénicos (E2) en gPCR

en poblaciones mixtas muestran una estimulacion del fox/2 (Student; p-valor < 0,05) tanto para

tratamientos agudos de 6 horas a los 2,5 meses de edad como de 12 horas a los 3 meses de edad,

ambos con la misma dosis de 5 ug E2 g/p.c.. Otros genes estudiados que fueron vinculados en un

primer momento con la via de diferenciacion femenina (hsd17b1, lhx2, irx3 e irx5) no fueron

estimulados al ser estudiados con un tratamiento de 12 horas. Cabe destacar que para cypl/9ala se

observo una estimulacion a los 2,5 meses de edad (Student; p-valor < 0,05) que no se observo luego

en el tratamiento de 3 meses (Figura 7.3 y 8.3).
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Figura 7.3. Promedio de expresion de cada gen (+SD). Efecto del estradiol en una poblacion sin sexar (mixta) de 2,5 meses de edad.
Tratamiento agudo por 6h por inyeccion de 5 ug E2 g/p.c.. foxI2 y cyp19al resultan estimulados por el efecto del estradiol. Letras
diferentes indican diferencias significativas de expresion entre grupos (foxl2, t-test =p<0,01; cyp19al, t-test = p<0,05).
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Figura 8.3. Promedio de expresion de cada gen (+SD). Efecto del estradiol en una poblacion sin sexar (mixta) de 3 meses de edad.
Tratamiento agudo por 12h por inyeccion de 5 ug E2 g/p.c.. foxI2 es el tnico gen que resulta estimulado por el efecto del estradiol.
Letras diferentes indican diferencias significativas de expresion entre grupos (foxI2, Mann-Whitney = p<0,05).

En cuanto a las poblaciones sexadas donde se aplicaron tratamiento con E2 y 11B- And, se
observo la estimulacion tnicamente del gen fox/2 en machos tratados con E2 (5ug E2 g/p,c,) (Mann
Whitney; p-valor < 0,05) respecto de los machos control. Ni la 4sd17b1 ni la cypl9al mostraron
cambios significativos en machos tratados. El mismo tratamiento sobre hembras no mostr6é cambios

significativos en la expresion de ninguno de los tres genes (Figura 9.3).
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estradiol (se indican diferencias significativas entre grupos con un *. foxI2, Mann-Whitney=p<0,05).

La aplicacion de 11B-And (10 pg g/p.c.), no tuvo ningun efecto sobre la regulacion de los

tres genes estudiados (hsd17b1, foxI2, cypl9al) en machos como en hembras. De hecho, no se

observaron cambios significativos en la expresion de los genes ensayados (Figura 10.3).
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Discusion

La diferenciacion del sexo del esturion siberiano parece estar marcada segun lo indican los
resultados de expresion génica por la via de produccion de estrégenos (Lasalle et al., 2024). Asi
mismo se ha observado que la via de diferenciacion masculina clasica no esta activada mientras que
la via de diferenciacion femenina si lo esta desde un periodo muy temprano. Esto nos ha llevado a
hipotetizar que la diferenciacion gonadal se podria estar produciendo por la formacién de un
ambiente rico en estrégenos en la gonada primordial que llevara a que esta se desarrolle en un ovario,
o por la falta de estrogenos en el ambiente gonadal primordial que llevara a la formacion de un
testiculo. Es decir que, en estos peces basales, anteriores a los teledsteos a nivel evolutivo (Grande
& Bemis 1996), los estrogenos ya actuan como los inductores de la diferenciacion ovarica, asi como
planted Yamamoto (1969) que sucede en la mayoria de los peces modernos, aunque no en todos. La
accion de los estrogenos como se observa en esta seccion es capaz de estimular al gen fox/2 en
machos tratados con estradiol, hay que recordar que fox/2 es un gen cldsico femenino vinculado a la
regulacion positiva de la produccion de estrégenos. Esto indica la potencia de esta hormona para
activar al menos parte de la via femenina en individuos masculinos, y verifica su rol en la
diferenciacion ovarica. Esta regulacion de la via femenina y en particular del gen fox/2 por
estrogenos ya ha sido demostrada en teledsteos (Baron et al., 2005; Guiguen et al., 2010; Vizziano-
Cantonnet et al., 2008), y esto muestra que este accionar a nivel molecular se mantiene desde los
peces basales.

La expresion de genes relacionados con la diferenciacion femenina, con la produccion de
estrogenos y la regulacion del fox/2 por E2 (Capitulos 1 y 3) permitieron evaluar correctamente
(momento y dosis de E2 usadas) los efectos de los estrogenos en la transdiferenciacion del sexo de
la especie. Esto permitié demostrar fehacientemente que la diferenciacion sexual de los esturiones

depende de los estrogenos (Vizziano-Cantonnet et al., 2025). Por otra parte, el intento de
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transdiferenciar hembras genotipicas a machos fenotipicos no tuvo éxito, es decir las hembras no se
transdiferenciaron, manteniendo entonces el desarrollo de un ovario (Vizziano-Cantonnet et al.,
2025). Esto concuerda con los resultados a nivel molecular del tratamiento con el androégeno 11-
oxigenado en hembras, que no mostrd ningiin cambio sobre los genes de la via de diferenciacion
femenina, es decir no se reprimieron los genes femeninos, lo que hubiese sido esperado si la accion
de las hormonas masculinas fuera necesaria para la activacion de la via de diferenciacion testicular.
Esto nos lleva a fortalecer la hipdtesis de que la diferenciacion de la gonada masculina se estaria
produciendo por un ambiente gonadal libre de estrogenos y no por la accién de androgenos en el
futuro testiculo. Més all4 de esto, pueden existir otros genes masculinos que no tengan que ver con
la produccion de hormonas y que se activen tempranamente en el testiculo marcando que este se
esta diferenciando.

Del Capitulo 1 y del presente capitulo (Capitulo. 3) se desprende la idea de que hay tres
genes femeninos esenciales involucrados en los primeros pasos de la diferenciacion sexual que
llevan a la produccion de estrogenos. Se constata junto a otros trabajos del laboratorio que la
diferenciacion sexual de la especie depende de los estrogenos, pero seria independiente de los
androgenos 11-oxigenados. Sin embargo, no se conoce que otros genes se activan durante el
desarrollo de temprano de la génada femenina, ni cuales son los genes que conducen a la génada
masculina temprana. Para investigar esto se desarrolld un estudio comparativo del transcriptoma
gonadal de hembras y machos de 2,5 meses de edad sexados genéticamente que se presenta en el

Capitulo 4.
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Conclusiones del Capitulo 3.

Los resultados de este capitulo permiten proponer que la Asd17b1 juega un papel central en
la diferenciacion sexual de los esturiones siberianos y posiblemente de los esturiones en general.

La activacion de hsd17bl junto a cypl9al y foxl2, que conforman un trio de genes
involucrados en la produccion de estrogenos, sumado a que tratamientos con E2 estimulan la
expresion de fox/2 (la via femenina) en machos, y la transdiferenciacion de machos genotipicos
hacia hembras fenotipicas (Vizziano-Cantonnet et al., 2025) confirman el papel fundamental de los
estrogenos en la diferenciacion sexual de la especie.

La falta de accion de androgenos 11-oxigenados en hembras tratadas durante la
diferenciacion molecular donde no hay represion de genes femeninos clésicos, y la incapacidad de
llevar adelate la transdiferenciacion de hembras genotipicas a machos fenotipicos nos permiten
inferir que la diferenciacion testicular se produce debido a un ambiente falto de estrogenos en la
gonada primordial, y no por presencia de hormonas sexuales masculinas.

La pregunta es si la activacion de estos tres genes relacionados con la produccion de estrogenos
(cyp19al, foxl2, hsd17b1) es suficiente para llevar adelante un proceso tan complejo, o si existen
otros grupos de genes ain no identificados que colaboren en la diferenciacion gonadal en las etapas
tempranas de desarrollo. Para resolver en parte esta interrogante se desarrollan estudios de

transcriptomica en el Capitulo 4.
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Capitulo 4:

Primeros estudios de la diferenciacion del sexo en etapas tempranas del desarrollo,

utilizando transcriptomica en individuos sexados genéticamente

Resumen

En los ultimos afios se ha avanzado en determinar cudles son los principales factores
moleculares que actian en las vias de diferenciacion femenina y masculina del esturion siberiano
para dar lugar a la formacioén de un ovario o un testiculo respectivamente. Sin embrago la falta de
técnicas precisas para sexar a los animales durante los periodos de indiferenciacion gonadal llevo a
utilizar métodos de sexado indirecto para hacer inferencias sobre los genes actuantes en estos
complejos procesos. En el aio 2021 Kuhl y sus colegas, publicaron el primer marcador del sexo a
nivel genético encontrado en el genoma femenino del esturion Sterlet y validado en el esturion
Siberiano. Esta herramienta permitio a partir de ese momento trabajar con certeza en cuanto al sexo
de animales en desarrollo temprano. En este trabajo entonces se utilizaron peces en etapas muy
tempranas de desarrollo gonadal sexados genéticamente, y la técnica de transcriptomica para llevar
adelante un estudio comparado de los genes expresados diferencialmente entre goénadas
indiferenciadas de hembras y machos de 2,5 meses de edad. Los resultados mostraron que la via
femenina esta definida por la sobre expresion descrita por un total de 62 contigos de los cuales 32
codifican para proteinas, mientras que la via masculina se caracteriza por la sobre expresion de 57
contigos de los cuales 30 codifican para proteina. La via femenina fue caracterizada por genes
vinculados a la produccion de estrogenos y otros vinculados a ellos. Asd17b1, cyp19al y foxi2, genes
vinculados directamente a la produccion de estrogenos aparecen expresados diferencialmente, junto

a ellos los factores de transcripcion egr-1, jun-b, c-fos, quienes pueden ser estimulados por los
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estrogenos y a su vez algunos de ellos (jun-b, y jun-b junto a c-fos actuando como dimero (AP-1)
son capaces de regular la actividad de la aromatasa. Esto indica una potencial regulacion positiva
enriqueciendo el ambiente gonadal incipiente del futuro ovario elevando los niveles de estrogeno.
Junto a estos aparecen también ier-2 y di-ras-2. En conjunto este grupo parece tener un potencial de
ser regulado por la accion de los estrogenos mencionados. El involucramiento de la mayoria de estos
genes en los procesos de diferenciacion y proliferacion celular los coloca en una posicion importante
en el proceso de diferenciacion gonadal. Ademas, se observa la activacion del gen que codifica para
el receptor a la tirotropina (¢rh-r) y de serotonina N acetil transferasa (aanat), esto pone en juego
de manera potencial a nuevas hormonas no tenidas en cuenta en la diferenciacion ovarica hasta el
momento, las hormonas tiroideas y la melatonina. En machos se describe la sobre expresion del gen
thx1, tnico de la lista ya descrito en peces y otros grupos en lo que refiere a la diferenciacion
testicular, y hasta el momento desconocido en la diferenciacion temprana del esturion. El conjunto
de resultados marca un proceso de diferenciacion temprana iniciada en hembras antes que en machos
y previa a los 2,5 meses de edad, pero lo mas importante es luego de muchos afios se rompe esquema
hasta ahora descrito de un sistema de genes clasicos femeninos guiando la diferenciacion femenina,
y se suman nuevos factores muy relevantes, algunos con un fuerte apoyo bibliografico y otros nunca
descritos en procesos de diferenciacion del sexo en lo que respecta la literatura de vertebrados.
Yendo mas alla se integra a un proceso hasta ahora dominado por los estrogenos, la potencial accion
de las hormonas tiroideas y de la melatonina, algo sumamente novedoso para lo que refiere a la
diferenciacion ovarica en el grupo. Ademads, se aporta informacion contundente para iniciar el
estudio mas profundo de la via de diferenciacion masculina, la cual ain estd muy poco abordada. La
generacion de este primer analisis de datos de un transcriptoma gonadal en esturiones siberianos

sexados genéticamente en etapas tempranas de desarrollo deja una puerta abierta a la exploracion de

105



los diferentes genes de cada via, y debe ahondarse mediante la aplicacion de pruebas funcionales

futuras.

Introduccion

El esturion siberiano es una de las especies mas cultivadas a nivel de acuicultura para la
produccion de caviar, siendo Uruguay una potencia a nivel mundial en lo que refiere a la exportacion
de este producto de lujo en cuanto a su cantidad y calidad (Bronzi et al., 2019). A su vez es
importante tener en cuenta que el esturion siberiano al igual que otros esturiones, una especie en
peligro de extinciéon (Bemis et al., 1997). Conocer mejor el tipo de determinacion sexual, la
diferenciacion del sexo y su control molecular es por lo tanto una tarea de fundamental importancia
no so6lo para comprender como manejar el sexo de la especie a nivel productivo, sino también por
su insercion en la conservacion de la especie y en estudios de la evolucion de la determinacion y
diferenciacion del sexo. Sin embargo, las caracteristicas genéticas propias de la especie hacen que
esta tarea sea compleja. El esturion siberiano cuenta con tres rondas completas de duplicacion del
genoma por lo que posee 256 cromosomas (son tetraploides) (Mugue & Barmintseva, 2018; Peng et
al., 2007; Rajkov et al., 2014) y este es extremadamente grande, de 8,3 pg de ADN (4,2Gb)
(Bytyutskyy et al., 2012; Klopp et al., 2020; Zhou et al., 2011), duplicando el tamafio por ejemplo
del genoma de un pez diploide como puede ser Danio rerio (zebrafish) (Lamatsch et al., 2000). Esto
ha dificultado su ensamblado que actualmente estd en manos de un consorcio europeo, y aun no ha
sido publicado, siendo este de fundamental importancia para los estudios genéticos en general y los
de determinacion sexual en particular. Otra caracteristica que dificulta los estudios de determinacion
y diferenciacion sexual es la presencia de un cariotipo homomorfico, es decir en donde no se
distingue la presencia de cromosomas sexuales diferenciados morfolégicamente (Fontana, 1994). A

su vez no queda claro si presenta o no cromosomas sexuales lo suficientemente evolucionados como
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para mostrar una diferenciacién genética, o si presentan proto-cromosomas como se plantea en el
takifugu (Kamiya et al., 2012).

La homomorfia cromosémica es una caracteristica que comparten la enorme mayoria de
especies de peces (Arkhipchuk, 1995; Schartl et al., 2016) estos aspectos dificultan el hallazgo de
genes determinantes del sexo. Sin embargo, en los tltimos 20 afios y con el advenimiento de las
metodologias 6micas y de edicidon génica se han podido identificar genes determinantes del sexo en
peces teledsteos, sobre todo en aquellas especies que usan el sistema de determinacion sexual
XX/XY. De hecho, se han descubierto genes ligados al cromosoma Y de varias especies de peces,
pero estos genes no se encuentran conservados en teledsteos incluso variando a veces dentro de un
mismo género (Hattori et al., 2012; Kamiya et al., 2012; Li et al., 2015; Matsuda et al., 2002; Myosho
etal., 2012; Pan et al., 2019; Reichwald et al., 2015; Takehana et al., 2014; Yamamoto et al., 2014;
Yano et al., 2012). En lo que se refiere a especies de peces ZZ/ZW existe menos informacion sobre
los genes determinantes del sexo que en los sistemas XX/XY. En el caso del lenguado chino, el
dmrtl presente en los machos (ZZ) fue propuesto como gen determinante del sexo de la especie
(Chen et al 2014). En un trabajo posterior la delecion del dmrtl en un macho genético condujo a una
gbonada de estructura femenina (lamelas ovigeras) en cuyo interior se detuvo la espermatogénesis
(Cui et al 2017). Sin embargo, no se observo la inversion del sexo como era esperado, de modo que
el dmrtl es un factor importante para la estructuracion testicular y la manutencion de la
espermatogénesis, pero no se trata del gen que determina el sexo. En otras especies del género
Seriola poseen sistema ZZ/ZW se identifico un SNP en la enzima de la esteroidogénesis hsdl7b1
ligado al sexo femenino. Esta enzima es responsable de la produccion de estrogenos en hembras
como ya introdujimos en el Capitulo 3a. E1 SNP de la Asd7b1 presente en la hembra permite la
produccion normal de estrogenos durante el desarrollo, mientras que el SNP presente en el macho

genera una disrupcion de la sintesis de la enzima y por lo tanto inhibe la produccion de estrogenos
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en los machos (Koyama et al., 2019). Este es el tnico caso de un gen ligado al sexo femenino, y por
lo tanto al cromosoma W, descubierto hasta el momento en peces.

Los trabajos experimentales realizados hasta el presente apoyan la idea de que los esturiones
presentan un cariotipo heterogamético femenino o sea ZZ/ZW (Flynn et al., 2006; Fopp-Bayat,
2010; Omoto et al., 2005; Saber & Hallajian, 2014; Van Eenennaam et al., 1999; Van Eenennaam,
1997). A su vez las proporciones de sexo en cohortes observadas tanto en acuicultura como en la
naturaleza que no se desvian de 1:1 (Lasalle et al., 2024, Capitulo 3a,b presente tesis; Sanfilippo et
al., 2022) apoyan la idea de una determinacion originada por la accidon de un unico factor genético
(monofactorial). Esta idea se ha visto sostenida mas recientemente por el descubrimiento de un
marcador del sexo femenino en todos los esturiones ensayados del género Acipenser (Kuhl et al.,
2021). Nuestra hipotesis es que los esturiones usan el sistema de determinacion sexual de tipo
Z7/ZW y que existe un gen determinante femenino que se expresa muy tempranamente en el
desarrollo gonadal de esturiones, como ocurre con la mayoria de los genes determinantes
masculinos. Si bien la 4sd17b1 es considerada como gen determinante del sexo femenino en Seriola
en el caso del esturion siberiano existe una activacion muy temprana en las hembras, junto a una
fuerte represion en machos (Lasalle et al 2024, Capitulo 3a) cuya regulacion no es conocida aun. No
podemos sostener la idea de que se trate del gen maestro que controla la determinacidon porque se
encuentra tanto en el genoma femenino como en el masculino, no habiendo un cromosoma sexual
al cual esté ligada, pero pensamos que puede estar controlada sea por el gen determinante del sexo,
sea por ARNSs no codificantes, con la capacidad de actuar como reguladores de la transcripcion del
gen. Nuestra hipdtesis es que ese gen determinante sexual no ha sido identificado ni en esturiones,
ni en otros peces, y esto se sustenta por la baja conservacion de los genes determinantes del sexo en

peces y por la ausencia de identificacion de genes ligados al sexo en peces ZZ/ZW.
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Para verificar nuestra hipotesis utilizaremos la transcriptomica, enfocada en el periodo mas
temprano conocido hasta el momento de la ventana de diferenciacion molecular del sexo (2,5 meses
de edad) (Lasalle et al., 2024 (presente tesis Capitulo 3a)) y en animales sexados genéticamente.
Asi, se buscara identificar que genes se vinculan con la via de diferenciacion del sexo femenino, y
definir si dentro de los genes encontrados puede haber un candidato concreto a actuar como un gen
determinante del sexo. Los genes de la via masculina son un sub-producto de este trabajo y no seran

analizados en profundidad en esta Tesis.

Materiales y métodos.
Animales experimentales

Los animales experimentales fueron provistos por la planta de acuicultura Estuario del Plata,
ubicada en San Gregorio de Polanco, Departamento de Tacuarembd, Uruguay.

Los individuos de dos meses de edad fueron trasladados a las instalaciones del Laboratorio
de Fisiologia de la Reproduccion y Ecologia de Peces, donde fueron mantenidos durante dos
semanas, en un tanque de 500 1 con un recambio de 50% de agua y alimentacion al 2% del peso
corporal diarios. Los peces fueron mantenidos con el fotoperiodo y la variacion de temperatura
natural siendo el rango de temperatura del periodo de entre 15 y 20 °C. Al cumplir los 2,5 meses de
vida fueron sacrificados siguiendo el protocolo avalado por la Comision Honoraria para la
Experimentacion Animal (CHEA expediente n°240012-000023-22) para continuar con los

siguientes pasos experimentales.

Sexado de peces
Previo al sacrificio y durante las dos semanas de aclimatacion, se realizo el sexado de peces.
Para ello se utilizo la técnica de PCR en tiempo final y se amplificé el marcador genético del sexo
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publicado por Kuhl et al. (2021). El primer paso fue realizar la extraccion de ADN genomico
(ADNg), y luego se realizdo la PCR en tiempo final. Para ello se siguieron los protocolos de
extraccion de ADNg y PCR publicadas por Lasalle et al. (2024). Se seleccionaron 18 machos y 18

hembras para realizar la posterior extraccion de ARN.

Extraccion de ARN para NGS de hermanos de la misma cohorte

Debido a que se precisa un ARN de excelente calidad con un RIN > 7, se procedi6 a hacer
la extraccion inmediatamente luego de obtener la gonada de cada pez. Realizar el procedimiento de
esta manera genera los mejores resultados de calidad e integridad del ARN. Para realizar la
extraccion se utilizé el kit comercial “Monarch ARN miniprep” de la empresa New England

Bioloabs, y se siguid el protocolo indicado por el fabricante.

Validacion del estadio molecular de los peces y de la expresion de algunos genes del
transcriptoma gonadal

Previamente a enviar las muestras a su secuenciado de transcriptoma, se confirmo6 que el
proceso de diferenciacion molecular del sexo ya estuviese iniciado, esto se realizd evaluando la
expresion del gen hsd17b1 que es el gen marcador del sexo de la via femenina més temprano
identificado hasta el momento (Lasalle et al., 2024, Capitulo 3a de esta Tesis). Para los estudios de
expresion se extrajo el ARN de 10 muestras, en las cuales se aplico el protocolo de limpieza de
ADNg contaminante, se realizo luego la retrotranscripcion, y el estudio de expresion de la hsd17b1
por qPCR (Lasalle et al., 2024, Capitulo 3a). Con ello se verifico la clara activacion de la hsd17b1
en las hembras a través de estudios estadisticos iguales a los ya descriptos en Lasalle et al. (2024 -

Capitulo 3a). Una vez confirmada a nivel estadistico la activacion de la hsdl17b1 en hembras se
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procedio a extraer el ARN de 8 machos y 8 hembras de la misma cohorte para realizar el estudio de
secuenciado masivo.

Luego de obtenido y analizado el transcriptoma, se eligieron algunos genes claves para los
que se realizaron corridas de qPCR con el fin de verificar si habia coincidencia entre las dos

metodologias en lo referente a los niveles de expresion y su significancia estadistica.

Analisis estadistico de qPCR

El andlisis estadistico de los resultados de qPCR fue evaluado igual que se realizé en Lasalle
et al,, 2024 (ver Capitulo 3a) primero analizando la normalidad (Test de Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianza (Test de Levene para media y mediana) de los datos expresion. Cuando
los datos resultaron normales y homogéneos se analiz6 la existencia de diferencias significativas
entre grupos con el test de Student (T-test). En caso de que el supuesto de normalidad no se
cumpliera se evalu6 la homogeneidad de varianza de medianas, cuando resultd homogénea se realizo
igualmente un test de Student, en el caso de resultar una varianza no homogénea (Levene p-valor <
0,05) se utilizo el test no paramétrico de Mann-Whitney. En cualquiera de los dos casos (Test de
Student o Test de Mann Whitney) un p-valor < 0,05 indico diferencias significativas entre grupos.
Previo a realizar la comparacion en busca de diferencias significativas se aplico sobre cada grupo el
test de Grubbs que permite identificar si existen datos que sean outliers y en caso de que existieran

se eliminaron.

Integridad del ARN y seleccion de individuos para ser secuenciados
La integridad y calidad del ARN de estas 16 muestras fue evaluada por bioanalyzer Agilent
2100, lo que permitid seleccionar el ARN de 6 génadas femeninas y 6 gonadas masculinas para

realizar su secuenciado. Este nimero de individuos de cada grupo experimental (machos y hembras)
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es el requisito para tener un nivel estadistico robusto en lo que refiere a los resultados generados en
un transcriptoma (Klopp, comunicacion personal).

Las integridades obtenidas para las muestras de ARN de machos y hembras fueron
extremadamente buenas, mostrando la efectividad de realizar la extraccion de ARN directamente
desde el tejido fresco, es decir inmediatamente se muestrea el tejido. En todos los casos se obtuvieron

valores de RIN > 8, indicando su alta integridad (Tablal.4).

Tabla 1.4. Valores de RIN (Integridad de ARN) obtenidos del andlisis de Bionalyzer realizados en el Instituto de Investigaciones
Bioldgicas Clemente Estable y en la empresa Macrogen previo a realizar el secuenciado de transcriptoma. El RIN se mide en un rango
de 0 a 10. Un valor de RIN mayor de 7 se considera con una integridad apta para NGS. Un RIN mayor a 8 se considera con una
excelente integridad de ARN.

Nombre de Valor RIN Valor RIN

muestra IIBCE MacroGen
2139 Hembra 9.2 9.3
2140 Hembra 9.5 9.3
2141 Hembra 9.3 9.6
2142 Hembra 9.4 9.2
2143 Hembra 9.4 9.4
2145 Hembra 9.4 9.3
2148 Macho 9.1 9.2
2149 Macho 8.7 8.7
2150 Macho 8.6 8.8
2151 Macho 9.0 9.3
2153 Macho 8.9 8.8
2175 Macho 8.7 8.6
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Secuenciado

Las muestras de ARN de alta calidad de 6 machos y 6 hembras de alta calidad (Tabla 1.4)
fueron enviadas a Macrogen Corea, donde se verificd nuevamente su calidad, y luego se realiz6 el
armado de librerias para el secuenciado del transcriptoma. Las librerias se realizaron mediante el
uso del kit [llumina TruSeq stranded Total RNA library + Ribo-zero, y se realizo el secuenciado en
un equipo NovaSeq6000, el cual genera lecturas de un largo de 100 pb de extremos pareados. Para

este equipo en particular la salida total es de 40 millones lecturas por muestra secuenciada.

Ensamblado del transcriptoma

Los datos brutos del secuenciado fueron ensamblados por el Ing. Christophe Klopp (INRA
de Toulouse, Francia) utilizando como referencia la base del transcriptoma gonadal publicado por
el Laboratorio (Kopp et al., 2020; Vizziano Cantonnet et al., 2018). Para ello se utilizd el mismo
procedimiento publicado en Klopp et al. (2020). A cada contig ensamblado se le asigna un cédigo

propio nombrado como “GICD” y un niimero de identificacion.

Analisis bioinformatico

Los analisis bioinformaticos se realizaron mediante el uso de Rstudio (version 4.3.1), y
mediante su sofware asociado “Bioconductor” en su version 3.18 y los diferentes paquetes que lo
componen. Para realizar los andlisis de expresion diferencial de genes en particular se utilizo el
paquete “edgeR”. De esta forma se realizd la comparacion de analisis diferencial de genes entre
muestras de machos y hembras de 2,5 meses de edad. Se consideraron como significativos aquellos
contigos que mostraron un False Discovery Rate (FDR) < 0,05.

Se realizo ademas el analisis de “Gene Ontology” utilizando el paquete de Bioconductor
“TopGo”. Este andlisis fue llevado adelante utilizando los resultados obtenidos del analisis de
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expresion diferencial de genes mencionado previamente. De esta manera se toman para el analisis
los genes sobre regulados tanto para hembras como para machos y por lo tanto que mostraron un
False Discovery Rate (FDR) < 0,05. De este anélisis se evaluaron las rutas vinculadas con Procesos
Bioloégicos (Biological Process, BP), Componentes celulares (Celular Components, CC), y
Funciones Moleculares (Molecular Function, MF). Se conservaron aquellas vias significativas, es
decir que mostraron un resultado estadistico de Test de Fisher con un p-valor ajustado < 0,05 (ver

MS4.3).

Anotacion de contigos

Una vez realizado el anélisis y obtenidos los contigos diferencialmente expresados en
machos y hembras, se realizo la anotacion de estos verificando su identidad mediante BLAST
(NCBI, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se estudiaron los contigos, y se seleccionaron los
que contaron con un marco de lectura abierto (ORF) que codificase para una proteina funcional.
Para obtener el ORF se uso la herramienta “expasy translate” (https://web.expasy.org/translate/) para
realizar la traduccion de secuencia nucleotidica a aminoacidica y localizar el marco de lectura
correcto para cada uno. Para los contigos seleccionados se estudi6 su identidad a través de blastn
para la secuencia nucleotidica y blastp para la secuencia aminoacidica en la base de datos de NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg).

Una vez obtenida la identidad de los contigos codificantes para una proteina se realiz6 una
revision bibliografica para comprender como podrian estar involucrados y cual podria ser su

accionar en la diferenciacion gonadal femenina o masculina dependiendo del gen.
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Resultados

Estudios de expresion diferencial

Se obtuvieron un total de 91581 secuencias de las cuales s6lo se observaron 62 contigos

activados en forma diferencial en las hembras y 57 en los machos luego de la comparacion de las

muestras de gonadas de futuros 6 machos contra las muestras de génadas de futuras 6 hembras -

ambos sexados genéticamente - aplicando el andlisis de expresion diferencial mediante el paquete

edgeR. Es interesante destacar que el 99,87% de los contigos presentaron iguales niveles de

expresion en los machos y las hembras, y solo el 0,07% (n=62) de los contigos se vieron activados

en las hembras y el 0,06% (n=57) en los machos (Figura 1.4).

UpRegFem

62

(0.07%)

91462
(99.87%)

UpRegMale

57
(0.06%)

Figura 1.4. Diagrama de Venn obtenido de la comparacion de expresion diferencial de genes entre hembras
y machos de 2,5 meses de edad. UpRegFem (azul) representa la cantidad de contigos sobre expresados en
hembras (62); UpRegMale representa la cantidad de genes sobre expresados en machos. La interseccion de
grupos representa la cantidad de contigos no significativos en la comparacion.

Busqueda de contigos con marcos de lectura

Del total de 62 contigos sobre expresados femeninos (Material Suplementario MS4.1),

solamente 32 cuentan con un marco de lectura que codifica para una proteina (Tabla 2.4), de igual
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manera del total de contigos sobre expresados en machos (n=57, Material Suplementario MS4.2)

solo 29 cuentan con un marco de lectura que codifica para una proteina (Tabla 3.4).

Tabla 2.4. Contigos femeninos diferencialmente expresados (DE) que codifican para una proteina.

Cédigo NCBI

GICD01088227.1
GICD01082292.1

GICD01027714.1

GICD01064951.1

GICD01077530.1

GICD01090265.1

GICD01087373.1

GICD01023208.1

GICD01059572.1

GICD01087320.1

GICD01032392.1

GICD01084445.1

GICD01059511.1

GICD01007426.1

GICD01089620.1

GICD01078088.1

GICD01009598.1

Gen
“Symbol”
hsd17b1

chrna7

ier2

diras2

c-fos

cypl19ala

trhr

fox(2
jun-b
tmem271
tonsl
egri
ier2
mhc class |
antigen

aanat

c-fos

Log,FC

3,110912

2,181414

1,514963

2,405916

3,013134

1,958954

1,765854

2,635137

1,821218

1,38849

1,37497

1,144446

1,449407

4,642036

3,078826

2,15909

0,955002

logCPM

0,695855
0,300276

3,580543

3,375973

3,372265

1,182458

2,896552

0,455554

3,827602

0,997371

1,343623

5,036742

0,104438

1,464267

1,685651

0,774713

5,456288

FDR

2,18E-11
9,16E-09

4,24E-07

8,92E-07

8,92E-07

9,17E-07

2,1E-06

1,57E-05

0,000213

0,006129

0,006423

0,007341

0,007341

0,009067

0,009078

0,014769

0,01866

Id Blastn

hsd17b1

neuronal
acetylcholine receptor
subunit alpha-7 like
immediate early
response gene 2
protein-like
GTP-binding protein
Di-Ras2
Protein c-Fos like

aromatase (cyp19a7)

thyrotropin-releasing
hormone receptor-like

forkhead box protein
L2, (fox(2)
transcription factor
JunB-like
transmembrane
protein 271-like mRNA
tonsoku-like protein,
mRNA
early growth response
protein 1-like
immediate early
response gene 2
protein-like
MHC class 1 alpha
antigen
serotonin N-
acetyltransferase-like
protein c-Fos-like,
mRNA
Uncharacterized
protein, mMRNA

ORF / Id Blastp

SI/hsd17b1

Sl / neuronal
acetylcholine receptor
subunit alpha-7 like
Sl /immediate early
response gene 2
protein-like
S|/ GTP-binding
protein Di-Ras2
Sl / proto-oncogene c-
Fos-like
S|/ Aromatase
(cyp19at)

Sl / Thyrotropin-
releasing hormone
receptor
Sl / forkhead box
protein L2 (fox(2)

S|/ transcription factor
JunB isoform X1
Sl /transmembrane
protein 271-like mRNA
S|/ Tonsoku-like
protein
Sl / early growth
response protein 1-like
Sl /immediate early
response gene 2
protein-like
SI/MHC class | alpha
antigen
Sl / serotonin N-
acetyltransferase-like
Sl /proto-oncogene c-
Fos-like isoform X1
Sl / uncharacterized
protein
LOC131735831
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GICD01009655.1 h2 k1 8,197664 0,035446 0,021374 MHC class lachain SI/H-2class|
(Acsi-UBA) histocompatibility
antigen
GICD01001726.1 h4c7 1,067252 9,102207 0,021872 Acipenser ruthenus S| / histone H4-like
genome assembly,
chromosome: 32
GICD01000328.1 ? 1,174873 7,749682 0,025759 histone H2A, mRNA Sl /uncharacterized
protein
LOC121514829
GICD01066315.1 h4c7 0,929594 7,595763 0,030163 Acipenser ruthenus Sl / histone H4-like
genome assembly,
chromosome: 55
GICD01015861.1 asrgl1 1,330658 0,47322 0,032135 L-asparaginase-Llike, Sl / L-asparaginase-
mRNA like
GICD01010688.1 ? 1,528112 2,56403 0,033206 Acipenser ruthenus Sl / hypothetical
genome assembly, protein EOD39_19946
chromosome: 51
GICD01073114.1 h2ac11 1,35344 4,12034 0,038297 histone H2A, mRNA S|/ H2A protein
GICD01030746.1 h2ac 0,808082 8,296956 0,04469 Acipenser ruthenus Sl / histone H2A-like
genome assembly,
chromosome: 20
GICD01066742.1 mpst 0,851523 2,603493 0,046754 mercaptopyruvate SI/3-
sulfurtransferase mercaptopyruvate
(mpst), mRNA sulfurtransferase
GICD01059541.1 rnf227 0,92957 2,729705 0,046754 RING finger protein S|/ RING finger protein
227-like, mMRNA 227
GICD01080907.1 h2ac 1,153934 8,88404 0,046754 Acipenser ruthenus S|/ histone H2A
genome assembly,
chromosome: 32
GICD01089733.1 h2b-3 1,210297 7,82232 0,046754 Acipenser ruthenus Sl / histone H2B 3-like
genome assembly,
chromosome: 56
GICD01074858.1 gsr 0,84345 7,793524 0,047584 small ribosomal Sl / glutathione
subunit protein eS26, reductase,
mRNA mitochondrial
GICD01056685.1 bud13 1,021163 0,853664 0,047584 BUD13 homolog, S|/ BUD13-like protein
mRNA isoform X2
GICD01048597.1 ccl2s 1,112064 3,51511 0,047584 C-C motif chemokine Sl / C-C motif

25-like, transcript
variant X2

chemokine 25-like

Tabla 3.4. Contigos masculinos diferencialmente expresados (DE) que codifican para una proteina.

Cédigo NCBI

GICD01008409.1_
1-1800

Gen
“Symbol”
tbx1

Log,FC

-1,529236

logCPM

1,98446

FDR

1,38E-07

Id Blastn

T-boxtranscription
factor TBX1-like
(Tbx1)

ORF / Id Blastp

SI/TBX1 factor
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GICD01083699.1

GICD01068934.1

GICD01019619.1

GICD01043896.1

GICD01031214.1

GICD01070285.1

GICD01023139.1

GICD01015214.1

GICD01009223.1

GICD01054640.1

GICD01062130.1

GICD01008640.1

GICD01034190.1

GICD01068604.1

plin1 -2,017803
nrxn3 -1,77461
chs2 -3,25223
nrxn3 -1,66058
tbx1 -1,02732
? -3,11816
adgre3 -2,03930
cpal -4,51383
slc9a3 -2,98530
hel.2 -3,23404
fgg -8,39114
cel -5,10286
? -3,87229
slc10a1 -1,24324

-0,53210

1,05826

-1,33629

0,63191

2,19672

1,99767

-1,19883

4,71896

-1,23609

6,50686

-0,86755

4,77801

2,96323

0,40289

3,59E-06

4,69E-05

1,05E-03

1,21E-03

2,78E-03

3,62E-03

4,18E-03

4,86E-03

5,17E-03

5,17E-03

5,82E-03

5,82E-03

5,82E-03

5,95E-03

Perilipin 1 like,
transcript variant
2
Neurexin 3,
variant X39
chitin synthase
Chs-2 like

neurexin-3,
transcript variant
X41, mRNA
T-box
transcription
factor TBX1,
transcript variant
X3, mRNA
Acipenser
ruthenus genome
assembly,
chromosome: 6
Acipenser
ruthenus genome
assembly,
chromosome: 34
carboxypeptidase
A1-like, mRNA

sodium/hydrogen
exchanger 3-like,
transcript variant
X2, mRNA
hatching enzyme
1.2-like
(LOC117432280),
mRNA
fibrinogen gamma
chain (fgg), mRNA
bile salt-activated
lipase-like, mMRNA

Acipenser
ruthenus genome
assembly,
chromosome: 39
solute carrier
family 10 member
1 (slc10a1),
transcript variant
X2, mRNA

Sl / perilipin-1
isoform X1

Sl / neurexin-3
isoform X32
Sl / chitin
synthase Chs-2
like
Sl / neurexin-3
isoform X19

Sl /T-box
transcription
factor TBX1-like
isoform X3

S|/ hypothetical
protein
EGW08_016480

Sl /adhesion G
protein-coupled
receptor E3-like

SI/
carboxypeptidase
Al-like
SI/
sodium/hydrogen
exchanger 3-like
isoform X2
Sl / hatching
enzyme 1.2-like

Sl / Fibrinogen
gamma chain
Sl / bile salt-
activated lipase-
like
Sl / hypothetical
protein
AOXY_G3965

Sl / hepatic

sodium/bile acid
cotransporter
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GICD01059159.1

GICD01086977.1

GICD01071611.1

GICD01022527.1

GICD01065547.1

GICD01006691.1

GICD01000206.1

GICD01030534.1

GICD01077289.1

GICD01069196.1

GICD01057816.1

GICD01034736.1

GICD01083671.1

GICD01021264.1

dfp3

prss3

ky

cpal

mmp9

casr

prss1

rhag

Pnliprp1

cyplatl

cel

ilést

zfn252p

-2,746514

-6,548083

-1,276433

-4,91630

-2,40263

-3,30382

-4,67645

-2,12539

-1,51865

-3,77229

-1,68617

-4,22954

-1,70025

-1,17407

-0,81136

6,91982

1,36109

2,90762

4,32353

-1,86074

3,00122

1,00018

1,54606

3,91363

3,61069

1,73639

1,41466

0,44895

6,35E-03

6,41E-03

7,71E-03

1,49E-02

1,49E-02

1,68E-02

1,69E-02

1,69E-02

1,69E-02

1,94E-02

4,51E-02

4,68E-02

4,73E-02

4,77E-02

putative defense
protein 3, mRNA
trypsin-3-Llike,
mRNA
kyphoscoliosis
peptidase, mMRNA
carboxypeptidase
A1-like, transcript
variant X2, mRNA
matrix
metalloproteinase
-9-like, mRNA
extracellular
calcium-sensing
receptor-like,
mRNA
serine protease 1-
like, MRNA
Acipenser
ruthenus genome
assembly,
chromosome: 42
ammonium
transporter Rh
type A-like, mRNA

inactive
pancreatic lipase-
related protein 1-
like, mMRNA
cytochrome P450
1A1, mRNA
bile salt-activated
lipase-Llike
(LOC117396792),
mRNA
interleukin-6
receptor subunit
beta-like,
transcript variant
X3, mRNA
Acipenser
ruthenus genome
assembly,
chromosome: 40

Sl / putative
defense protein 3
Sl / trypsin-3-like

Sl / Kyphoscoliosis
peptidase
Sl/
carboxypeptidase
A1-like isoform X1
Sl / matrix
metalloproteinase
-9-like
Sl / extracellular
calcium-sensing
receptor-like

Sl / serine
protease 1-like
Sl / hypothetical
protein
HHUSO_G4208

SI/ammonium
transporter Rh
type A-like [Huso
huso]

Sl /inactive
pancreatic lipase-
related protein 1-
like
Sl / cytochrome
P450 1A1
Sl / bile-salt
activated lipase

Sl /interleukin-6
receptor subunit
beta-like

Sl / zinc finger
protein 252-like
isoform X2
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Al observar la lista de genes sobre expresados en hembras (Tabla 2.4) que cuentan con un
ORF codificante para una proteina, vemos que en los primeros ocho genes ordenados de menor a
mayor FDR o sea desde el mas significativo al menos significativo, el primero de la lista, es la
hsd17b1 (FDR = 2,18E!") con un factor de cambio (o “fold change” en inglés) expresado en
logaritmo en base 2 (Log2FC) de 3,11. Esto quiere decir que la expresion encontrada en las hembras
es 8,6 veces mayor que la encontrada en los machos. En el puesto 6 de esta lista se encuentra la
cypl9ala (FDR=9,17E"; LogFC=1,96) y en el 8 se encuentra fox/2 (FDR=1,57E%;
Log>FC=2,63). Esto muestra que los genes relacionados con la produccion de estrogenos que se
habian detectado previamente como genes femeninos (Lasalle et al. 2024, Capitulo 3a) se encuentran
en los primeros lugares a nivel de significancia estadistica, en la lista de genes activados de las
gonadas femeninas validando este transcriptoma gonadal y permitiendo considerar como validos al
resto de los genes activados en los futuros ovarios de animales completamente indiferenciados de
2,5 meses de edad.

Respecto de los genes femeninos para el esturion siberiano aparecen entre la 4sd7b1 (puesto
1)y la cypl9al (puesto 6) diversos genes novedosos relacionados entonces con la via femenina de
esta especie, como: el chrna7 (del inglés neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-7 like), la
ier2 (del inglés: immediate early response gene 2 protein-like), el diras2 (del inglés: GTP-binding
protein Di-Ras2)y los factores de transcripcion c-fos (del inglés: proto-oncogene c-Fos-like) (Tabla
2.4). Entre la cypl9al (puesto 6) y el foxI2 (puesto 8), se encuentra el receptor para la hormona
liberadora de tirotropina (trh-r). Por debajo del fox/2, se observan genes como el factor de
transcripcion jun-b (del ingés: JunB proto-oncogene) (puesto 9), el factor de transcripcion egrl (del
inglés, early growth response 1) (puesto 12), una segunda forma de ier2 (puesto 13), la aanat que
codifica para la enzima serotonin N-acetyltransferasa, clave en la via de produccion de melatonina

(puesto 15), y una segunda forma de c-fos (puesto 16) (Tabla 2.4). Por el lado de los machos, lo mas
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destacado entre esos 30 genes que codifican para proteinas, es que en el primer lugar del analisis de
expresion diferencial aparece activado el gen tbx/ (del inglés, T-Box transcription factor 1).
Ademas, se observan a plin 1 (del inglés, perilipin-1 isoform X1), dos formas de nrxn3 (del inglés,
la neurexin-3 isoform X32) la chs2 (del inglés,chitin synthase) y otra variante del tbxI (del inglés,

T-box transcription factor TBX1-like isoform X3) (Tabla 3.4).

Representacion de los resultados obtenidos del estudio de expresion diferencial mediante un
diagrama de volcan

La representacion de resultados en un diagrama de volcan nos permite visualizar de mejor
manera los genes activados significativamente (p<0.05). En verde se observan los genes activados
en hembras, en rojo los activados en machos y en gris los que se encuentran en igual nivel de
expresion en machos y hembras (Figura 2.4). Esta forma de representacion grafica de los resultados
muestra claramente que los genes que estaban en los primeros lugares del andlisis de expresion
diferencial son los que se destacan como mas altos en el eje de las ordenadas, para cada grupo
experimental (hembras en verde, machos en rojo). Se sefialan en particular en el grafico mediante
un circulo, Asd17b1 en las hembras y thx/ en los machos por ser cada uno el gen con expresion

diferencial mas significativa en cada grupo.
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Figura 2.4. Diagrama de volcdn del andlisis diferencial de genes obtenidos de la comparacion hembras vs machos a los 2,5 meses de edad.
En gris genes no significativos (FDR > 0,05 y Log,FC < 1). En amarillo genes sobre expresados en hembras con Log,FC >1y FDR < 0,05y en
verde genes sobre expresados en machos con Log,FC > 1y FDR < 0,05. Los primeros 20 genes sobre expresados y ordenados de menor a
mayor FDR se identificaron con su nombre en caso de codificar una proteina o con el GICD correspondiente.

Representacion de los resultados obtenidos del estudio de expresion diferencial mediante un
heatmap

El heatmap graficado en la Figura 3.4 permite ver para cada una de las muestras el nivel de
expresion para los 20 primeros contigos mas significativos del global de contigos de machos y
hembras. Esta forma de representacion grafica establece grupos o clusters de contigos que presentan
expresiones similares. Algunos contigos codifican para proteinas y otros corresponden a secuencias
de ARN no codificante como iremos detallando. Dado que se seleccionaron los primeros 20 contigos
mas significativamente diferentes entre machos y hembras el heatmap se resolvio con una separacion

por un lado las muestras de machos y por otro las muestras de hembras como puede verse en la parte
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superior del eje X (Figura 3.4), indicando en el global del patron de expresion de todos los genes la
cohesion de cada uno de los sexos.

A su vez se observan agrupamientos basados en la similaridad de los patrones de expresion,
que se pueden visualizar a la izquierda, en el eje de las Y para los distintos genes y contigos (ARN
no codificante). Asi en el eje de las ordenadas se observan cuatro grandes grupos (Figura 3.4). En el
primer grupo (Grupo 1 o G1) se observa una activacion (marcada en naranja oscuro) en las muestras
de hembras, de los genes jun-b, ier2, c-fos, di-ras2, trh-r, codificantes para proteinas. En este grupo
se encuentran activados ademads una serie de contigos de ARN no codificante pero cuya secuencia
tiene una identidad significativa con una parte de la secuencia nucleotidica de genes observados en
el estudio realizado por Blastn en NCBI (Tabla MS 4.1). Ellos son el GICD01032226.1, que codifica
para una parte del trh-r (thyrotropin-releasing hormone receptor-like); el GICD01061659.1 que no
tiene homologia con ningun gen reportado en NCBI; el GICD01057103.1 que tiene homologia con
una parte de la di-ras2 (GTP-binding protein Di-Ras2)y el GICD01064885.1 que tiene homologia
con una parte de la trh-r (thyrotropin-releasing hormone receptor-like). En resumen, estos contigos
estan expresando una activacion de partes de los genes di-ras2 y trh-r, que mas arriba vimos que
son genes que codifican para proteinas y estan activados en hembras.

En un segundo grupo (Grupo 2 o G2) se encuentran tanto genes masculinos (tbx1, nrxn3)
sobre expresados en las muestras de futuros testiculos, asi como genes y contigos activados en las
muestras de las hembras. Algunos de ellos son los ya conocidos genes femeninos (hsd17bl,
cypl9ala, foxI2) que se ven activados junto al nAchR (o chrna7)y aun contigo (GICD01034201.1)
que se identifica con una parte no codificante del gen jun-b. Cabe recordar que el gen de la proteina
jun-B se encuentra en el Grupo 1 y activado en las hembras.

Un tercer grupo (Grupo 3 o G3) estd constituido por dos genes masculinos plinl (perilipini9)

y chs2 (chitin synthase Chs-2 like) que se activan en las muestras de futuros testiculos.
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En el Grupo 4 (G4) se observan dos contigos no codificantes para proteinas pero que tienen

homologia de secuencia con una parte de la secuencia nucleotidica del gen asap2 o Arf GAP with

NH3 domaine ANk repeat and pH domain containing protein like 2 (contigo GICD01061815.1) y

con la secuencia de di-ras2 o GTP-binding protein Di-Ras2 (contigo GICD01029690.1) (Tabla MS

4.1). Es de destacar que la di-ras2 es un gen que se encuentra expresado en futuras gonadas

femeninas (ver Grupo 1).

Otra cosa que interesa resaltar es que los genes activados en hembras que participan en la

produccion de estrogenos (hsd17b1, cypl9al, foxI2) se agrupan en un Unico cluster (Grupo 2) y se

separan claramente del Grupo 1 donde se encuentran otros factores de transcripcion y receptores

femeninos (jun-b, c-fos, ier2, di-ras2y trh-r).
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Figura 3.4. Heatmap representando los 20 genes diferencialmente expresados. Los colores indican el nivel de expresion (Log:FC) con su valor
indicado en cada caso. A la derecha en el eje de las Y se observan los genes estudiados, y en el eje de las X las muestras que representan machos

(Mal) y hembras (Fem).

124



La comparacién estadistica de los genes y contigos de expresion femenina del Grupo 1
(hsd17b1, cypl9al, foxi2, chrna7, GICD01034201.1) con los femeninos del Grupo 2 (jun-b, c-fos,
ier2, di-ras2, trh-r, GICD01064885.1, GICD01061659.1, GICD01057103.1, GICD01032226.1)
mostrd que existen diferencias significativas de expresion entre los dos grupos (Shapiro Wilks
pvalor = 0,09; Levene p-valor = 0,02; Mann Whitney p-valor = 0,005), observandose una mayor
expresion en el Grupol.

Esta forma de expresion confirma la presencia temprana de genes femeninos y genes
masculinos activados en gonadas completamente indiferenciadas de la especie, mas all4 de los tres

genes clasicos que habiamos identificado previamente en el Capitulo 3a (Lasalle et al., 2024).

Validacion de tendencias de algunos genes por qPCR

Algunos de los genes diferencialmente expresados en el transcriptoma fueron evaluados por
qPCR. La expresion de hsd17b1, foxI2 y cypl9al mostrd los mismos resultados que indicd nuestro
transcriptoma, siendo los tres genes activados en las gonadas de futuras hembras a los 2,5 meses de
edad. hsd17b1 (T-test p-valor = 0,0013), fox/2 (Mann Whitney Test p-valor = 0,0052) y cyp19al
(T-test p-valor = 0,029) al igual que lo mostrd el transcriptoma. jun-b no mostrd diferencias
significativas entre machos y hembras (T-test p-valor = 0,30) resultado distinto a lo que mostro el
transcriptoma y que se discute mas adelante. La expresion thx! variante 3 también fue evaluada y
mostro diferencias significativas con una sobreexpresion masculina (Shapiro-Wilk p-valor = 0,023;
Levene para mediana p-valor = 0,028, Mann Whitney p-valor = 0,021). (Figura 4.4).

(Figura 4.4). Los resultados estadisticos detallados se muestran en la tabla 4.4.
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Tabla 4.4. Resultados de los test estadisticos aplicados a los grupos evaluados por qgPCR.

Gen Grubbs Normalidad Homogeneidad  Student/ Mann Diferencias
(Outliers) (Shapiro-Wilk) de varianza Whitney significativas
(Levene) entre machos y
hembras
hsd17b1 Sin outliers No normal Homogénea (p- T-test (p-valor = Si
(p-valor > 0,05) (p-valor = 0,0021) = valor de Levene 0,0013)
=0,07)
foxI2 Sin outliers No normal No homogénea Mann Whitney Si
(p-valor > 0,05) (p-valor = 0,0035) (p-valor = Test (p-valor =
0,0005) 0,0052)
cypl9al Un outlier No norrmal Homogénea (p- T-test Si
(p-valor < 0,05) (p-valor=0,02) valor = 0,053) (p-valor = 0,029)
jun-b Un outlier No norrmal Homogénea (p- T-test No
(p-valor < 0,05) (p-valor = 0,0033) valor = 0,12) (p-valor = 0,30)
thbx1 Sin outliers No norrmal No homogénea Mann Whitney Si
variante 3 = (p-valor > 0,05) (p-valor =0,023)  p-valor =0,028 Test
(p-valor = 0,021)
hsd17b1 foxl2 cyp19a1
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Figura 4.4. Niveles de expresion de hembras y machos de 2,5 meses de edad evaluados por gPCR. Las muestras provienen de la
misma cohorte que la utilizada para el estudio de transcriptomica. Se evaluaron 6 genes para validar los resultados; cuatro femeninos
(hsd17b1, foxl2, cyp19al, jun-b) y el masculino (tbx1 variante 3). El * indica diferencias significativas entre grupos (p-valor < 0,05
para el test de Student o test de Mann Whitney segun se haya aplicado en cada caso)
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Gene Ontology

El andlisis de Gene Ontology realizado sobre la totalidad de genes sobre expresados en
machos y en hembras dio como resultado una mayor cantidad de procesos bioldgicos (BP)
enriquecidos en ambos casos en comparacion con los componentes celulares (CC) y las funciones
moleculares (MF). En total las hembras tuvieron 186 términos GO relacionados con diferentes
procesos biologicos que resultaron significativamente enriquecidos (p-valor < 0,05) mientras que
los términos GO enriquecidos significativamente (p-valor < 0,05) en machos fueron 256. En el caso
de los términos GO asociados con componentes celulares Unicamente 3 términos resultaron
significativamente enriquecidos para las hembras y 7 para los machos (p-valor < 0,05), y en cuanto
a las funciones moleculares hubo un total de 6 términos GO significativamente enriquecidos en
hembras y 23 en machos (p-valor < 0,05) (MS 4.3 y 4.4). Para las hembras algunos de los términos
GO que se observan refieren a procesos biologicos relacionados directamente con: “secrecion
hormonal”, “produccion de estrégenos” y “produccion de testosterona”, “secrecion de FSH y LH”,
y también “respuesta a la secrecion de FSH”, “determinacion del sexo en hembras™ y “determinacion
del sexo de células somaticas femeninas” entre otros. Entre los GO de componentes celulares
aparecen como destacados el “complejo AP-1” como factor de transcripcion y “complejos de union
proteina-ADN”. Finalmente, en la categoria funcion molecular encontramos varios GO vinculados
con la actividad de “transcripcion de genes”. En machos sin embargo los términos GO no tienen una
vinculacidon tan directa como se percibe en hembras con lo que se espera de un proceso de
diferenciacion del sexo, y lo mas relevante que se encuentra son términos GO de procesos biologicos
generales relacionados con “procesos de produccion de hormonas”, “regulacion de niveles
hormonales”, “procesos de produccion de esteroides”, y varios GO asociados a la “produccion y

respuesta al 4cido retinoico”. Los primeros 20 términos GO enriquecidos significativamente de
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hembras y machos para cada categoria se seleccionaron y se pueden ver en las graficas de términos

GO (Figura 5.4y 6.4)
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Figura 5.4. Resultados de términos GO significativos en hembras. Se observan términos GO relacionados con Procesos Bioldgicos
(BP (rosa)), Componentes Celulares (CC (verde)), y Funcion Molecular (MF (celeste)).
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Top significant Go Terms
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Figura 6.4. Resultados de términos GO significativos en machos. Se observan términos GO relacionados con Procesos Bioldgicos (BP
(rosa)), Componentes Celulares (CC (verde)), y Funcion Molecular (MF(celeste)).

Para ambos andlisis graficos (Figura 5.4 y 6.4) se observa que, en el estadio de desarrollo
evaluado, los términos relacionados con Procesos Biologicos y Componentes Celulares son los

mas enriquecidos apareciendo finalmente las Funciones Moleculares.
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Discusion

Los resultados presentados en este trabajo son los primeros realizados a partir de la técnica
de transcriptomica en gonadas de individuos de esturiones sexados de 2,5 meses de edad que se
encuentran completamente indiferenciados y en el inicio de la diferenciaciéon molecular del sexo
(Vizziano-Cantonnet et al., 2016; Lasalle et al., 2024). Esta aproximacién permite observar la
complejidad del proceso en un momento puntual y muy temprano del desarrollo gonadal en lo que
se refiere a la expresion de los genes que lo conducen y amplia la vision previa que teniamos de esta
etapa (Lasalle et al., 2021, 2024, Capitulo 3a,b). La comparacion entre hembras y machos mediante
el estudio de expresion diferencial muestra que el 99,87% del total de los contigos ensamblados
tienen una expresion similar en los dos sexos. Esto posiblemente implique que buena parte de estos
genes sean esenciales para sostener la sobrevida y la multiplicacion celular de la gonada como ocurre
en mamiferos (Brennan & Capel, 2004). El hecho de que solamente el 0,07% de los genes estén
activados en gonadas de futuras hembras y el 0,06% en génadas de futuros machos, estaria indicando
que a los 2,5 meses de edad los esturiones se encuentran en el inicio del periodo de diferenciacion

molecular del sexo a nivel gonadal y que solo un pequefio grupo de genes se encuentran activados.

Validacion del transcriptoma gonadal de animales de 2,5 meses de edad

El hecho de que los genes previamente confirmados como genes femeninos usando animales
sexados genéticamente (cypl9al, foxI2, hsd17b1, Lasalle et al., 2024) se hayan posicionado en este
transcriptoma entre los primeros ocho genes de mayor significancia estadistica luego del analisis de
expresion diferencial valida este transcriptoma gonadal. A ello se suma que la qPCR aplicada en
gonadas de individuos hermanos de los usados para realizar el transcriptoma mostr6 una activacion
de tres genes claves de la produccion de estrogenos como lo son la cypl9al, el foxI2 y la hsd17b1.
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Es de destacar que la qPCR tiene mucho mayor cantidad de pasos técnicos que inducen variabilidad
en los resultados respecto de las técnicas de secuenciado masivo. Tanto los resultados del
transcriptoma como los de la qPCR de este trabajo avalan los resultados previos que se obtuvieron
primero sin marcador del sexo (Vizziano-Cantonnet et al., 2018, Lasalle et al., 2021) y luego con
marcador del sexo (Lasalle et al., 2024, Capitulo 3a,b). A su vez se presentan en esta tesis resultados
aun no publicados que demuestran claramente que los estrégenos regulan especificamente y en todas
las circunstancias experimentales al fox/2 en esturiones (Capitulo 3b). Este es un gen clave en las
distintas etapas del desarrollo ovarico de los vertebrados (Bertho et al., 2016; Brennan & Capel
2004; Nagahama et al 2021) y en particular en la diferenciacion sexual de peces (Piferrer & Guiguen
2008; Yamamoto & Luckenbach 2023). A su vez la importancia fundamental de los estrogenos, en
particular del estradiol-17f fue confirmada recientemente en esturiones usando tratamientos de largo
plazo que indujeron la transdiferenciacion de machos genéticos hacia hembras fenotipicas
(Vizziano-Cantonnet et al., 2025). Esto marca claramente que el esturion al igual que la enorme
mayoria de los teledsteos se diferencia la gobnada femenina mediada por estrégenos, apoyando el
postulado de Yamamoto (1969).

Teniendo en cuenta este analisis y en base los tres genes fundamentales de la produccion de
estrogenos (cypl9al, foxI2, hsd17b1) podemos inferir que los demds genes activados en hembras y

machos juegan un papel importante en el desarrollo temprano.

Analisis de los nuevos participantes potenciales en la diferenciacion sexual de esturiones
Durante el analisis de este transcriptoma gonadal han surgido nuevos genes activados en el

periodo temprano de diferenciacion molecular del sexo. El heatmap realizado muestra cuatro grupos

o clusters de secuencias conformados segiin su similaridad de expresion. El nivel similar de

expresion dentro de cada grupo nos hace hipotetizar que por lo menos en algunos grupos puede
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existir un accionar conjunto de los genes, como lo hacen por ejemplo los genes de involucrados en
la produccion y regulacion de estrogenos (hsd17b1, cypl9al, foxl2) que se agrupan en un solo
cluster (Grupo 2). En el Grupo 1 se encuentra otro conjunto de genes sobre-expresados en las
gbénadas femeninas como jun-b, c-fos, ier2, di-ras2, trh-r que posiblemente estén regulando algunas
funciones comunes entre si. Analizaremos esta posibilidad mas adelante en la discusion.

Una de las preguntas que surge es quién regula los genes dentro de un grupo para que los
niveles de expresion se mantengan parejos. Se trata del azar o existe un control comun para cada
uno de estos grupos. Analizaremos ahora una posible regulaciéon del Grupo 1 por parte de los
estrogenos producidos por el Grupo 2. En el Grupo 1 existen por lo menos dos genes de respuesta
inmediata (c-fos y jun-b) que forman parte de la familia de los llamados protooncogenes que son
estimulados por los estrogenos (Webb et al., 1993; Fujimoto et al., 1996). A su vez los genes de
respuesta inmediata se expresan y son regulados por los esteroides sexuales en diferentes tejidos
reproductivos (Murphy et al., 1987; Fink et al., 1988) y se consideran excelentes marcadores de la
accion e interaccion de los esteroides debido a que reaccionan tempranamente en todos los tejidos
que poseen receptores de hormonas esteroideas y muchos de ellos regulan a su vez genes mas tardios
(Landers & Spelsberg, 1992; Spelsberg et al., 1992). Sin embargo, en la literatura no se reporta que
los estrogenos regulen al gen de respuesta inmediata (ier2) observado en este grupo. Es de destacar
que los diferentes tipos de ER conocidos se encuentran expresados y presentes en las etapas
tempranas del desarrollo gonadal del esturién siberiano ya a los 2,5 meses de edad (Vizziano-
Cantonnet et al., 2018, Klopp et al., 2020).

Respecto del di-ras2 si bien en la literatura no se encuentran evidencias de una regulacion
de este supresor de tumores por parte de los estrogenos, se ha visto que en la sefializacion que
controla el crecimiento y la sobrevida celular, donde intervienen el AMPc, la protein kinasa A (PKA)

y la fosfatidil inositol 3 kinasa PI3K, existe una conexion entre la via que activa la PI3K por parte
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de los estrégenos y sus receptores y la via de los receptores de proteina G. De hecho, existe una
union fisica entre el RAS, el receptor de estrogenos y la AMPc-PKA. Esto da sostén a la hipotesis
de una relacion, tal vez indirecta, entre el di-ras2 y los estrégenos (Malaney & Daly, 2001).

El ultimo gen de este Grupo 1 del heatmap, es el receptor para la hormona liberadora de
tirotropina (¢rh-r). Se sabe desde hace muchos afios que los estrégenos estimulan el nimero de sitios
de union de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) en la hipofisis (De Lean et al., 1977); que
el nimero de receptores de membrana para la TRH en células mamotropicas derivadas de tumores
es aumentado por los estrogenos (Gershengorn et al., 1979); y que el estradiol-178 activa los
receptores de TRH de las células de la hipofisis a nivel del ARN mensajero aumentando la tasa de
transcripcion (Kimura et al., 1994). Partiendo de esta informacion, es muy posible que los receptores
a la TRH (trh-r) que hemos encontrado activados en los ovarios sean sensibles a los estrogenos.

En resumen, se ha visto que los integrantes del Grupo 1 estan directamente controlados por
estrogenos en otros tejidos o situaciones experimentales y en algin caso relacionados en forma
indirecta (i.e. di-ras2) lo cual nos permite emitir la hipotesis de que el Grupo 1 esta regulado en
parte por los estrogenos producidos por el Grupo 2. Esto debera ser demostrado en forma
experimental.

Otra cosa interesante es que el Grupo 1 de genes (jun-b, c-fos, ier2, di-ras2, thrh) presenta
una expresion significativamente mayor que el Grupo 2 (hsd17b1, cypl9al, foxI2, chrna7). Como
estamos viendo una foto de un momento del desarrollo no sabemos si estos genes han sido
estimulados por una produccion de estrogenos previa a los 2,5 meses, o si simplemente estan
reaccionando frente a la produccion de estrégenos promovida por los genes del Grupo 2 en este
mismo momento. Posiblemente, todo este grupo de genes responden rdpido y muy bien frente a los

estrogenos a nivel gonadal.
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Posibles funciones de los genes del Grupo 1 (jun-b, c-fos, ier2, di-ras2, thrh)
Analizaremos estos genes para intentar comprender su funcion en otros tejidos o en las

propias gonadas de vertebrados.

jun-b y c-fos

Como ya mencionamos, entre los genes femeninos nuevos que encontramos, aparecen como
relevantes los protooncogenes jun-b y c-fos, que son los que han sido mejor caracterizados como
genes de respuesta inmediata (Healy et al. 2013; O'Donnell et al., 2012). Su activacién puede ser
inducida en forma rdpida y temporal por una variedad de estimulos que incluyen factores de
crecimiento, citoquinas, promotores de tumores e incluso la radiacion ultravioleta (Healy et al.
2013). FOS juega un papel central en eventos celulares que incluyen la proliferacion, diferenciacion
y sobrevida celular (O'Donnell et al., 2012; Van der Burg et al., 1989). Ellos responden a los
estrogenos como analizamos mas arriba, pero hasta el momento no han sido asociados nunca con
procesos de diferenciacion del sexo a nivel de gonada.

A su vez es conocido que los genes de estas familias, ademas de las acciones que pueden
realizar en forma individual, acttian formando dimeros (Jun-Jun; Jun-Fos) generando un complejo
AP-1 (del inglés, activator protein 1) que actia posteriormente regulando la transcripcion y
expresion de diferentes factores (Ryseck & Bravo 1991), entre ellos se ha demostrado que tiene
capacidad de activar la expresion del gen aromatasa actuando directamente sobre el promotor
(Bulun et al., 2009), esta misma accion se ha demostrado para el jun-b especificamente actuando
también sobre uno de los promotores de la cyp/9al (Chen et al 2011), y por lo tanto aparecen nuevos
circuitos por los cuales estos genes se involucran indirectamente con la regulacion de la formacion
de estrogenos. Es especialmente interesante que algunas de las acciones mas relevantes que se han

encontrado para este complejo sean la accion sobre la proliferacion y diferenciacion celular (Angel
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& Karin 1991, Wagner 2002, Eckert et al., 2013), pero también se ha observado que los genes de la
familia Fos y Jun tiene la capacidad de actuar cada uno en forma independiente sobre estos mismos
procesos (Schlingensiepen al., 1993, Meixner et al., 2010, Van der Burg et al., 1989).

c-Fos en particular, ya ha sido relacionado con procesos de formacion y estructuracion del
ovario en algunas especies como por ejemplo en Drosophila donde tiene accidn tanto sobre células
somaticas como sobre las germinales (Klein et al., 2016). Por otra parte, los genes de la familia Jun
también se han relacionado con procesos de diferenciacion del sexo, aunque hasta el momento
ningtn gen de la familia Jun ha sido mencionado en la literatura de peces en asociacion con la
diferenciacion gonadal, y por lo tanto tampoco en la ovarica. Mas alla de esto, un resultado notable
encontrado, es justamente la accion fundamental del gen Jun en el proceso de diferenciacion del
sexo en pollos. La interferencia sobre este gen mediante herramientas de biologia molecular en
organismos ZW en el periodo de diferenciacion del sexo, inhibe la via femenina y lleva a la aparicion
de caracteristicas morfologicas masculinas en la goénada embrionaria. Bajo la accion del
silenciamiento de este gen, se sobre expresan los genes masculinos clasicos Dmrtl y Sox9, y
reprimen los genes femeninos cléasicos Fox/2, Cypl9al y Esrl, y ademas, se observa un marcado
descenso de los niveles de estrogenos, activandose claramente el desarrollo masculino ante la falta
de expresion de Jun. A su vez, la transgénesis del gen Jun en un individuo ZZ, mostro la formacién
de caracteristicas femeninas (Zhang et al., 2021). Todo esto indica el enorme potencial de los genes
vinculados a las familias de genes Jun y Fos, y muestra que mas alla de que el conocimiento general
que se tiene de ellos aun es relativamente pobre y casi nulo en peces, los antecedentes que cita la
bibliografia son muy contundentes y marcan su importancia en el desarrollo ovarico. Esto es un
punto muy importante para proponer como fundamental un estudio en detalle de los genes jun-b 'y

c-fos que podrian actuar como un eslabon clave en la cadena de la diferenciacion del sexo femenino
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del esturién siberiano, ya sea en formas individuales o en conjunto actuando mediante la formacion

de AP-1.

Immediate early response gene 2 (ier2)

El gen de respuesta temprana inmediata 2 codifica para una proteina de union al ADN que
parece actuar como factor de transcripcion (Takaya et al., 2009). Entre sus acciones, regula la
angiogénesis promueve la motilidad celular (Wu et al., 2015) y las metastasis en algunos tipos de
cancer (Neeb etal., 2011; Xu et al., 2020). No se reporta en la literatura una relacion con el desarrollo
gonadal, la diferenciacion sexual ni relacion con los estrogenos. Tratdndose de un gen de respuesta
inmediata como lo son jun-b y c-fos no se descarta su participacion en los procesos conducidos por

los estrégenos en forma temprana en la gonada del esturion siberiano.

di-ras 2

El di-ras 2 es un miembro de la familia de proteinas similares a Ras de union a GTP (DIRAS)
que pueden funcionar como supresores tumorales en diversos tipos de cancer siendo la pérdida o
disminucién de su expresion critica para el desarrollo del cancer (Xue et al., 2022). Experimentos in
vitro confirmaron que la sobreexpresion de DIRAS2 reducia el crecimiento de células de cancer de
ovario (Sutton et al., 2018) y que funciona como gen supresor de ciertos tumores inhibiendo la
sefializacion Wnt/B-catenina. La via canodnica de sefializacion Wnt/B-catenina desencadena la
expresion de genes que participan en la proliferacion celular, diferenciacion y mantenimiento de
células (Shipitsin et al., 2007; Xu et al., 2020). Por lo tanto, este gen parece actuar por lo menos en
los casos de cancer como un inhibidor de la proliferacion celular. Este gen nunca ha sido reportado
en relacion con el control de la diferenciacion sexual en animales, sin embargo vemos que existe

una relacion e interaccion con genes de la via Wnt que son importantes en la diferenciacion del sexo
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gonadal sobre todo en mamiferos. Nuestra hipotesis es que di-ras 2 controla la proliferacion de algin
tipo celular particular para contener la estimulacion estrogeno-dependiente generada por ejemplo

por factores como jun-b y c-fos.

trh-r

Continuando con el andlisis del Grupo 1 de genes, nuestro transcriptoma ha mostrado la
activacion del trh-r (el receptor de la hormona liberadora de tirotropina) en las gonadas femeninas.
Esto seria coherente con los conocimientos previos en peces y anfibios en los cuales se ha visto un
papel importante del eje tiroideo sobre la diferenciacion gonadal. Por ejemplo, en larvas de Xenopus
laevis la inhibicion cronica de TSHs lleva a la feminizacion, mostrando que para esta especie tienen
un rol en la diferenciacién masculina (Goleman et al., 2002; Hayes, 1997). Ademads, en la mayoria
de los peces donde se han realizado estudios con hormonas tiroideas relacionados con la
diferenciacion del sexo, estas parecen estar asociadas con el desarrollo del sexo masculino (Tovo-
Neto et al., 2018).

En zebrafish se demostr6 que la administracion de hormonas tiroideas durante la
diferenciacion activa la expresion de genes claves de la via masculina como la amh y de los
receptores de androgenos mientras que a su vez inhibe la cyp/9ala y la expresion de los receptores
de estrogenos, llevando la via hacia la masculinizacion (Sharma et al., 2016). En medaka (Oryzias
latipes), se ha demostrado la sobre expresion de los genes vinculados activacion del eje tiroideo en
machos durante la diferenciacion del sexo, y sumado a esto, tratamientos con T3 (Triiodothyronine;
3, 5, 3’-L-triiodothyronine) inducen la masculinizacion de hembras genéticas, y tratamientos con
calor también inducen la masculinizacion activando el eje tiroideo y mediando la producciéon de T3
y la sobre expresion de los genes relacionados. Por tltimo, al inhibir en forma farmacologica las

vias de produccion de hormonas tiroideas, el porcentaje de reversion de hembras hacia machos en
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experimentales de tratamientos con temperatura desciende significativamente respecto al control,
demostrando definitivamente el potente papel que juegan las hormonas tiroideas en la diferenciacion
(Castanieda-Cortés et al., 2023). En la anguila Monopterus albus los tratamientos con inyecciones
de Trh llevan a la estimulacion de la produccion de andrégenos 11-oxigenados, de forma que esto
también muestra su efecto de activacion de la via masculina (Feng et al., 2022). De esta forma
pensamos que la sobreexpresion de #rh-r en ovarios podria estar relacionada con las hormonas
tiroideas y su accion temprana sobre la gonada, pero resulta novedoso su involucramiento en etapas
de diferenciacion gonadal femenina.

Normalmente, el eje regulatorio ocurre entre el hipotdlamo que produce la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) que estimula la produccion de la hormona estimulante de la tiroides
(TSH) por parte de las células de la hipofisis que contienen receptores a la TRH (TRH-R). La TSH
a su vez estimula la tiroides (Frohlich & Wahl, 2019; Schally, 1978; Sower et al., 2009). De modo
que habria dos formas en las cuales las gonadas femeninas del esturion siberiano puedan tener
relacion con las hormonas del eje tiroideo: a) a través de una produccion local gonadal de la hormona
liberadora de tirotopina que interactuase con los receptores presentes en la propia gonada como ha
sido reportado en testiculos y ovarios de varios grupos incluidos los peces, donde existe la presencia
de Trh-r y Trh (Feng et al., 2022; Fukusumi et al 1995; Rao et al., 1997; Satoh et al., 1994); b) a
través de una accion directa via sanguinea de la hormona hipotalamica (TRH). Con el fin de
comprender si las gonadas de esturidn son capaces de expresar la trh investigamos nuestros
transcriptomas tisular y gonadal (Klopp et al., 2020 a, b) para confirmar que la 7/ se encuentra muy
expresada en el cerebro del esturion como esperado, pero no en las gonadas indiferenciadas ni ya
diferenciadas e inmaduras de machos y hembras. Queda planteada la pregunta de si hay una 4
circulante proveniente del sistema nervioso central con la capacidad de actuar sobre los trh-r de las

gbonadas de 2,5 meses al inicio de la diferenciacion sexual. Es de destacar que hasta los 18 meses de
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edad no existe expresion génica de 4 en gonadas de machos y hembras del esturion siberiano
(Vizziano-Cantonnet et al., 2018; Klopp et al., 2020 a, b).

En cuanto al efecto de la TRH, ella acta sobre los tirotrofos de la hipofisis, pero no regula
el nimero de estos tipos celulares, sino que es absolutamente necesaria para la sintesis de TSH
(Nikrodhanond et al., 2005). A su vez la TSH se encuentra expresada en hip6fisis de los esturiones
siberianos, pero no en las génadas de individuos indiferenciados ni en inmaduros (Vizziano-
Cantonnet et al 2018; Klopp et al 2020 a, b). Por lo tanto, no queda claro que en el contexto de la
gbénada femenina en diferenciacion del esturion siberiano estemos frente a una regulacion de una
produccion local de TSH, sino tal vez de la produccion de otra hormona que no sea la TSH y cuyo
efecto esté canalizado a través de los receptores a la TRH a nivel local.

En resumen, en este Grupo 1 se identifican relacionados con: la proliferacion y
diferenciacion celular (jun-b, c-fos), la promocion de metastasis (ier2) en algunos tipos de cancer;
la supresion tumoral en algunos tipos de cancer (di-ras 2). Ellos parecen estar asociados a la
proliferacion celular por efecto de los estrogenos y al control de esta proliferacion por factores anti-
proliferativos. Esto resulta importante pensando en que el proceso de diferenciacion del sexo esta
fuertemente vinculado con la diferenciacion de diferentes tipos celulares y su proliferacion, sobre
todo en la diferenciacion temprana del ovario en peces (Baroiller et al., 2009). Por ultimo, tenemos
a la trh-r, asociada a la via de produccion de hormonas tiroideas y como ya hemos visto estas estan

intimamente ligadas a procesos de diferenciacion del sexo jugando un rol muy importante.

Genes que se encuentran fuera del heatmap

Ahora se analizaran los genes que se encuentran fuera del heatmap (Figura 3.4) pero dentro

de los activados en las hembras (Tabla 2.4). En particular hemos elegido el early growth response
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gene [ (egr-1) y la serotonina N acetil transferasa (aanat) que ocupan los puestos 12 y 15 de la

Tabla 2.4, respectivamente.

early growth response gene 1

El egr-1 es otro miembro de la familia de genes tempranos inmediatos que codifica para una
fosfoproteina nuclear, también conocida como Krox24 (Kukushkin et al., 2005). Este gen tiene
dominios de unién al ADN y de no unién al ADN (Bahrami et al., 2016), tiene la capacidad de actuar
como un factor de transcripcion (Gashler & Sukhatme 1995; Pagel & Deindl 2011) y participa en la
regulacion del crecimiento y la diferenciacion celular en respuesta a sefiales como factores
mitogenos, factores de crecimiento y estimulos de estrés (Bae et al., 2002; Gashler & Sukhatme
1995; Liu et al., 2001). Ademas, se ha encontrado expresado en células somaticas de testiculos y
ovarios y se ha confirmado que es estimulado por la accion de los estrogenos (Kim et al., 2014; Kim
et al., 2018) ademés de vincularse con procesos de diferenciacion y proliferacion celular (Punetha
et al., 2021; Xu et al., 2022), posicionandolo como un gen que puede cumplir un papel importante
en la diferenciacion gonadal. Un punto adicional que resulta interesante es por ejemplo que en el
pez Acanthopagrus latus, que tiene una gonada intersexo (ovo-testis) hasta el momento de la
reproduccion cuando la gonada se transdiferencia a ovario completo o testiculo completo, el gen
egr-1 se sobre expresa en la pituitaria de hembras en comparacion con la pituitaria de peces durante
su estadio de ovo-testis (Zhang et al., 2024). Otros estudios recientes en mamiferos muestran que
egr-1 es un factor de transcripcion dependiente del ciclo estral y su sobreexpresion induce cambios
especificos en la plasticidad cerebral y conductual especifica de la hembra (Rocks et al., 2023). La
relacion indicada obviamente no es directa con la diferenciacion ovarica, pero si muestra que egr-/
al menos mantiene un componente femenino a nivel de diferenciacion femenina del sistema nervioso

central.
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serotonina N acetil transferasa

Otro resultado interesante es la sobre expresion del gen codificante para una enzima clave
en la via produccion de la hormona melatonina (serotonina N acetil transferasa) junto con el
enriquecimiento del término GO del proceso metabolico de la melatonina. La melatonina se
encuentra producida principalmente en la glandula pineal y relacionada con procesos reproductivos,
pero también se ha demostrado que puede producirse tanto en testiculos como en ovarios (Itoh et
al., 1999; Tijmes et al., 1996). Estudios realizados en carpas (Cyprinus carpio), muestran que la
transdiferenciacion de hembras genéticas a machos fenotipicos realizada en un periodo temprano de
la diferenciacion molecular del sexo, mediante el uso de inhibidores de aromatasa, se asocia con un
descenso de la concentracion de estradiol en sangre, en conjunto con un descenso de los niveles de
melatonina (Singh & Singh, 2013). Este estudio en particular permite hipotetizar que la melatonina
y los estrogenos podrian actuar en conjunto para llevar adelante la diferenciacioén ovarica en algunas
especies de peces. Ademas de esto algunos estudios indican que en peces la melatonina podria estar
relacionada con la maduracién ovocitaria (Takahashi et al., 2021), aunque estos resultados son
recientes y poco mas se sabe de ello. Esto posiciona a la melatonina como una nueva hormona que
tiene potencial de estar involucrada en el proceso de diferenciacion del sexo del esturion.

Resumiendo, el conjunto de resultados en esta etapa del desarrollo gonadal indica a los
estrogenos como reguladores de la proliferacion y diferenciacion celular a través de genes de
respuesta rapida que pueden conducir a la regulacion de una red génica posterior, y surgen dos tipos
nuevos de hormonas que pueden estar actuando tempranamente como lo son la melatonina y la trh

en combinacidn directa o indirecta con los estrégenos.

De esta manera se intenta comenzar a caracterizar en forma mas detallada algunos de los

posibles pasos iniciales que se dan en el proceso de diferenciacion del sexo femenino en peces
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basales, incorporando genes al armado de un camino hipotético que planteamos como una potencial

via pero que aun esta poco definida (Figura 7.4). Los genes femeninos mencionados anteriormente

son los que la bibliografia vincula con la diferenciacion o procesos relacionados con la formaciéon

ovarica, sin embargo, el resto de los genes encontrados también pueden vincularse a este proceso y

deben ser estudiados en futuros trabajos.

cypi9a IT
—)  cStrona

T l hsdf?bf
testosterona cyp79al

—'-q- estradlol 17B

androstenediona

'-J'

b
\‘ #‘ )
foxl2 .

~

=3
‘--l-—-—

. estrogenos + .

_..-.'

ffrh-r ?

N-acetil transferasa

Proliferacion y
— diferenciacién celular

t

Jmrn-ab c-fos

tlet

Figura 7.4. Potencial regulacion de la via de diferenciacion femenina a los 2,5 meses de edad. Flechas rojas indican sobre
regulacion del gen. Flechas punteadas indican estimulacion positiva. Flecha violeta indica potencial produccion de la hormona
melatonina. Flechas negras finas indican la potencial accion de los genes jun-b, c-fos, egrly la hormona melatonina en procesos

de diferenciacion y proliferacion celular.

En definitiva, postulamos un inicio de la diferenciacion ovarica marcada por la accion de un

gen determinante (el cual desconocemos) que llevara a la activacion de hsd17b1 y luego a de los

otros genes vinculados a la via de produccion de estrogenos (cyp19al y foxl2). Los estrogenos tienen

la capacidad ya definida en diferentes grupos, de estimular varios de los genes antes vistos; jun-B,

c-fos 'y egrl (vinculados con la proliferacion, diferenciacion celular, transcripcion de genes, e incluso
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procesos de diferenciacion sexo especifica a nivel de SNC). jun-b y c-fos pueden actuar juntos
formando el factor de transcripcion AP-1, que tiene capacidad de activar la aromatasa, esta misma
funcion se ha demostrado que la puede cumplir jun-b actuando en forma individual, por lo que hay
varias vias que aparecen como capaces de regular positivamente la produccion de estrogenos en este
ambiente gonadal incipiente y generar un bucle de retroalimentacién positivo, aumentando
rapidamente los niveles estrogénicos en el medio gonadal ovarico. La potencial produccion de
hormonas melatonina y tiroideas también pueden resultar importantes en la diferenciacion, la
melatonina se ha visto vinculada a también a la proliferacion, diferenciacion celular y maduracion
ovocitaria, ademas de procesos reproductivos, por lo que no parece extraiio que pueda cumplir un
papel en la diferenciacion sexual femenina. Las hormonas tiroideas por otra parte resultan una
incognita ya que los antecedentes las marcan involucradas en la diferenciacion testicular y no en la
ovarica, sin embargo, para especies basales no hay datos y podrian estar funcionando en forma
diferente a lo observado en teledsteos y otros grupos.

Otro punto importante que puede estar vinculado a la regulacion de la diferenciacion gonadal
en esta especie es la participacion de ARNs no codificantes. A partir del estudio de expresion
diferencial encontramos contigos sobre expresados en hembras y machos que no codifican para
proteinas sin embargo se necesita de un genoma de referencia para poder evaluar con certeza si se
tratan de ARN no codificantes, por lo tanto, es una tarea que por el momento queda pendiente.
Igualmente, cabe destacar que se ha demostrado en peces que los ARN no codificantes pueden actuar
directamente sobre las histonas en el ADNg, regulando y estimulando la transcripcion o reprimiendo
la misma, es decir mediante una accion epigenética (Piferrer, 2018). Esta es un area que habra que
explorar a futuro ya puede estar actuando para regular tanto la via de diferenciacion femenina como

la masculina.
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Primer avance sobre la diferenciacion testicular

La via temprana de diferenciacion de machos es aun menos conocida. 29 son los genes que
surgen como sobre expresados y codificantes para una proteina. En esta seccion Uinicamente se
nombran y discuten brevemente los dos genes diferencialmente expresados en machos, para lo
cuales se ha encontrado en la bibliografia una funcion asociada especificamente a la diferenciacion

gonadal.

thx1

De ellos, la bibliografia recoge unicamente uno con un antecedente que lo vincula al proceso
de diferenciacion gonadal, y especificamente a la testicular. Lo relevante es que ese gen en particular
es thx1,y aparece primero en la lista masculina de genes diferencialmente expresados siendo el mas
significativo. Esta es la primera vez que se vincula a este gen con la diferenciaciéon masculina del
esturidn, y en peces en general solo ha sido vinculado con diferenciacion testicular en truchas (Yano
et al., 2011). Actualmente este es el gen masculino sobre expresado mas tempranamente en la
diferenciacion testicular del esturion siberiano, y es posiblemente el que inicie la diferenciacion de
esta via en particular.

thx1, es miembro de la familia de factores de transcripcion T-box que se involucra en la
embriogénesis y organogénesis, pero mas alla de ese importante rol, tanto Liu et al. (2008) como
Yano et al. (2011) demostraron que en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) existen dos
paralogos del gen tbx1I, de los cuales uno de ellos (thxla) esta restringido a la gonada, y sobre
expresado en el testiculo durante el periodo de diferenciacion del sexo. En otros grupos, por ejemplo,
la tortuga de caparazon blando (Pelodiscus sinensis) (Wan et al., 2024) y en la salamandra china
gigante Andrias davidianus, se mostrd que thx ] también es importante en la diferenciacion testicular

(Hu et al., 2019, Yang et al., 2024). En esta tltima especie, el gen se encuentra sobre expresado en
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testiculos de machos, pero ademas tiene la capacidad de regular genes involucrados en el proceso
de diferenciacion gonadal, mostrando asi su gran importancia. Los autores demuestran que el
silenciamiento de ¢hx/ lleva a la sobre regulacion de genes femeninos vinculados con la
diferenciacion ovarica, como lo son cypl9al y foxI2, mientras que genes masculinos clasicos (amh,
cyp26a, dmrtl, y wtl) son reprimidos a nivel de expresion. Al agregar la proteina TBX1 (a una
hembra) observaron un incremento significativo de la expresion del gen amh y una represion de los
genes femeninos cypl9a, foxI2 y cyp26a. Ademas de esto, tratamientos con temperatura y hormonas
mostraron que en ovarios expuestos a altas temperaturas (masculinizantes), aumento
significativamente la expresion de thx /. Por otra parte, al generar neo-hembras producidas a partir
de machos tratados con estrégenos, estas mostraron una represion significativa del gen tbx/ (Hu et
al., 2019). Estos resultados dan pie para pensar en la importancia que puede tener este gen en la via
masculina de diferenciacion del esturion siberiano, y confirma la importancia de realizar un estudio
mas profundo.

Otros genes masculinos sobre expresados en el actual trabajo son ain una incognita y su
estudio debe ser abordado mas adelante ya que su expresion diferencial indica que pueden tener una
accion directa en la diferenciacion testicular, sin embargo, no existe bibliografia que respalde su

accion de la gran mayoria de ellos en este proceso.

mmp9

Uno de los pocos genes que se ha identificado anteriormente es el que codifica para la
produccion de metaloproteinasas (matrix metalloproteinase-9-like), algo que ha sido publicado para
el esturion siberiano en el articulo de Vizziano-Cantonnet et al. (2018). Las metaloproteinasas tienen
una funcion importante vinculada a la degradacion de diferentes componentes de la matriz

extracelular y remodelacion de tejido, ademas de actuar en las vias de sefializacion intercelular y de
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células con la matriz extracelular (Page-McCaw et al., 2007). Es claro que este tipo de procesos son
necesarios cuando se esta diferenciando un testiculo y por lo tanto se estd formando una nueva
arquitectura gonadal lo que conlleva grandes cambios estructurales. La accién directa de estas
proteinasas en la formacion testicular se ha observado directamente en la especie Synbranchus
marmoratus. En esta especie parte de su poblacion es protoginica, y es durante la reversion del sexo,
donde se produce la degradacion del ovario inicial para formar un testiculo, que se ha demostrado
la accion clave de estas metaloproteinasas (Mazzoni et al., 2018). Ademas, las metaloproteinasas se
ven involucradas en los procesos migratorios de células germinales de vertebrados en general
(Carver et al., 2023; Diez-Torre et al., 2013; Mazzoni & Quagio-Grassiotto 2021) y por lo tanto es
otra pista de su importancia en la diferenciacion del sexo. Estos antecedentes dan lugar a que su
aparicion en este proceso tenga un peso importante y deba tenerse en cuenta por lo tanto como un
gen posiblemente clave en la diferenciacion testicular, claro estd que habra que definir con mayor
precision cual puede ser su accionar para el Acipenser baerii. También es cierto que los procesos
mencionados en los que participan las metaloproteinasas son esenciales en ambos sexos y no
unicamente en machos, por esto la sobre expresion masculina de esta metaloproteinasa en particular

es interesante, ya que puede tener una accion especifica en la formacion del testiculo.

Analisis de Gene Ontology por sexo

Un punto especialmente interesante es el analisis de resultados de Gene Ontology, donde
vemos que los términos GO que resultan significativos en hembras (Figura 5.4) estan relacionados
con procesos de determinacion y diferenciacion del sexo, asi como con procesos por ejemplo de
produccion de hormonas relacionadas directamente con la diferenciacion y actividad gonadal, a
diferencia de aquellos que aparecen como resultado del mismo anélisis en machos (Figura 6.4). En

hembras se encuentran muchos términos vinculados a los procesos de biosintesis de hormonas
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esteroideas, entre ellas testosterona y estradiol, directamente involucradas en la diferenciacion
ovarica en esturion siberiano como viene siendo demostrado desde hace varios afios (Vizziano-
Cantonnet et al., 2018, Lasalle et al., 2021, 2024), y con un accionar sobre genes mencionados
anteriormente como egrl, jun-b y c-fos. Junto con ellos aparecen otros términos vinculados, como
los de respuesta a hormonas esteroideas, respuesta a la FSH (hormona foliculo estimulante) y la
regulacion de la secrecion de LH (hormona luteinizante). También aparecen términos vinculados
con la sintesis y regulacion de progesterona, asi como a la sintesis de esteroides C21 en general. El
término GO de diferenciacion de células de la granulosa también es uno de los enriquecidos y el que
refiere a la determinacion del sexo de células somaticas femeninas. Los GO anteriormente
mencionados corresponden a la categoria Procesos Bioldgicos en hembras, pero cabe destacar que
en las categorias Componentes Celulares y Funcion Molecular, también se encuentran términos
interesantes, entre ellos el de “complejos proteina-ADN” y el “complejo factor de transcripcion AP-
1’ mencionado previamente debido a su conformacion mediada por las proteinas codificadas por los
genes Jun y Fos, sobre expresadas en este trabajo, vale la pena recordar que este complejo tiene la
capacidad de actuar como un factor de transcripcion y entre las cualidades mas importantes la
capacidad de activar la aromatasa actuando directamente sobre el promotor del gen. De alli que
podria estar cumpliendo un papel clave en la regulacion de la produccion de estrégenos en el ovario
en formacion un elemento que proponemos como la clave de la diferenciacion sexual en el esturion
siberiano.

En machos el panorama es muy distinto los inicos términos que encontramos y que podemos
relacionar directamente con procesos de la diferenciacion del sexo refieren a términos GO de
proceso de sintesis de hormonas en general y otros vinculados a la produccion de acido retinoico y
vitamina A, ambos bien conocidos y vinculados a diferentes procesos de la formacion testicular y

desarrollo de células germinales en vertebrados (Adolfi et al., 2016, Medina et al., 2019, Schleif et
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al., 2022). Esto pareceria estar indicando que la diferenciacion femenina esta mas activa en etapas
tempranas del desarrollo mientras que la masculina no tiene ain una actividad muy fuerte.

En conjunto los resultados expuestos marcan que el proceso de diferenciacion del sexo
femenino del siberiano ya ha iniciado de forma marcada a los 2,5 meses de edad, estimulado por los
genes vinculados a la produccion de estrogenos. Nuevamente se confirma que al igual que en
teledsteos los estrogenos son los esteroides sexuales que actian mediando la diferenciacion ovarica,
y que este proceso surge al menos desde los actinopterigios basales.

Este trabajo pone en juego una nueva lista de genes con accion diferencial en gonadas
femeninas y masculinas durante el periodo de diferenciacion molecular del sexo del esturion
siberiano, muchos de ellos nunca antes mencionados y otros ni siquiera identificados en gonadas de
peces. Ademas, establece en base a la bibliografia de diferentes grupos de vertebrados, el potencial
de algunos de ellos como jun-b, c-fos, egr-1, como factores de transcripcion muy relevantes para
este proceso. Sumado a ellos se encuentra el accionar de hormonas tiroideas y de la melatonina, ya
que los genes intermediarios en su produccidon se encuentran activados. Ambas hormonas tienen
acciones demostradas en procesos que se vinculan directamente con la diferenciacion del sexo, el
caso de las hormonas tiroideas es especialmente claro con una accion fundamental en diferentes
grupos, y resulta interesante que, a diferencia de lo descrito hasta el momento, en nuestro modelo la
sobreexpresion del gen relacionado con este eje de produccion de hormonas tiroideas (#74-r) aparece
relacionado con la gonada femenina y no con la diferenciacion testicular. Estas dos hormonas hasta
el momento no eran tenidas en cuenta como parte relevante del proceso de diferenciacion femenina,
donde solo se tenian en cuenta a los esteroides sexuales como las hormonas relevantes para el
esturion siberiano, por lo tanto, sumamos aqui una mirada mas amplia en lo que refiere al

involucramiento de hormonas en este mecanismo complejo.
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Queda claro también, que la diferenciacién del sexo en el esturion siberiano debe comenzar
en etapas previas a los 2,5 meses de edad, y que la informacion obtenida de la expresion diferencial
de genes sumado a los GO relacionados a estos, indican que la diferenciacion femenina estaria
comenzando antes que la masculina, estimulada por una fuerte produccion de hormonas esteroideas,
mientras que el proceso de diferenciacion masculino con un inicio mas lento estaria vinculado a la
activacion de la expresion del gen thx /.

El estudio actual no permiti6 identificar en forma concreta al gen determinante del sexo, sin
embargo, a partir los resultados obtenidos sumados a los anteriormente descritos en capitulo 3a de
la presente tesis y publicados en Lasalle et al. (2024), hsd17b1 sigue siendo una de las principales
pistas para llegar a dilucidar quien es el gen maestro determinante. Entender quien est4 involucrado
en su regulacion podria ser clave para identificar al gen maestro de la determinacion del sexo en
esturion. Los futuros estudios deberan cubrir pruebas funcionales, para poder concluir sobre esta
problematica, la delecion génica por CRISPR es una técnica clave que se estd poniendo a punto
actualmente para este objetivo. Més alla de eso, el trabajo realizado en este capitulo rompe el
esquema de genes clasicos planteado hasta el momento, y aporta una cantidad de nueva informacién
en donde destacan los genes codificantes para proteinas con potencial accion directa en la
diferenciacion gonadal del esturidn, cuyo rol especifico en muchas ocasiones no se comprende y en
otras ni siquiera aparecen citados en la bibliografia de vertebrados. Esto, en resumen, abre nuevas
puertas para estudios que logren definir en detalle su participacion en este proceso y asi afinar a

nivel molecular la via de accion que lleva a la diferenciacion sexual del esturion siberiano.
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Conclusiones del capitulo 4

Los resultados de este capitulo aportan un panorama global de los genes que accionan en las
vias de diferenciacion del sexo del esturion siberiano en etapas incipientes del proceso, haciendo
foco especialmente en la via femenina. El aporte fundamental es que la informacion estd generada
sobre un grupo de animales sexados genéticamente, lo que permite sin tener dudas sumar nuevos
genes asociados a las vias de diferenciacion tanto femenina como masculina del esturion siberiano
y romper el esquema clasico de los genes involucrados en este proceso. En este capitulo se valida la
accion de los estrogenos como principales actores de la diferenciacion ovarica, y se postula que
puede existir una regulacion del grupo de genes femeninos (jun-b, c-fos, egr-1, ier-2, di-ras2)
llevada adelante justamente por los estrogenos generando un sistema de accion conjunta que lleva a
la diferenciacién femenina en esta etapa temprana. Es claro que mas alla de las hipotesis postuladas,
estas regulaciones deben probarse por medio de experimentales en futuros trabajos. También se
incorpora la posible accion de otras hormonas al proceso de diferenciacion femenina. Esto es
importante ya que hasta el momento la bibliografia general de peces indica Unicamente a los
esteroides sexuales como las hormonas actuantes tempranamente en la diferenciacion femenina.
Contadas publicaciones dan lugar a la accion de otras hormonas, aqui indicamos el rol potencial que
puede cumplir la melatonina y la trh en este proceso ademas de otros genes que se vinculan a partir
de este estudio a la diferenciacion gonadal de peces y que no habian sido asociados previamente.
Este analisis del transcriptoma realizado con individuos sexados en el inicio del periodo de
diferenciacion del sexo deja ver por primera vez que existe una actividad de expresion diferencial
de una cantidad importante de genes desde etapas tempranas, y muestra por lo tanto la complejidad
de este proceso desde un primer momento. También deja planteada la idea de que el proceso de
diferenciacion ovarica estd mayormente establecido en este punto temporal, con una via génica

constituida, y esto es validado por la cantidad de GO asociados a procesos de diferenciacién sexual
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y a la produccion de diferentes factores vinculados a la actividad de formacion y maduracion
gonadal, mientras que la diferenciacion masculina deja la impresion de empezar mas tardiamente y
estar a los 2,5 meses de edad en un periodo incipiente. Este trabajo abre muchas puertas, para
investigar las regulaciones que se producen al interior de las vias indicadas, y el accionar puntual de
todos los nuevos genes encontrados. Para ello sera esencial desarrollar la capacidad de utilizar
herramientas que permitan realizar pruebas funcionales como por ejemplo CRISPR. A su vez estos
los resultados marcan la pauta de que debemos ir a estadios atin mas tempranos (desde el primer
mes de edad -cuando se forma la génada- hasta los dos meses) de desarrollo gonadal para entender
el proceso desde un inicio e intentar encontrar al gen determinante del sexo que ain no logramos

identificar.
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Discusion general

Los procesos de determinacion y diferenciacion del sexo en peces son complejos y atin deben
ser dilucidados. En los teledsteos, para los cuales se han estudiado un poco mas en detalle, se
encontrd que los procesos no se conservan completamente, esto resulta 1dgico ya que este grupo
cuenta con mas de 32000 especies identificadas (Nelson et al., 2016), por lo que dificilmente los
procesos puedan mantenerse iguales entre tanta diversidad. Esto se ve claramente reflejado en la
cantidad de estrategias utilizadas por los peces modernos para determinar su sexo, y contrasta
fuertemente por ejemplo con lo observado en mamiferos euterios donde inicamente la accién de un
gen puntual determina el sexo del organismo desde el momento de la fecundacion (Goodfellow &
Lovell-Badge, 1993; Sinclair et al., 1990). El proceso concreto de diferenciacion sexual ha sido
estudiado en muchas especies de teledsteos, y se ha demostrado que muchos de los genes
involucrados en las vias femeninas y masculinas no se conservan entre especies, sin embargo, otros
si lo hacen (Devlin & Nagahama, 2002; Yamamoto & Luckenbach, 2023). El esturion siberiano al
igual que los teledsteos es un actinopterigio que se encuentra en una posicion mas basal a nivel
filogenético, siendo un pez muy antiguo, considerado comunmente como un fosil viviente (Grande
& Bemis, 1996) e interesante para comprender procesos de determinacion y diferenciacion del sexo.
Sus caracteristicas de desarrollo lento y un proceso de diferenciacion sexual largo, lo posicionan
como un excelente modelo para la investigacion basica de la diferenciacion sexual a nivel molecular,
pudiendo hacer un estudio pormenorizado de la modulacion de la expresion de los genes que dan
lugar a la diferenciacion femenina o masculina. Para ello es necesario trabajar durante el periodo
correcto de desarrollo de los animales y conociendo el sexo de estos de ser posible, sin embargo,
hasta el 2021 y a pesar de varios intentos, no habia sido posible encontrar un marcador del sexo que
permitiera identificar machos y hembras durante los estadios més tempranos de desarrollo, es decir

previo a la diferenciacion morfologica gonadal (Keyvanshokooh & Gharaei, 2010; Khodaparast et
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al., 2014; Wuertz et al., 2006). Por otra parte, los esturiones son peces de alto valor comercial debido
a la produccion de caviar, que, por ser los ovocitos en un estadio de maduracion particular, también
se ven ligados al proceso de formacion y desarrollo del ovario. Este trabajo tiene un mayor enfoque
en el entendimiento de los procesos de diferenciacion y en la busqueda de un posible marcador del
sexo desde el punto de vista femenino, sin embargo, junto con la busqueda y entendimiento de la
accion de los genes vinculados a los procesos de diferenciacion ovarica, también se indaga
brevemente en los posibles genes responsables de la diferenciacion testicular ain muy poco
conocidos.

El capitulo 1 y 2 de esta tesis Doctoral abarcan una etapa temporal previa a la existencia de
un marcador del sexo, y se basan justamente en el estudio de expresion de genes femeninos que en
su conjunto puedan utilizarse como una herramienta de sexado, y en la busqueda de un marcador
genético del sexo con RAD-seq. Los capitulos 3 y 4 en cambio, se posicionan en una etapa posterior
a la publicacion del marcador genético del sexo (Kuhl et al., 2021), y se busca realizar una
caracterizacion en profundidad de la via de diferenciacion femenina en el inicio del periodo de
diferenciacion molecular del sexo, inicialmente mediante una estrategia gen candidato y luego
utilizando transcriptomica. A partir de ellos se aporta nueva informacion sobre los genes vinculados
intimamente con la diferenciacion ovdrica y la expresion de estos durante el periodo de
diferenciacion molecular del sexo, identificando y describiendo con mayor claridad no solo a los
genes participantes, sino a la fuerte accion de los esteroides sexuales y hormonas potencialmente
involucradas. Por primera vez se marca con relativa claridad el momento de inicio del proceso de
diferenciacion sexual mediado por un gen en particular, trabajando con animales sexados
genéticamente y técnicas de secuenciacion masiva, y se identifican nuevos genes nunca antes

vinculados con el proceso de diferenciacion del sexo en peces en etapas muy tempranas.
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Para los esturiones en general no hay demasiado conocimiento en cuanto a los procesos de
diferenciacion sexual, los estudios son recientes, comenzando en los tltimos 20 afios. En la especie
Acipenser baerii en particular, el trabajo de Vizziano-Cantonnet et al. (2016) marca un punto crucial,
ya que es la primera aproximacion a la identificacion del periodo de diferenciacion a nivel
morfologico de la gonada, e indica que ese hito se produce claramente a los 8 meses de edad en
Uruguay, aunque el trabajo publicado mas recientemente marca que un par de meses antes ya hay
senales de diferenciacion morfologica incipiente (Vizziano-Cantonnet et al., 2025), y estudios
realizados en otras regiones indican que pueden ver sefales de diferenciacion morfologica también
desde los 6 meses de edad (Rzepkowska et al., 2013). Este punto junto con la identificacion de la
ventana de diferenciacion molecular del sexo entre los 3 y los 6 meses de edad son los que
permitieron dar inicialmente un marco real en el cual posicionarse para el momento de realizar
estudios enfocados a la diferenciacion del sexo. La mayoria de los trabajos realizados previamente
utilizando transcriptomica con el objetivo de identificar genes que se expresan diferencialmente
entre hembras y machos y vincularlos con este tipo de procesos fueron erroneamente planteados, ya
que los autores se ubican fuera del periodo de diferenciacion sexual, cuando la génada ya se
diferencio, o muy sobre el final del periodo de diferenciacion morfolégico del sexo (Chen et al.,
2016; Hagihara et al., 2014). Otro punto importante es que cuando se realizaron no habia aiin un
marcador genético del sexo. El enfoque realizado en el periodo correcto vinculado con la
diferenciacion molecular del sexo mostrdé que alli hay una gran cantidad de genes que se estan
expresando para llevar adelante la diferenciacion gonadal (Vizziano-Cantonnet et al., 2018). Los
primeros trabajos de transcriptomica abarcando este periodo particular mostraron la expresion de
genes clasicos como cypl9ala, fox/2. Estos genes se encuentran muy conservados en la via de
diferenciacion femenina de teledsteos e involucrados con la produccion de estrogenos. El

transcriptoma inicial en individuos no sexados aport6 genes potenciales vinculados con la

154



diferenciacion femenina y se seleccionaron 6 (cypl9ala, foxi2, hsd17b1, irx3, irx5, lhx2). Muchos
de estos genes no son conocidos en peces en los que respecta a la diferenciacion del sexo, sin
embargo, en la literatura los marca como importantes para este proceso de formacion ovarica en
diferentes especies (Kim 2010; Singh et al., 2022; Vizziano-Cantonnet et al., 2018). El estudio del
patron conjunto de expresion nos permitid no solo mostrar que existe una evoluciéon en cuanto a la
expresion del grupo de genes en cuestion durante el desarrollo de la diferenciacion de la gonada,
(Lasalle et al., 2021) y que en esta cohorte existe una sobre expresion de estos genes en un grupo de
potenciales hembras, sino que ademdas basados en un potente andlisis estadistico se generd una
metodologia para realizar un sexado de esturiones en periodos tempranos de desarrollo en base a la
expresion de este grupo de 6 genes. A partir de ese momento ademas se posicionaron definitivamente
en un puesto de privilegio a los genes productores de estrogenos cypl9al, foxI2 y hsd17b1 como los
lideres en la puesta en marcha de la diferenciacion ovarica.

Este método de sexado no es el mas sencillo ni econdémico y por eso se buscod encontrar un
marcador genético del sexo mediante RAD-seq, ya que las metodologias clasicas de genética para
buscar un marcador del sexo no habian mostrado resultados hasta ese momento (Keyvanshokooh &
Gharaei, 2010; Khodaparast et al., 2014; Wuertz et al., 2006). De los 74000 marcadores obtenidos
por RAD-seq, 25 mostraron una muy buena asociacion con el sexo femenino en forma heterocigota
y homocigota en los machos. Los estudios de ginogénesis y las diferentes proporciones que se
observan en la naturaleza sefalan que el sistema de determinacion del sexo seria del tipo ZZ/ZW
(Flynn et al., 2006; Fopp-Bayat, 2010; Omoto et al., 2005; Saber & Hallajian, 2014; Van Eenennaam
et al., 1999) y por eso se analizaron los marcadores que mostraron ese patrén en forma significativa.
Lamentablemente no se obtuvo un marcador del sexo con esta estrategia, asi como tampoco lo pudo
hacer Du et al. (2020) con una estrategia similar en otra especie de esturion (Sterlet). El esturién

siberiano es una especie tetraploide con aproximadamente 256 cromosomas y un genoma
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extremadamente grande (Bytyutskyy et al., 2012; Fontana, 1994, Zhou et al., 2011), esto hace que
existan muchisimos marcadores del tipo SNP que maés all4 de que no se reflejen como significativos
aparecen en las secuencias con mas o menos frecuencia creando un gran problema al momento de
generar las HRM, ya que no se pueden generar curvas estables. Es posible que un aumento
importante del nimero de muestras utilizadas pudiera llevar a mejores resultados, sin embargo, y
mencionando nuevamente el tamafio y complejidad del genoma del siberiano, esto no seria seguro.

Kuhl et al. (2021) plantearon otra estrategia, realizaron el ensamblado completo del genoma
del Sterlet macho y hembra, y mediante su comparacion de descubrieron una zona que se encuentra
unicamente en el genoma femenino, pudiendo encontrar asi un marcador genético del sexo. Esto
ademas es un punto fuerte que apoya la teoria que plantea que los esturiones tienen un sistema de
determinacion del tipo ZZ/ZW. Con la posibilidad de sexar mediante el marcador publicado por
Kuhl et al. (2021), se ahond¢ en la evaluacion de genes involucrados en la diferenciacion sexual, y
se encontrd que los genes clasicos vinculados a este proceso en teledsteos, independientemente de
su sistema de determinacion sexual, también son parte de los mas relevantes en esturiones. Los genes
cypl9ala y foxl2, se activan temprano en la ventana temporal de diferenciacion molecular. Sin
embargo, el primero en hacerlo, ya desde los 2,5 meses de edad, es la 4sd7b1, lo que indica que el
inicio de la diferenciacion comenzaria por lo menos a los 2,5 meses de edad sino antes, y que la
hsd17b1 es el gen que estaria iniciando este proceso. Sin embargo, queda como una incognita saber
cual gen podria estar actuando como el gen determinante del sexo ya que Asdl7bl1 mas alla de
mostrar una gran represion en machos se expresa en ambos sexos. En el grupo Seriola spp. hsd17b1,
es el gen determinante del sexo, actuando de esta manera debido a un SNP en la secuencia de los
machos de esta especie. Este SNP genera que la produccion de estrogenos sea diferencial en hembras
y machos, en donde los machos no producen el esteroide sexual debido a que el SNP en su secuencia

lo inhibe. Nosotros creemos que Asdl7b1 en esturion es uno de los primeros genes de la via de
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diferenciacion y que probablemente sea regulado por el gen determinante del sexo que se debe
activar entre el primer mes y los dos 2,5 meses de edad.

Este grupo de genes ademas esta vinculado directamente a la produccion de estrogenos, lo
que marca y constata directamente como estos esteroides sexuales se involucran directamente en la
diferenciacion ovdrica del esturion, de la misma forma que lo hacen para teledsteos, y por eso han
sido posicionados cominmente como los controladores universales de la diferenciacion gonadal
femenina en peces, aunque algunos peces escapan a esta regla. Esto, sumado a que los tratamientos
realizados con estrogenos exdgenos sobre regulan al gen fox/2 asi como sucede en otros peces
(Guiguen et al., 2010), y que se puede producir la transdiferenciacion del sexo fenotipico mediante
la aplicacion de tratamientos con estrégenos durante el periodo de diferenciacion molecular del sexo
(Vizzziano Cantonnet et al., 2025); indica que los esturiones determinan su sexo por la accién de un
gen femenino (el cual debera aun ser confirmado) ligado al cromosoma W y de alli en adelante la
accion de los genes esteroidogénicos toman un papel preponderante, generando un ambiente cargado
de estrogenos en la gonada primordial de futuras hembras, en forma diferencial a lo que sucede en
machos. De alli que Asd17b1 surge como un gen fundamental, ya que es el primer gen observado
como sexo dimorfico desde los 2,5 meses de edad, pero, ademas, porque esta directamente
involucrado en la produccion de estrogeno mediante la conversion de estrona en estradiol. Sera
esencial para dejar en claro cudl es su papel en el proceso de la diferenciacion del sexo realizar
experimentales de delecion génica sobre este gen. Sin embargo, se desprende de esta seccion, que
la diferenciacion femenina mediada por estrégenos es un proceso antiguo que surge desde antes de
la aparicion de los teledsteos.

Por otra parte, también se demostro, que a diferencia de algunos teledsteos que utilizan la
via canonica rspol-wnt4-ctnnbl para su proceso de diferenciacion (Kawahara & Yamashita, 2000;

Zhou et al., 2016), via que también tiene gran importancia en mamiferos, en los esturiones no tiene
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relevancia alguna en este proceso puntual, no habiendo ningtn tipo de expresion sexo dimorfica de
ninguno de estos genes. La via de diferenciacion masculina es aun una verdadera incognita, no se
han encontrado ninguno de los genes mas clasicos de la diferenciacion testicular, ni siquiera aquellos
que evolutivamente se mantienen desde los organismos mas primitivos, como genes de la familia
dmrt, siendo el mas importante dmrtl, o de la familia sox (sox9), y tampoco resultd sexo dimoérfico
el gen clasico masculino amh. Se evaluaron todos estos genes masculinos para tener un panorama
completo de cuales podrian estar accionando en la diferenciacion a lo largo de todo el periodo de
diferenciacion, ademds de dhh y del gen cypllc que codifica para la enzima encargada de la
formacion de andrégenos 11 oxigenados (Lasalle et al., 2024). Este Gltimo gen mencionado es
particularmente importante ya que en teledsteos se ha visto que los androgenos 11 oxigenados son
aquellos que suelen tener un efecto biolégico importante y estar implicados en la diferenciacion
sexual masculina, tal como sucede por ejemplo en tilapia (Kobayashi et al., 2008). Ninguno de los
genes mostro expresion sexo dimorfica a lo largo del periodo ventana de la diferenciacion molecular
del sexo. A raiz de este trabajo se plantea entonces que podria generarse la diferenciacion masculina
al encontrarse un ambiente gonadal incipiente sin estrogenos, y esa falta de esteroides sexuales
femeninos es lo que llevaria a que posteriormente se desencadene la diferenciacion masculina.

Los resultados del primer estudio de transcriptomica en el inicio de la diferenciacion y en
individuos genéticamente sexados, validan s6lidamente a los genes hsd7b1, foxI2 y cyp19al como
indispensables en la formacion inicial del ovario, pero también suma nuevos genes que hasta el
momento nunca habian sido vinculados a este proceso. En este punto cabe destacar que estamos
viendo en el transcriptoma la activacion de los tres genes activados (hsd17b1, foxI2 y cyp19al) alos
2,5 meses a diferencia del trabajo analizado en el capitulo 3a donde a los 2,5 meses solo encontramos
la activacion del gen hsdI7bl, pero a los 3 meses encontramos la activacion de los tres genes.

Nuestra experiencia ha demostrado que siendo un pez de desarrollo lento y con un periodo de
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diferenciacion molecular largo, este suele atrasarse o adelantarse seglin la cohorte estudiada. Por lo
que observamos, podriamos estar viendo que la cohorte de transcriptomica a los 2,5 meses esta un
poco mas adelantada en su diferenciacion molecular teniendo un patron similar al que se observa en
la cohorte del capitulo 3a, a los 3 meses de edad. La expresion diferencial de estos los genes hsd17b1,
foxI2 y cypl9al, marca con solidez que el transcriptoma esta relevando correctamente la via
femenina. jun-b y c-fos son dos de los genes nuevos que aparecen en este proceso, ambos son
factores de transcripcion y actuan juntos para formar la proteina activadora 1 (AP-1) que es capaz
de regular la transcripcion de genes que se han visto involucrados en procesos de proliferacion,
diferenciacion y apoptosis (Ryseck & Bravo, 1991; Angel & Karin, 1991; Wagner, 2002, Eckert et
al., 2013), entre ellos la aromatasa, y por lo tanto actuar indirectamente en la regulacion de la
produccion de estrogenos. Esta capacidad de regular la aromatasa actuando directamente sobre su
promotor también la tiene jun-b actuando en forma individual (Chen et al., 2011). La estimulacion
de jun-b, c-fos, por accion de los estrogenos ya ha sido confirmada en diferentes grupos al igual que
la de egr-1, los tres factores de transcripcion. Sumado a estos hipotetizamos que otros de los genes
femeninos que muestran niveles similares de expresion como los son di-ras2 e ier2 también podrian
estar siendo regulados por estrogenos producidos por los genes cldsicos ya mencionados, y por la
accion de una regulacion positiva que puede accionar tanto AP-1 como jun-b, hipotesis que debera
ser puesta a prueba a futuro.

La sobre expresion del receptor a la tirotropina no tiene una relacion directa con los procesos
de diferenciacion ovarica al menos mencionada en la literatura, la accion de las hormonas tiroideas
ha sido asociada principalmente a la diferenciacion testicular y con un rol muy potente, esto hace
que activacion en la gonada femenina sea muy interesante y merece ser tenida en cuenta para su
estudio en mayor profundidad. Hemos observado que no hay produccion de #7h gonadal segun los

datos de transcriptomica en la génada del esturion durante las etapas de diferenciacion, por lo que
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cabe preguntarse si hormonas producidas en la hip6fisis pueden estar teniendo un efecto directo
sobre la gonada y regulando de esa forma la diferenciacion gonadal actuando desde un inicio el eje
hipotalamo - hipofisis — gonada, o si existe una produccion local de trh que por el momento no
encontramos. Por otra parte, el analisis nos ha mostrado también que hay una potencial produccion
e involucramiento de la melatonina en la diferenciaciéon gonadal femenina, una hormona que tiene
un involucramiento en diversos procesos reproductivos de diversos grupos, pero que no es
comunmente asociada con la diferenciacion del sexo. En este caso la sobre expresion de una de las
enzimas intermediarias claves en la produccion de melatonina nos permite postular a esta enzima e
hipotetizar su capacidad de incidir en la diferenciacién ovdarica. Asi luego de este trabajo las
hormonas esteroideas dejan de ser las unicas hormonas postuladas en estar directamente
involucradas en el proceso de diferenciacion gonadal femenina.

Por el lado del programa masculino se hallaron nuevos genes sobre expresados y vinculados
con secuencias codificantes para proteinas en el periodo més temprano hasta ahora analizado del
periodo de diferenciacion molecular del sexo. Dentro del grupo de genes masculinos thx/ sobresale
por ser el unico de la lista vinculado previamente con la diferenciacion gonadal de peces (Yano et
al., 2011) y otras especies animales (Hu et al., 2019, Yang et al., 2024, Wan et al., 2024). Se ha
demostrado en las especies anteriormente mencionadas su rol clave en la diferenciacion de la gonada
masculina mediante pruebas funcionales, donde la inhibicion del gen en machos durante la
diferenciacion gonadal lleva a la activacion de la via femenina, y la insercion de la proteina en
hembras en este periodo clave inhibe los genes femeninos. Este gen, siendo el mas temprano
conocido hasta el momento en la via masculina del esturion siberiano se vuelve clave para definir y
entender el proceso. Entre los genes masculinos también aparece mmp9 que codifica para una
metaloproteinasa, estas proteinas también son esenciales y como fue discutido en el capitulo 4, muy

importantes en la diferenciacion gonadal de teledsteos. Hay mas genes que han sido vinculados con
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la diferenciacion masculina, sin embargo, su estudio sera producto de siguientes trabajos, entre ellos
trabajos de tesis de otros integrantes del laboratorio. En ambos grupos se encontraron también varias
secuencias no codificantes para proteinas, es importante tenerlas en cuenta y también estudiarlas a
futuro ya que muchos ARN no codificantes funcionan como reguladores transcripcionales mediando
acciones epigenéticas. Para poder clasificar bien estas secuencias es necesario obtener el
transcriptoma de la especie y por lo tanto estos analisis deberan esperar un tiempo. Uno de los
ultimos puntos mas interesantes que deja este trabajo proviene del analisis de gene ontology, que
indica, como se menciona en el la discusion de ese capitulo, que el proceso de diferenciacion sexual
comienza en forma marcada y mas temprana en el sexo femenino, alli aparecen los términos GO
que indican que las vias de determinacion y diferenciacion del sexo, asi como la produccion de
diferentes tipos de hormonas relacionadas con la diferenciacion y desarrollo gonadal en general,
mientras que en los machos estas vias parecen estar mayormente inactivas. Teniendo en cuenta estos
resultados globales parece evidente que la diferenciacion del sexo esta comenzando desde antes de
los 2,5 meses de edad, y hay que encontrar las técnicas mas indicadas para llegar a analizar estos

estadios de desarrollo que implican varios desafios técnicos a resolver.

Conclusion y perspectivas

En su global este estudio deja plasmado un enorme avance en cuanto a lo que refiere a los
conocimientos sobre la diferenciacion del sexo en el esturion siberiano, y proporciona las primeras
pistas para seguir buscando el gen determinante del sexo.

El inicio de este proceso partidé con apenas los primeros indicios de la caracterizacion del
periodo de diferenciacion molecular y morfologico a nivel gonadal. Durante esta tesis de doctorado
se identifico al primer grupo de genes vinculados directamente a diferenciacion femenina durante

un periodo amplio de la diferenciacion molecular del sexo (3 a 6 meses), y con ellos se desarrollo
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una herramienta para realizar el sexado en una especie que no contaba con un marcador genético del
sexo. Ese punto clave se tratd con la técnica de RAD-seq y a pesar de las dificultades intrinsecas
causadas por la complejidad del genoma del esturion, y que no se obtuvo un marcador genético, se
genero la primera base de datos de SNPs ligados al sexo en esturiones, ademas de una amplia
experiencia obtenida en HRM. A partir de 2021, y en adelante con el marcador genético del sexo se
pudo comenzar a trabajar con individuos sexados, desde ese punto se logro profundizar muchisimo
en el proceso de diferenciacion del sexo abordandolo mediante diferentes técnicas, primero gen
candidato y luego por transcriptomica. Se demostré que, desde las especies de actinopterigios mas
basales, lugar donde se posiciona el esturion siberiano, Acipenser baerii, los estrogenos son quienes
dirigen el proceso de diferenciacion femenino. Esto indica que a nivel evolutivo el surgimiento de
los estrogenos como controladores de procesos asociados al desarrollo ovarico es previo a la
aparicion de los peces modernos, y que los principales genes vinculados a la diferenciacion del
ovario también se conservaron, siendo estos cypl9a, hsd17b1 y foxI2. Ademas, esta tesis no solo
demostrd que la diferenciacion molecular del sexo ya esta activa en los esturiones a los 2,5 meses
de edad, siendo este el punto temporal mas temprano estudiado hasta el momento, y que por lo tanto
este proceso esta empezando antes, sino que también deja claro que el primer gen activado en el
proceso de produccion de estrogenos es hsdl7bl. Esto posiciona a Asdl7bl como un gen muy
relevante, probablemente regulado por el gen determinante del sexo. De alli surgen nuevas
perspectivas, la delecion génica es una nueva frontera, una técnica a poner a punto para identificar
si realmente hsdl7b1 es clave para la diferenciacion del sexo, e identificar quien y como lo regula.
Otra perspectiva sera poner a punto la técnica de hibridacion in situ, para la cual se comenzaron a
hacer intentos, pero atn no se consiguieron los mejores resultados, esto sera muy importante para
poder llegar a ubicar a posibles genes candidatos a la determinacion y diferenciacion del sexo en

estadios aun més tempranos y conocer su localizacion celular.
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Por otra parte, el primer transcriptoma realizado en individuos genéticamente sexados y en
el inicio del proceso de diferenciacion deja nueva e importante informacion para comprender mas a
fondo las vias de diferenciacion del sexo. Este trabajo es esencial ya que por primera vez se rompe
la linea de genes de clasicos vinculados a la diferenciacion y se proponen nuevos genes con un
importante involucramiento que surgen para ambas vias, la femenina y la masculina, asi como la
potencial participacion de otras hormonas por fuera de las esteroideas. Un estudio en detalle de estos
genes desconocidos para los procesos de diferenciacion en peces es necesario para conocer su peso
en este proceso, pero los resultados resaltan por su novedad donde muchos de los genes encontrados
no fueron identificados antes en lo que respecta a los de la via femenina. En el caso de la via
masculina se encuentra el primer gen ya conocido en peces y otros grupos, y expresado
diferencialmente en etapas tan tempranas de la diferenciacion testicular de los esturiones. Todo esto
deja las puertas abiertas y muchas expectativas para continuar dilucidando el funcionamiento de
estos procesos es el esturion y otras especies basales. Para ello implementar en conjunto técnicas de
secuenciacion masiva junto con herramientas de biologia molecular como CRISPR, que permitan
identificar genes clave y realizar pruebas funcionales parece ser un buen camino para avanzar hacia

este objetivo.
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