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Resumen

Desde hace treinta afios, se ha empezado a formalizar una nueva perspectiva en
los andlisis evolutivos, conecida como Biologia Evolutiva def Desarrolle. En fa cual
se estudian las modificaciones que se han producido a lo largo de la evolucién, en
la informacion que dirige los patrones del desarrollo de los organismos.

En estos analisis, se han encontrado fendmenos conocidos como atavismos
genéticos, en donde en  un patron de desarrollo dado, existe informacion que no
es utilizada pero permanece como una reminiscencia def patrén de desarrollo
ancestral.

[.a presente investigacion, se enfoca al estudio del mecanismeo de determinacion
sexual de las aves, en donde se ha propuestc que la determinacion sexual
cromosomica del grupo, derivd de la determinacién sexual termosensibie, sin
cromoscmas sexuales; y que ésto implicé una modificacion en la biosintesis de la
hormona feminizante, 178 estradiol. Asl, con el objetivo de encontrar un regulador
termosensible en el mecanismo de determinacion sexual cromosémica de las
aves, se analizé el efecto de distintos tratamientos de temperatura (34, 37 y
40°C) sobre la biosintesis de ésta hormona, en génadas de Galflus gallus, en
cultivo organatipico. Tratando de observar la produccion de la hormona en los
machos genéticos como un indicio de feminizacion o la no biosintesis en la
hembras genéticas como indicio de masculinizacién. Los resultados de ésta
investigacion, muestran que las hembras genéticas sufren una regulacion positiva,
dependiente de la temperaiwa y de la asimetria gonadal. Mientras que los
machos genéticos, son incapaces de producir esta hormona. Sugiriendo que la
determinacion sexual cromosdmica en el grupo, sélo permite la biosintesis de la
hormona en la condicion heterocigética ZW (hembras) pero que una vez que se
cumple esta condicidn, la termosensibilidad ocurre.




. Antecedentes

En 1981 en Berlin, se llevo a acabo la primer conferencia exploratoria con el
objeto de crear una nueva disciplina llamada Biologia Evolutiva del Desarrclio, en
la cual se pretende explicar, la evolucidon de los procesos y mecanismos de
regulacion ontogenética que se producen en [a formacion de las distintas
especies. Esto ha flevado al disefio de nuevos metodos de analisis comparativos
morfolégicos o moleculares donde se evalGa el grado de homologia de ia
informacidn presente en el genctipo y su funcion a lo largo del desarrollo entre las
distintas especies (Raff, 1996; Holland, 1998; Marin & Baker, 1998). Los métodos de
analisis son los siguientes:

1) Encontrar informacién {genes) homéloga en distintas especies

2) Encontrar algdn grado de similitud en los patrones de expresidn de los genes
durante en el desarrollo, de dos distintas especies

3) Demostrar {a conservacién de la funcién bioldgica, en donde se cbserva el
efecto de un gen particular en el contexto de otra especie

Un cuarto nivel de analisis, es el trabajo sobre los atavismos genéticos. Concepto
que implica, que en la evolucion de una especie, la pérdida de una caracteristica
no necesariamente implica ia eliminacién de toda la informacién. Esto hace
posible, inducir el desarrollo de caracteres eliminados en la evolucién de una
especie, como los dientes en el pico de un ave o el desarrollo de extremidades en
una serpiente, por la aplicacion ectpica de algunas sefiales necesarias en un
momento especifico en el desarrollo, ya que la informacién sigue en el genotipo
pero simplemente no es utilizada (Gould, 1995).

La presente tesis, se enfoca a éste dltimo nivel de analisis, en donde se pone a
prueba la existencia de un inductor termosensible en la determinacion sexual de
las aves, como sucede en el mecanismo termodependiente de los cocodrilos, dos
grupcs de arcosaurios, separados desde hace aproximadamente 250-300

miliones de anocs.




ll. introduccion

A) Gonadogénesis en las aves

La génada es el drgano encargado de la produccion de gametos en los
metazoarios e induce la diferenciacién de los dos fenotipos sexuales en los
vertebrados: el masculino y el femenino (Gilbert, 2000). Para el caso de las aves el
modelo de desarrolio mas estudiado es el del pollo, Gallus gallus, por lo que ia
informacion gue se da a continuacion se enfoca principalmente a este organisme.
El procesa de morfogénesis de esta esfructura en el desarrolio de los vertebrados
se puede dividir en ires etapas secuenciales: cresta genital, gonada indiferenciada
¥ génada diferenciada (Fig. 1).

Formacion de la cresta genital

Con esta fase, inicia la formacibn del primordio gonadal e involucra la
diferenciacion de los componentes somdticos de la génada desde el mesonefros y
ta migracidn de las células germinales primordiales {cgps), que son de origen
extraembrionario y posteriormente daran origen a los gamefos.

Componentes sométicos

La formacion de ia cresta genital en las aves ocurre al tercer dia de incubacion
(d.i.), como un engrosamiento de la regién ventral def mesonefros a ja altura de
los somitas 20 y 27 (Carlon & Stahl, 1985). La gbnada comparte el origen de su
desarrolio con la glandula interrenal, ya que de la parte dorsal del mesonefros
provienen las células de la corteza de esta glandula (witschi, 1956).

La cresta genital, es una region del mesonefros que se compone del mesotelio
(epitelic germinal), mesénquima (tejido conectivo) y cgps. En Gallus gallus, la
morfogénesis gonadal empieza a los 3 dias de incubacion (d.i.), con el
engrosamiento del mesotelio y la formacidon de trabéculas de células epiteliales
conectadas a las celulas mesenquimatosas. A los 3.25 d.i. se extiende una capa
pluricelular de células epiteliales formando una médula primitiva que proviene de
la formacion de los cordones sexuales desde el blastema mesonéfrico, aungue

algunos autores creen que su origen es el epitelio celomico v de céluias
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mesenquimaticas libres que cruzan un lamina basal y se infegran en el tejido
(Merchant-Larios, 1978; Carlon & Stahl, 1985). Se ha propuesto que los cordones se
conectan con fos corplsculos renales vecinos, danda lugar a la formacién de los
tibulos eferentes primordiales de la génada (primordios de los conductos de Waoiff
y Maller) (Witschi, 1956). A los 3.5 d.i. (90 hrs) se puede identificar a la génada
como un organo ajslado en la cavidad celdmica, formado de tres componentes, el
epitelio superficial o corteza, la médula primitiva o parie central y las cgps. Entre
la corteza y la medula aparece una lamina basal, indicando la separacion de dos
tipos celulares distintos y el establecimiento de interacciones celulares de corto
alcance {Merchant-Larios, 1978).

Células germinales primordiales

Las cgps, se hacen evidentes tanto en la médula primitiva como en el epitelio
germinal adonde Hlegan migrando por la arteria oftalomesentérica desde un area
extraembrionaria del blastodermo y se reparien de manera asimétrica de acuerdo
a la posicidn de la génada (Hardisty, 1978). A los 4 y 4.5 d.i (100-110 hrs), las
cgps se concentran en una relacidn corteza-médula de 1:.3.6 en la gdnada
derecha y de 1:4.71 en la izquierda en los machos genéticos. En las hembras
genéticas la proporcion de cgps, estd en una relacion corteza-médula de 1:2.67
en la derecha y 1:5.455 en la izquierda. Ast, la proporcion de cgps es mayor en la
gonada izquierda y ésta es mas marcada en las hembras que en los machos
{Limborg, 1988). Este fendmeno no se asocia con la diferenciacién sexual, ya que
la ausencia de cgps, mas que preducir modificaciones en la organizacion de los
tejidos, unicamente produce infertilidad (Merchant-Larios, 1978).

(Gdnada indiferenciada

La fase de gdnada indiferenciada, se establece a los 4.5 d.i. y se caracteriza por
la diferenciacién mdas marcada entre los dos componentes de la gonada y su
maduracion, ia médula (region interna) y la corteza (epitelio). En la primera, se
forman los cordones sexuales que se reficularizan y anastomosan en  una
matriz de estroma. Separada por la iAmina basal, la corteza izquierda prolifera y
se transforma en un epitelio cilindrico tmientras que en la corteza derecha la

proliferacion es menos activa y el epitelio es clbico {Caron & Staht 1985). A este
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fendmeno se le conoce como asimetria gonadal que es Gnico de la clase Aves y
hace que solamente el ovario izquierdo se desarrolie (Raymond, 1984).

Es importante mencionar que hasta los 6 d.i. (144 hrs) las cgps se encuentran en
la médula de la gonada indiferenciada y migraran hacia la corteza segin se
produzea la diferenciacidn sexual femenina o bien se incorporaran a los tibulos
seminiferos en el desarroilo de un testiculo.

Diferenciacion sexual

Esta fase se establece a los 6.5 d.i. y en ella, la génada sigue un patron de
diferenciacién de acuerdo al sexo genético del organismo.

Diferenciacién avarica

La formacidn del ovario se caracteriza por el desarrollo de la corteza de la gonada
indiferenciada mientras que fa médula primitiva (estroma y cordones sexuales)
detiene su desarrollo. En los 6.5 4., la corteza del ovario izquierdo se engruesa,
presenta células columnares estratificadas (prefoliculares) y progresivamente van
aparsciendo celulas esteroidogénicas. En cambio, Ia corteza derecha es un
epitelio ctibico que no prolifera, haciendo mas marcade el fenomeno de asimetria.
Alos 8 d.i. s6lo la gdnada iqu.iierda es funcional; la corieza del ovario izquierdo se
engruesa manteniendo su forma cilindrica y aloja a las ovogonias, mientras que
en el ovario derecho el epitelio se vuelve aplanado. A los 10 dias de incubacion
aparecen las células prefoliculares en la gbnada izquierda {Carion & Stahl, 1985).
Se han reporfado experimentos donde la ablacidn de la génada izquierda en
hembras promueve la diferenciacion de la goénada derecha en un testiculo. Esto
se atribuye a que la médula de la génada no ha degenerado del todo y que la
medula derecha si es capaz de desarrollarse (Merchant-Larips, 1978).

Diferenciacion testicular

La diferenciacion del testiculo, se produce principalmente por el desarrollo del
esiroma y los cordones sexuales que conforman la medula primitiva. Alos 8.5 d.i,,
las células que conforman los cordones, empiezan a diferenciarse en células de

Sertoll, que alojaran y se encargaran de la maduracidn de las espermatogonias
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{cgps). A diferencia de o que ocurre en la diferenciacién ovarica, ambos testiculos
se desarrollan. )

Alos 8 di. (192 hrs), los cordones sexuales se han separado de la corteza e
inician su maduracion en tibulos seminiferos. El epitelio gonadal degenera mas
marcadarnente en fa gdnada derecha que en la izquierda y no se presentan
células esteroidogénicas (Carlon & Stahi, 1985).

Después de que estos eventos han ocurrido, los programas de diferenciacion se
han establecido, originande una serie de cambios y relaciones entre las distintas
partes del cuerpo, que conforman e! fenotipo sexual. Por ejemplo, como se
menciond anteriormente, la génada masculina induce la degeneracion de los
conductos de Muiler, que son el precursor de los oviductos, Gtero y el fercio
superior de la vagina en los mamiferos (Gilbert, 2000). Ademas de que se ha
planteado, que la gdnada establece una relacién de sefiales con el sistema
nervioso cenfral, mediante el eje hipotalamo-hipdfisis-génada confrolando la
diferenciacion sexual somética y conductual en el organismc (Pedernera et al.,
1999).

9



sarrollo de ia génada en las aves 1A cresta genital, 18 ganada indiferenciada,
y 1D testiculo. M=médula; C= cortéza; CGP= células germinates pnmordiales,

sngquima. Tomado de Vilalpando § (sin publicar)

—




B) Mecanismo de determinacién y sefializacién sexual

La determinacion del fenotipo sexual, se produce por dos procesos ontogénicos
relacionados, la determinacién sexual primaria y la determinacion sexual
secundaria. La primera se produce por la expresion de ciertos genes especificos
del sexo que establecen la determinacidn de la génada indiferenciada v en la
segunda, la determinacién de la gbnada implica fa produccion de homonas
esteroides que constituyen las sefiales celulares que dirigen la diferenciacion del
fenotipo somdatico (Gilbert, 2000). Ambos procesos se encuentran estrechamente
relacionados, ya que a lo largo de ta cascada de expresidn de los genes en la
determinacion sexua! primaria, se expresa fa maguinara de la sefializacion
hormonal, estrégenos en las hembras y andrégenos y AMH en los machos. A
diferencia de los mamiferos, la sefalizacion hormonal en las aves parece tener un
papel mas importante en la determinacion sexual primaria, ya que es posible
inducir la reversion sexual, por la administracion eciépica de las hormonas
esteroides sexuales, en la etapa de desarrollo en que se inicla la diferenciacién
saxual, desde los 6.5 y 8 d.i. en Gallys gallus (Burns, 1961).

Enlasavesy lbs mamiferos, la determinacion sexual primaria se establece desde
ta fecundacion, ya gue su genotipo es portador de los cromosomas sexuales. A
este mecanismo, se le conoce como deferminacion sexuat genética 6 GSD (de
las siglas en inglés, Genetic Sexual Determination) y funciona con el siguiente
principio: la condicidn homocigofica de un cromosoma determina un sexo y Ia
condicién heterocigbtica determina at otro sexo. En las Aves el macho es
homdcigotico {(ZZ) y la hembra es heterocigdtica (ZW), mientras que en los
marmiferos e macho es heterocigdtica (XY) y la hembra es homocigdtica (XX)
{Cooke & Buckley, 1987, Raff, 1996). De este modo, si la condicion cromosdmica,
implica un genotipo distinto, es decir distintos programas genéticos involucrados,
en la informacién de la morfogénesis y la diferenciacién gonadal, podemas
distinguir tres programas de regulacion de genes. Un “programa inicial”, indistinto
entre machos y hembras, que establece el desarrollo de fa génada indiferenciada,
un programa que induce a la masculinizacion y otro que induce la feminizacion.
Es decir que hay genes contenidos en los cromosomas relacionados a la
formacion de la génada y otros relacionados a la determinacion sexual (Fig.2).
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Cresta Genital = w-ee————— Sonada Indiferanciada

Fig. 2: Los patrones de diferenciacicn son los mismaos hasta los 8.5 d.i. donde aparecen
las variantes especificas del sexo genético.

Determinacion sexual primaria, los genes determinantes del sexo
Mediante el analisis molecular de Ja embriologia gonadal, se han identificado una
serie de genes que se encienden de forma particular durante el desarrolio vy la
diferenciacion de la gdnada de las aves, principaimente el pollo (Gallus gallus}.

Genes de la gdénada indiferenciada

Wt1 {Factor Tumoral de Wilm)

Es un gen autosdmico formado por 10 exones gque codifican para una profeina
rica en prolina/glutamina y con cuatro dedos de zinc en la region proxima al grupo
amino tferminal. Produce cuairo isoformas que se expresan en tejidos como el
rifiGn, cresta genital, génadas fetales y mesotelio. En los mamiferos, la falta de
expresion de dos de las isoformas, estd asociado con el sindrome de Denys-
Drash que implica malformaciones urogenitales. La delecidn del gen, produce la
agenesia de rifiones y gonadas causada por la degeneracion de estos organos
durante ia embriogénesis. En las aves se ha localizado desde la fase de gonada
indiferenciada en ambos sexos, por lo que se piensa que participa en la formacion
de ia cresta genital y en el mantenimiento de la génada indiferenciada (Vilain &
McCabe, 1998; McElreavey & Fellous, 1997; Smith et a/ | 1999).




Dax1

Es un factor de transcripcion que pertenece a la superfamilia de los receptores
nucleares huérfanos de hormona (sin ligando conocido} ya que su transcrito
presenta en el carhoxilo terminal un dominio de unidn a un liganda tipico de esta
familia. En los mamiferos tiene una mayor expresién en las hembras, pero en
Gallus gallus, el patron de expresion es el mismo en machos y en hembras, per lo
que su funcidén como factor feminizante no es aplicable para este grupo, pero se
piensa que pariicipa en fa formacion de la gonada (Westem ef al,, 2000; Vilain &
McCabe, 1998; McEireavey & Fellous, 1997; Smith ef al., 1999).

Sf1 (Factor estetoidogénica 1)

Este gen también pertenece a la superfamilia de los receptores nucleares
huérfanos. Se considera determinante en la formacion de la génada debido a que
su delecién (en ratones fransgénicos) provoca fa agenesia del nlicieo ventro-
medial del hipotalamo, gonadas y glandulas adrenales. Su expresidn ocurre en el
tejido esteroidogénico como la corteza adrenal, células de Leydig y Sertoli en el
testicuio y las células de [a teca en el ovario en los mamiferos (McElreavey &
Felious, 1997). Se piensa que inferviene en la sefalizacion de estercides de la
diferenciacion sexual. En las aves el gen se expresa en ambos sexos desde la
fase de cresta genital pero disminuye en machos durante la diferenciacion sexual,
en una modalidad inversa a como ocurre en mamfiferos (Smith, ef al., 1999).

Genes de la fominizacion

Aromatasa (P450arom}

P450arom es un citocromo que ufiliza al NAD+ como cofactor y sintetiza
esirégenos por la aromatizacidn de los andrégenos. Su expresién ocurre en el
momento de la diferenciacidbn y esta ligado a la feminizacién, aungue se ha
observado una produccion escasa en el testiculo. Su expresidn es asimétrica en
los ovarios, se expresa en la médula de ambos y dnicamente en la corteza del
ovario izquierdo {(Abmawanto, ef al, 1996; Nakabayashi, et al, 1898; Yoshida, &f al,
1996; Andrews, et g/, 1997; Clinton & Haines, 1599, Villalpando, et al., 2000).
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Er {Receptor de estrogenos)

Codifica para una profeina nuclear especifica que tiene como ligande a los
estrégenos y se cree que actlia como factor de franscripcién. El transcrite se
detecta en etapas previas y posteriores a la diferenciacién sexual, en la corteza
del ovario izquierdo y ta médula de ambos ovarios. Por lo que, dado que su
expresién ocurre antes de la aromatasa, se piensa gue posee una funcion alierna
a la respuesta a los estrégencs, hasta ahora desconocida (Gilbert, 2000; Smith et
al., 1999; Nakabayashi, et al., 1998, Andrews, et al., 1997).

Genes de la masculinizacion

Dmrt1

La p'roteina para la cual codifica, posee un dominic DM identificado en los
reguladores sexuales doublesex de Drosophila melanogaster y Caenorabditis
elegans; por lo gue se propone que tiene ta funcidn de factor de transcripcion. E!
dominic posee cisteinas, histidinas y quelatos de zinc caracteristicos, que le
confieren {a capacidad de interactuar gon el DNA. En las aves se localiza en el
cromosoma Z y se ha visto que su expresion es mayor en el sexo homocigotico
(£7). Se expresa en la génada desde la fase de cresta genital, antes de la
diferenciacion sexual (Raymond ef al, 1999).

Sox$9

Es un gen autosémico con un dominio HMG, que pertenece a la familia de genes
asociados al Sry. Estd relacionado con los procesos de condrogénesis vy
determinacion sexual y las mutaciones en é&f, flegan a producir malformaciones en
el esqueleto y reversion sexual parcial o total, conocida en humanos como el
sindrome de displasia campomélica. Su expresidn es exclusiva para la
masculinizacion de la génada indiferenciada y ocurre en el momenio en que
empieza su diferenciacion hacia testiculo, La expresion def SOX9 ests relacionada
con la diferenciacion de células de Sertoli que son consideradas células clave en
la diferenciacion sexual, ya que producen hormona inhibidora de los conductos de
Maller (AMH) y que son las encargadas de alojar y madurar a las

espermatogonias en ios tubos seminiferos. Sin embargo, en las aves el gen se
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expresa después que la produccion de AMH por lo que su papel como gen
inductor de esta hormona no es claro (Marshal & Graves, 1998; Kent, ef al, 1996;
Bergstrom, st al., 2000; Lovell- Badge & Hacker, 1995; Western, et al., 1999; Morais-da-
Silva, ef al., 1996; Foster ef al., 1994; Wagner et a/,1984; Emmanuelle ef al., 1998).

Amh (Hormona Inhibidora de los conductos de Muller)

Es un gen aulosémico de la familia de tos TGF-B y produce una glicoproteina de
560 residuos de aminodcidos. Esta hormona, constituye una de las sefiales
principales de fa masculinizacion, ya que reguia la degeneracion de los conductos
de Muller, que d=ran origen a los oviductos, el Gtero v e cernvix. La hormona esta
asociada a la masculinizacidn en los mamiferos, en donde ha mostrado tener un
promotor asociado al Sf1 y al SrY {Haqq, ef al, 1994; Shen. of al, 1894). Sin
embargo, en las aves, aun no se ha encontrado un homaiogo al Sry vy el Sf1 es un
gen asociado a la feminizacion.

Desde la etapa de génada indiferenciada, Amh, se expresa en machos y también
en las hembras aungue en menor cantidad. En las hembras, se expresa antes de
la diferenciacion produciendo la regresién del conducto de Miller derecho

(Western, ot al., 1999; Yvette ef al., 1996; McKeown,1994; Rashedi & Maraud, 1987;
Hutson, et al., 1981; Emmanuelie ef af,, 1998).

P45017a hidroxilasa

Su proteina participa en la hidroxilacion de la pregnenclona, que constifuye el
primer paso de la biosintesis de andrégenos (Morato,1979a ;Morato 1979b). La
expresion de aste gen, ocurre desde los 5 d.i. en ambos sexos y se mantiene al
menos hasta los 9 d.i. {Abinawanto, ef af, 1996, Smith, of al., 1999).

De este modo, como se observa en la fig. 3, la informacién obtenida hasta ahora,
muestra que el programa gendtico de la feminizacion, parace estar en tomo a la
biosintesis de estrogenos por la aromatasa y el receptor de esta hormona. En
cambio, en el programa de masculinizacion, existen dos senales: la produccion de
la hormona antimulleriana, regulada por SOX8 y la biosintesis de andrdgenos pot
P45017¢ hidroxitasa.
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= muestran los genes responsables de la determinacion sexuatl y las hormenas

s sexuales, androgenos y estrogenos.

tesis de esteroides sexuales, primeras sefiales de la

Tinacion sexual secundaria

e mencionéd anteriormente, la faminizacién ocurre con la expresion de la
sa la cual es responsable de la transformacion de testosteronz a
108, producida previamenie en la fase de la gonada indiferenciada por la
. hidroxilasa, encargada de producir testosterona a partir del colesteroi
4}

monas esteroides, son moléculas hidrofobicas pequefias, derivadas del
ol y que se solublizan en el medio extracelular al unrse a moléculas
doras Al llegar a la célula blanco. la hormona se une a receptores
cos en el cioplasma o el ndciec y una vez gue {os han activado. estos se
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pueden unir directamente al DNA o asociarse con factores de transcripcion,
promoviendo fa expresidn de otros genes gue se reflejan en una respuesta celular
{Alberis et al., 1998).

Hormonas esteroides sexuales

En €l tejido esteroidogénico, la biosintesis de las hormonas esteroides empieza
con el colesterol que proviene principalmente del torrente sanguineo, de la
sintesis hepatica v de la biosintesis a partir def acetato. Para ser incorporados
dentro de ia célula, se deben unir a complejos lipoprotéicos de alta y baja
densidad (HDL y LDL, respecfivamente)} y una vez en el citoplasma, son liberados
para ser uliizados o almacenados en forma de éstetes, formande gotas lipidicas
en el citoplasma. El catabolismo de ésta molécula ocurre dentro de la
mitocondria, donde es hidroxilada en los carbonos 20 y 22 por la accion de la
desmolasa, preduciendo a la pregnenolona. Dentro de la gonada, 1a siniesis de
las hormonas esiercides ocume desde este precursor de manera especifica del
sexo (Morate, 1979a).

Andrégenos

Los andrégenos son hormonas preferentes de la masculinizacidon aun que su
biosintesis no es exclusiva de los machos. Se clasifican en dos tipos: adrenales
{androstendiona, 11B-hidroxiandrostendiona y  dehidroepinadrosterona) vy
tesficulares (testosterona).

La biosintesis de testosterona ocurre de la siguiente manera: un compigjo de
hidroxilasas y una desmolasa, transforman al colesterol en 5-pregnenolona, que a
gracias a la A’-A*isomerasa y fa 3p-hidroxideshidrogenasa puede ser
transformada en progesterona. Estas dos moléculas (pregnenolona vy
progesterona) sirven de sustrato a la P450 17q-hidroxilasa para producit 17c-
hidroxiprogesterona y 17o-hidroxipregnenolona. Que serviran de sustrate a la
17,20-desmolasa para producir dehidroepinadrostercna y 4-androstendiona. Esta
ultima se reducira en su carbono 17 produciendo testosterona en una reaccién
catalizada por la  17f-hidrodeshidrogenasa. La dehidroepiandrosterona sera
isomerisada en sus carbonos 5 y 4 por la A>-A-isomerasa y posteriormente

reducida per la 3p-hidroxideshidrogenasa generando testosterona (Fig. 4).
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Estrogencs

Estos se consideran como las hormonas esteroides de la feminizacion. Derivan de
la androstendiona y la testosterona por Ia aromatizacion de uno de los tres anillos
aromaticos de los andrdgencs, gracias a la accion de la epzima aromatasa.
Existen dos tipos de estrégenos: la estrona, derivada de la 4-androstendiona v ¢!
estradiol que se produce de la iestosterona. Esta Gltima constituye el compuesto
mas activo de los esirdgenos (Baulieu & Kelly, 1990; Weniger, 1991).

La teorfa mas aceptada para explicar el fenémeno de la diferenciacion sexual en
los vertebrados, es la teoria cuantitativa de! balance. En donde se propone gue
las homionas de la masculinizacidn (andrdgenos) y de la feminizacion
{estrogenos) estan presentes en ambos sexos, pero es la proporcion relativa de
elios la que induce la masculinizacion o Ia feminizacion (Woods & Erton, 1978;
Bogart, 1985). Esta teoria se apoya en la potencialidad de un sexo (testiculo u
ovario) para formar el ofro. Como se menciond anteriormente, la expresion de
P4501 7o hidroxilasa muestra que los andrgenos participan en ef desarrollo de
ambos sexos y que en las hembras, en la etapa de determinacion sexual (6.5 d.i.),
cuando inicia la feminizacion, la aromatasa biosintetiza a los estrégenos a partir
de los androgenas.
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Fig. 4: Biosintesis de las hormonas esteroides sexuales a partir del colesterol.
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C) Evolucion del mecanismo de determinaciéon sexual de {as

aves

Mecanismos de Determinacion Sexual

En los tres grandes grupos de amniotos (Replilia, Aves y Mammalia}, podemos
encontrar distintos mecanismos de determinacion sexuat de acuerdo al factor gue
lo regula. Podemos encontrar mecanismos genéticos de determinacion sexual
(GSD de Genetic Sex Determination) en donde el sexc se establece desde Ja
fecundacior como en el caso de las aves y los mamiferos; o bien mecanismos
ambientales (ESD de Environmental Sex Determination) en los cuales el sexo del
individuo es determinado por un factor ambiental en las condiciones de
incubacion. El factor mas importante en este tipo de sistemas es la temperatura,
por lo que a veces se refiere a él como mecanismo termodependiente de
determinacion sexual (TSD de Termodependent Sex Determination) (Janzen &
Pautskits, 1991). La gran diversidad de formas para determinar ef sexo y su
distribucion en los distintfos grupos de amniotos (Fig 5), muestra que a pesar de
regular algo tan importante en la reproduccién sexual, estos han evolucionado
rapidamente y de manera polifilética. De tal forma que los mecanismos genéticos
XY y ZW no son necesariamente homologos (Raff, 1996; Marin & Baker, 1994} y
ser& necesario ubicar a los grupos mas proximos a las aves.

Ubicacidn filogenética de Aves

A pesar de que se considera al grupo Aves como un taxon aparte, los andlisis
filogenéticos muestran que esta muy emparentado al taxon Reptilia, y se ubica
dentro del mismo en el linaje de los diapsidos, en el grupo de los arcosaurios. El
grupo actual mas cercane a las aves es Crocodyllia y se piensa que divergieron a
mediados del periodo Jurdsico (MacFarland, ef a/,1977). En este periodo, ef origen
de fas aves se ubica con el género Archeoptenx (Qiang, ef al., 1998; Chape, 1995) y
los analisis paleontolégicos sohre el crecimiento y la fisiologia, indican gue
existieron cambios fisioldgicos importantes, como un aumento en la tasa de
desarrollo y la aparicion de las plumas como aislante térmico (Chiape, 1985).




Asi, se piensa que el mecanismo de determinacion sexual de las aves tiene
mayor similitud con el de los cocodrilos, que con el de los mamiferos, aungue
ambos sean del tipo GDS (Fig. 5).
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Fig. 5: Esquema de los grupos actuales de amniotos y los linajes en su evolucion. Se
muestran los distintos mecanhismos de determinacién sexual descritos por Janzen &
Pautskits (1991). T= Todos los mecanismos (XY, XXY, X0, ZW, ZZW 2Ww), TsD =
Mecanismo ambiental de determinacién sexual, Modificado de McFartand ef af., (1977).



El Sistema de Determinacion Sexual Termodependiente (TDS) en

Crocodylia

Los cocodrilos fienen cromosomas homamdrficos, es decir, que no existen
cromosomas morfoidgicamente distintos enire un sexo y ofro. El mecanismo de
determinacion sexual en este grupo es del fipo TSD, lo cual implica que a una
femperatura de incubacion especifica en un momento del desarrollc conocida
como periodo termosensible de determinacién sexual, se produce ia
determinacion de un fenotipo sexual particular. Asi, en los estudios realizados con
Alligator missisippiensis, la femperatura masculinizante es de 33-34°C vy ia
temperatura feminizante es de 30°C (Simith & Joss, 1993). Aunque se ha reportado
que temperaturas arriba de los 35°C, praducen el 85% de hembras pero arriha de
esta temperaiura la mortalidad de los embriones aumenta dramaticamente (Wiliow
et al, 2001). La diferencia entre las femperaturas, produce un desarrollo
asincronico entre los sexos, en los machos el desarrollo completo dwa 64 dias y
en las hembras 72 dfas. La diferenciaciéon ovarica ocurre a los 40-45 dias y la
diferenciacion de testiculo a los 28-32 dias (Fig. 6).

72 dias
36°C
(feminizacién)

40-45 d.1., Infelo de Ia
diferenciation ovérica.
Gdnada
Indifersnciada

62 dias
33°¢
{masculinizacién)

1 28-32d.1, Iniclo de la
i diferenclacién testicular,

25dl.

Fig. 6 Se representa la diferencia en el tiempo de desarrollo de A. mississippiensis a
temperaturas feminizantes y masculiizantes. los tiempos en que inicia la diferenciacion
sexuat son también distintos.
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Es importante mencionar que a pesar de que la determinacion sexual se
establece por la influencia del medio, la susceptibilidad al medio es una
caracteristica heredable y reproducible.

Los analisis molecutares enfocados al mecanismo de los cocodrilos, muestran
varias similitudes con el de las aves que no comparten con los mamiferos. El gen
SF1 esta asociado a la feminizacion, Dax1 no muestra preferencias por un sexo y
la Amh se expresa antes que Sox8 (Westem, et al., 1999; Western, et al., 2000). En
este sistema e ha reportado que la aromatasa no participa en la determinacion
sexual pero si en la diferenciacion ovérica. Es decir que una vez que la
temperatura ha establecido la feminizacion en el periodo termosensible, se
produce un aumento en la biosintesis de 17-p estradiol (Conley, et al., 1997; Pieau,
1999; Willow, et al., 2001). Los trabajos sobre el TSD de este y otros repfiles, han
mostrado que la feminizacion se debe principalmente a ia biosintesis de esia
hormona y la masculinizacion a los efectos de la testosterona y a la regulacion
positiva de Amh por Sox@ (Crews, 1993, 1994; Crews, et al., 1994; Western, ef al.,
2000)

Evolucidn del sistema ZW

Como se menciond anteriormente, los sistemas de determinacién sexual ZW de
las aves y TSD de los cocodrilos se encuentran estrechamente emparentados, y
se ha propuesto al mecanismo TSD como sistema ancestral del ZW (Janzen &
Pautskits, 1991, Smith & Joss, 1993). Uno de los principales argumentos que apoyan
esta idea, proviene del hecho que los cocodrilos presentan cromosomas
homomodrficos y el desarrollo del cromosoma heteromérfico (W) deriva de la
degeneracién de uno de los cromosomas. La evidencia de esto es la existencia
de secuencias pseudoautosomales entre el cromosoma Z y el W, que no llevan a
cabo el intercambio de alelos durante |2 meiosis (Graves & Reed, 1993; Marin &
Baker, 1994). Siguiendo este razonamiento, se ha planteado que en los sisternas
ZW, donde 1a condicién heterocigética es la feminizacién, et cromosoma W es un
inductor del complejo aromatasa que cambia la balanza androgenos/estrogencs
(afe) hacia la diferenciaciéon ovarica. Por lo que, en una forma general, la

evolucion del sistema TSD al ZW implica la adquisicion de un inductor de la
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aromatasa sobre un sistema termodependiente (Bogart, 1987) vy no
necesariamente ia eliminacion del inductor termosensible.

Por otro lado, fa evolucién TSD al GSD implica una serie de cambios importanties
en la biologia del grupo, es decir que existen caracteristicas ecofisiclogicas
asociadas al TSD que tuvieron que cambiar con la aparicion del cromosoma W.
En repfiles con TSD se han propuesto al menos tres hipdtesis para explicar las
ventajas adaptativas de este mecanismo de determinacion sexual (Shine, 1999):

1) El TSD persiste en los organismos por efectos de inercia filogenenética, es
“gcir que constituyen un caracter sin significado adaptativo.

2) EITSD evita la endogamia al producir nidos con un sélo sexo, si los fugares
de anidacion se mantienen en los grupos familiares como ocurre en
erganismos con filopatria.

3) El TSD esta asociado a la adecuacion diferencial, es decir que un sexo
presenta mayor adecuacion en ciertas condiciones relacionadas a la
incubacién, come la temperatura.

Asi, se sugiere que la aparicion del cromosoma W en un sistema reptiliano,
implico en cierta ferma la independencia de la determinacion sexual de un factor
como la temperatura de incubacion y por tante modificaciones en la ecofisiologia
aviar. Por otro lado, si pensamos en una pablacién con TSD donde ta proporcién
sexual es 1:1 y en una fraccién de esta se degenera un cromosoma que se vuelve
capaz de determinar el sexo femenino, independientemente de la temperatura.
Entonces se produciria un sesgo en la proporcién sexual en favor a tener mas
hembras, dado que unos lo hacen independientemente de la temperatura y otros
lo siguen haciendo por la temperatura. De este modo, con un razonamiento
simplista y sin considerar ofras modificaciones en la biclogia de la poblacién,
parece logico pensar que el cambio TSD al ZW frae como consecuencia
modificaciones relacionadas con la proporcion sexual y a su vez con fenémenos

relacionados a esto como la seleccidn sexual (Clutton-Brock, 1991)




ill. Planteamiento del Problema

De los antecedentes expuestos, podemos proponer que el mecanismo de
determinacién sexual de ‘as aves proviene de uno termodependiente,
probablemente parecido al de los cocodrilos. En los que de manera genheral, la
feminizacién se produce por un aumento en la biosintesis del 17p-estradiol y ia
masculinizacién por ia produccion de andrégenos y AMH.

Por otro tado, el cambio TSD al ZW es parte de una serie de inovaciones
importantes durante el Jurasico, como la adquisicion de plumas y el aumento en
ja tasa metabolica, que permitieron la endotermia en el grupo de las aves. De tal
forma gue al cambiar del mecanismo TSD al ZW esto significd evitar la
termosensibilidad en la biosintesis del 17p-estradiol, lo cual pudo haber ocurrido

de dos formas:

1) Enmascarar la termosensibilidad de la magquinaria feminizante en las aves por
efectos de la endotermia y otros mecanismos de aislamiento térmico. Por lo que
podriamos encontrar esta capacidad como un atavismo genetico.

2) Eliminar la termosensibilidad por su incompatibilidad con el sistema, ya que de
no ser capaz de mantener la temperatura interna del embrion en un intervalo
adecuado, entonces mantener la termodependencia del sistema, constituiria un
problema en funcién de que se podrian producir fenotipos sexuales revertidos.

De aste modo, en la presente investigacion se exploré la primer alternativa, dado

que la segunda puede ser inferida si el atavismo genético no existe.
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IV. Objetivo e hipdtesis

Objetivo

Probar de manera experimental, la existencia del inductor termodependiente en el
proceso de determinacion sexual en las aves, usando como modelo a Gallus
gallus de la cepa White Leghomn.

Objetivos particulares

1) Determinar si la produccion de 178 estradiol, es afectada por la

temperatura de incubacion en hembras genéticas.

2) Establecer si un macho genético es capaz de producir 17p estradiof al

variar ia temperatura de incubacion.

Hipoiesis

Dado que la evolucion del mecanisma de determinacion sexual TSD a uno ZW
puede implicar la existencia de un inducior termodependiente, que regule la
cascada de feminizacién en las aves, en particular la actividad de la aromatasa.
Entonces sera posible invertir el sexo de la génada de las aves, al ser cultivadas a
distintas temperaturas, en un periodo critico de la diferenciacion sexual.

Asi, si la fermosensibilidad en el mecanismo existe y es parecida al de A.
mississippiensis, una variacion de +/- 2 °C sera capaz de feminizar a los machos
genéticos y por tanto produciran 17B-estradiol. De igual forma, esto sucedera con
las hembras genéticas y se predice una disminucidon en la produccion de la
hormona a una temperatura especifica.
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V. Material y Método

Se incubaron huevos fertilizados de Galflus galfus (White leghorn) libres de
patogenos de la granja ALPES, durante siete dias a 37.5°C y 80% de humedad.
La edad de los embriones se estandarizé para el estadio 32 de acuerdo a la tabla
de Hamilton y Burger (Apéndice 1, fig.7). En este estadio el proceso de
diferenciacién ha iniciado y es posible mantenerio en cultivo organotipico {Jordanov
& Angelova, 1984). Posteriormente se extrajeron y cultivaron las gonadas de los
embriones en condiciones de esteriidad, dentro de una campana de flujo laminar
marca VELCO. El cultivo organotipico se realizé colocando a la gonada en un
filtro millipore de 0.2 pm flotando en 0.5 ml de medio M189 suplementado
{Apéndice 2), en un pozo estéril de 1 cm de diametro. Se cultivo asi durante cinco
dias dentro de una estufa con 5% de CO. y 80% de humedad a distintas
temperaturas de ocultivo de acuerdo al tratamiento a probar (variable
independiente) que podian ser: 34, 37 0 40°C.

Se realizaron 250 cultivos en total (83 cultivos por tratamiento), al términe de los
cuales, se colectd ef medio de cultivo. Los cultivos se agruparon de acuerdo al
sexo genético, la posicion de la génada (izquierda o derecha) y al tratamiento de
temperatura. Cada tratamiento de temperatura quedé representado por dos
grupos de seis individuos para obtener el volumen necesario para la cuantificacion
de 17p estradiol, mediante un andlisis radio inmuna-ensayo con "2l (Apéndice 3),
la cual fue la variable dependiente.

En el caso de los machos genéticos no fue posible hacer los grupos anteriormente
descritos ya que la poblacién de 250 cultivos present6 Gnicamente el 17% (= 43
cuttivos) de machos genéticos. Por lo cual se opté por hacer dos para grupos cada
tratamiento de temperatura cada uno de seis cultivos, sin importar el lado de la
gbnada, esto se hizo considerando que datos preliminares mostraban valores de 0
pg/mi de 17 estradiol.

Para establecer si los datos mostraban diferencias estadisticamente significativas
entre los distintos tratamiento de temperatura. Se realizd un analisis de varianza
(ANOVA de una via), para cada categoria. Posteriormente, se realizo una prueba
Multi-Rango basado en la prueba de la diferencia menos significativa de Fisher,
que permite distinguir cual de fos tratamientos es distinto respecto a los demas. Lo

anterior se realizé con el paquete estadistico Statagraphics Plus 5.0.
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El sexo de los embriones, fue determinado por ia deteccion del cromosoma W,
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), de acuerdo a M. Clinton
en 1994 (Apéndice 4, fig. 8) usando tejido somatico de cada uno, colectado durante
la extraccion de las génadas.

Con el fin de excluir los cultivos no logrados, después de cada cuitivo se realizé
una prueba de viabilidad celular mediante una tincién con azul de tripano al 0.2%
en solucion salina al 0.7%, que es un colorante gue se incorpora exclusivamente
a las céluiss muertas. De es*z mado se eliminaron del andlisis a todos los cultivos
que presentaron alguna tincion (Apéndice 5, fig, 9). Para observar la condicién
histoldgica de las gonadas cultivadas se realizé un andlisis histologico de para
cultivo a 37°C (Apéndice 6, fig.10).
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tincion vital con azul de
Tripano.

Deteccion del
cromosoma W por
PCR.

l

génada.

Formacion de 2 grupos para cada
tratamiento, cada uno con el medio de 6
cultivos, sexo genético y lado de fa

N

por RIA %,

Cuantificacion de 175 estradio] en el medio de cultivo,
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sultados

ansversales de gonadas izquierdas
en cultivo organotipico a 37 °C. Se
fa méduia (M) y la corteza (C) en
i6n cromosomica (A) ZZ v (B) ZW.
;za €5 mas abundanie en las
(ZW) que en los machos (ZZ).

is histologice (Fig. 10) muestra ta condicidon de las gonadas cultivadas a
n donde se observa, que si bien se ha mantenido la integridad
pica, al presentar corteza y medula, el desarrollo no concuerda con una
de 12 dias (7 di + 5 dias en cultivo). Este es, que las génadas
was (Z2) y femeninas (ZW) presentan ambos componentes (corteza y
como si se tratara de una génada indferenciada o en inicio de su

acion a diferencia de I reportago por Jordanov & Angelova en 1884,



Produccion de 178 estradiol vs. temperatura

Qvario derecho

17p estradiol detectado en el medio de cultivo (pg/mi)
Temperatura| Grupo1 | Grupo 2 | Promedio | Varianza |Desviacién
{°C) {pg/mi) {pg/ml) {pg/ml) Estandard
34 1.21033064/0.79905847/1.00469456]{ 0.0845724 10.28081334|
37 1.78448417]2.1702648611.977374510.07441337[0.27278814
40 D 48140259 2.3379392 P 409670890.01029087/0.10144393

El ANOVA realizado para esta categoria muestra diferencias significativas ( F=

18.35, P=0.0208) indicando que la produccion de 17p estradiol se comporta de
manera dependiente de ios fratamientos de temperatura probados con un 85% de

confianza.

La prueba de Multi-Rango mostrd las siguientes diferencias entre los distintos

tratamientos:

Comparacion entre los Diferencia +/-
fratamiento
34 vs37°C -0.97268 * 0.755961
34 vs 40°C -1.40498 * 0.755961
37 vs 40°C -(0.4332 0.755961

* = Las diferencias entre las medias son estadisticamente significativas con un

95% de confianza

Lo cual muestra que el tratamiento estadisticamente distinto con respecto a los

demas, es el de los 34°C.




Ovario izquierdo

17p estradiol detectado en el medio de cultivo {pa/ml)

Temperatura| Grupo 1 Grupo 2 | Promedio | Varianza [Desviacion
(°C) {(pgimi) {(pg/ml) {pg/ml) Estandard
34 0.76194801{0.81158842 | 0.78676821 0.00123208 | 0.03510107
37 2.00817275 | 1.29720273 | 1.65268774 |0.25273918 | 0.50273172
40 3.021282516.35604474(5.13911362 | 2.96623108 | 1.72227105

(F= 9.88, P= 0.0478) Se considera que la produccion de 17p esiradiol es
dependiente de ia temperatura con un 95% de confianza.

Mutti-Rango:
Comparacion entre Diferencia +-
tratamientos
34 vs37°C -0.86592 3.29718
34 vs 40°C -4.35235 * 3.29718
37 vs 40°C -3.48643 * | 3.29718

* = | as diferencias entre las medias son estadisticamente significativas con un
95% de confianza.

A diferencia de lo observado en el ovario derecho, no hay diferencias entre el
tratamiento de los 34 y los 37°C; y el tratamiento mas significativo en el analisis es
el de los 40°C.

Testiculo

Tratamiento (°C} | 17p estradiol detectado en el
medio de cultivo (pg/mil)
34 0
37 0

40 0




B)

47B Estradict {pg/ml}

- -
40
Temperatura [°C} Temperatura {°C)
stradiol == max - mn ]
dio ~——tendencia |

ntesis de 178 estradiol vs. Temperatura
an ta concentracién de la hormona (pg/mi) detectada en el medio de cultivo de
s de ovario derecho vy el efecto positivo en la biosintesis de 12 hormiona con

 la temperatura. &) ovario derecho, B} ovario izquierdo.

das de hembras genéticas, muestran se comportan de manera distinta
n de la temperatura de acuerdo a los andlisis probades. En el caso del
juierdo {Fig. 11-A} la cantidad de 17b estradiol producido aumenta con
a la temperatura pero este se vuelve 0 de acuerdo al andlisis de
o, que indica que no hay diferencias significativas entre el tratamiento de
| de 40°C . En cambio para ¢l caso del ovario zquierdo (Fig. 11-B) se
un aumento importante en el tratamiento de los 40°C, en donde se
 cantidad de hormona con respecto al producido a los 37°C,

Lok
for




Comparacién de las
s (pgfmi vs. °C)

aran  las  tendenclas
en la produccion de
s de fas tres categorias,
fres tratamientos de
a.

17p estradiol en el medio de cuitlvo {pa/ml)
L5

33 34 35 3% 3 3® I/ 40 M
Temperatura (°C)
~—o— Testiculo ~ 4 — QOvaric izquierdo
—a— Ovario derecho
— i P

observa en lafig. 12, al comparar los promedios, entre el ovario derecho
arda, ia tendencia es similar en los intervalos de 34 a 37 °C, pero a los 40
nta en el ovarie izquierdo mientras que en el derecho se mantiene
_a cantidad de hormona producida promedio a 40°C es de 5.13 pg/m en
izquierdo y de 2.41 pg/ml en el ovario derecho lo cual indica un
ta del 100% para este tratamiento.




VIl. Discusion

En la presente investigacion, se evalud el efecto de la temperatura en la
biosintesis de 17p estradiol durante la diferenciacién sexual de Gallus gallus,
tratando de encontrar una regulacion termedependiente en un perfodo critico de la
diferenciacion sexual, reflejando el mecanismo ancestral TSD en lasaves.

La primero que hay que considerar, es que de acuerdo con el andlisis histologico
(Apéndice 6 fig. 10) ia diferenciacién no se mantuvo en los cultivos, por io que el
experimento debe considerarse como un ensayo bioguimico y no como ia
continuacion del proceso de diferenciacion. A pesar de esto se obtuvieron datos
interesantes respecio a ia termodependencia en la biosintesis de 17p estradiol.
Los resultados obtenidos, muestran que en los distintos tratamientos de
temperatura, los machos no biosintetizan este estercide o lo preducen en
cantidades no detectables por la técnica de RIA. Lo cual nos lieva a pensar que
no es posible inducir la feminizacién de un macho en el intervalo de temperaturas
probado.

En cambio, los experimentos con hembras genéticas muestran que las gonadas
en cultivo son capaces de biosintetizar a la hormona en forma dependiente de ia
temperatura. Pero los ovarios en cultivo muestran distintos patrones de
medutacion, de acuerdo a su posicion (izquierda o derecha), io cual es una
prueba de que fa relacidon entre la temperatura y la biosintesis de Ia hormona no
se debe a un incremento de cinética enzimética por efecto de la temperatura, ya
que de ser asi, aun que la cantidad fuese distinta se obtendria el mismo
comportamiento.

Para el ovaric derecho hay un decaimiento en la actividad enzimatica al
acercarnos a los 34°C, pero a los 40°C no hay modificacion por ia temperatura.
Este dato es relevante ya que en los experimentos de reversion sexual en Gallus
gallus, se ha observado que el ovario derecho se diferencia en un testiculo
mientras que el ovario izquierdo forma una estructura denomirtada ovotesis,
donde coexisten estructuras ovaricas con testiculares (Merchant, 1978). Asi, este
fenomeno podria indicar la masculinizacion del ovario derecho aunque para

afirmar esto se deben medir indicadores de la masculinizacidn

o
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En el caso del ovario izquierdo no se comprobd el mismo decaimiento, lo cual
concuerda con lo anterior. Sin embargo, a diferencia del ovario derecho, se
observé un efecto positivo de la temperatura sobre la biosintesis de la hormona,
gue acaba con ia duplicar su produccion a los 40°C.

Esta diferencia coincide con el fenémeno de asimetria gonadal, la cual implica la
existencia de células prefolicutares y su actividad endécrina, Gnicamente en fa
coteza del ovario izquierdo (Caron & Stahl 1985). De acuerdo con los
antecedentes, la aromatasa se expresa durante la feminizacién en la méduta de
los ovarios derecho e izquierdo y solo en la corteza de éste (ltimo (Nakabayashi
1994), por lo que pedemos proponer gue la sobreproduccion de estrégenos a los
40 °C, se debe a la actividad de la corteza izquierda que finalmente sera la

estructura que producira el dnico ovario funcional.

De este modo, lo anterior hace considerar que la corteza izquierda produce 178
estradiol de manera termosensible, pero que esto no participa en la
determinacion sexual, dado que no se pudo revertir el sexa de un macho genético.
Asi, la termosensibilidad en la actividad de la aromatasa se ha conservado, pero
en algin momento de la evolucion se rompié la relacién con el proceso de

determinacion sexual.

Por ofro ilado, esto sugiere que la termosensibilidad en el ovario podria estar
participando en ofros fenomenos en la ontogenia, por ejemplo, se ha planteado
que la cantidad de luz en las épocas migracién y anidacién en las aves aduitas,
produce un aumento en la esteroidogénesis y el tamafio del ovario (Connor, 1984},
sin embargo, de acuerdo a los datos obtenidos, una aumento de 2°C en la
temperatura corporal normal (37-38 °C), podria incrementar la esteroidogénesis
del fenémeno. De tal forma, que ai considerar que las épocas de anidacion son
generalmente las mas calurosas podemos plantear ta alternativa de que la
termosensibilidad en el ovario regule estos procesos.

Otro aspecto importante es la relacion entre el aumento de estrogenocs por la
temperatura y la feminizacién del sistema nervioso. En reptiles con TSD se ha

propuesto que las temperaturas feminizantes coinciden con una mayor biosintesis

36




de estrégencs durante el desarrollo y la produccion de hembras adultas
conductualmente mas receptivas al apareamiento {Crews, 1993; Crews, 1994), De
tal forma gque si la termosensibilidad se ha mantenido, &l fenémeno puede ser
simifar en las aves, es decir que la temperatura de incubacion podria estar
generando hembras que en su edad adulia tendrian una conducta reproductiva
menos esfricta en la selecciébn de machos. Ahora bien, al considerar que Ia
temperatura de incubacién depende principalmente del cuidado parental (Clutton-
Brock,1991), esto propene que las hembras con mayor adecuacion seran aquellas
cuya conducta mantenga a los nidos a mayor temperatura, dentro de un intervalo
no letal.

Evidentemente lo anierior es una especulacién un poco riesgosa ya gque no se ha
probado si la feminizacién de! sistema nervioso en las aves es parecida a como
ocurre en reptiles con TSD. O bien si el cuidado parental es suficiente para
maniener la temperatura del huevo estable. Se ha reportado que si la
temperatura del nido baja, el embrién es capaz de llamar la atencidon de los
padres, promoviendo su calentamiento (Evans, 1988). Sin embargo, cuando esto
sucede, el periodo critico de fa difenciacion sexual ya ha ocurrido.

Ofro aspecto no considerado es si la cantidad de la hormona tiene efectos letales
en el embrion y de ser asi entonces se plantean otros tipos de regulacion
ecofisiolégica en contra del sobrecalentamiento.

Asl se demuestra que en la embriologia de las aves, o al menos en el modelo
experimental, persiste una relacién estrecha entre la temperatura y la feminizacion
que pedria tener efectos importantes en la biologfa aviar. Planteandonos que a
pesar de ser sisternas endotermos, estos siguen siendo susceptibles a cambios
en la temperatura v hace considerar que dentro de 100 afios cuando la
temperatura en la superficie temrestre sea 4°C mayor, podria haber cambios

importantes que no han sido contemplados.

3
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VIiil. Conclusiones

De acuerdo a las predicciones probadas se concluye gque:

1) La génada de los machos genéticos no es capaz de producir 17p estradiol
por efecto de los tratamientos de temperatura probados en este estudio,
34-40°C.

2) La gbénada de las hembras genéticas, conservan ia termosensibilidad en la

produccion de 17 estradiol por el ovario funcional (izquierdo).

3) Se sugiere la masculinizacién del ovario derecho at bajar la temperatura
hacia los 34°C: lo cual no sucede para el ovario izquierdo.

4) En el mecanismo de determinacién sexual de las aves, la temperatura no
es capaz de inducir la biosintesis de 17p- estradiol en un individuo ZZ pero
si de modularla en uno ZW.

Metas a futuro

. Los datos anteriores deben ser cotejados con un analisis histolégico y con
la expresion de genes marcadores de la diferenciacion sexual.

e Lo observado en los cultivos de ovario a 40°C deben ser comparados con
datos cuantitativos de proliferacion celular y por histologia para esclarecer
si el aumenta en la biosintesis de la hormona, depende del aumento en la
proliferacion de células de la corteza o en la accién de la aromatasa.

. Aunque la viabilidad celular es muy baja, es importante probar la
temperatura de 30 °C para evaluar la feminizacion de los testicutos en una
modalidad similar a A. mississippiensis, ya que la disminucién de la
hormona a los 34°C podria indicar la masculinizacién en una modafidad
parecida a la de los cocodrilos.

. Observar la importancia de la refacion entre la temperatura y la biosintesis

de estrégenos con la ecofisiologia de las aves.



éndices

ice 1

standarizada de acuerdo al estadio 32 de Hamilton y

Tabla de Hamilto & Burger Estadio de trabajo 7 d.i.

e muestra el estadio de desarrollo con que se trabajé ¥ que corresponde a
astadio 32. Tomado de Hamilton & Burger




Apéndice 2
Medio M199 suplementado

Medio M189 100ml
NaHCO; 7.5% 2.8ml
HEPES 2M 1.25mi
Piruvato de Sodio 1mi
11mg/ml
Penicilina/streptomicina 0.5mi
1-Glutamina  200mM 1mi

El medio M199 contiene colesterol el cual sirve de sustrato para la biosintesis de
hormonas esteroides
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Apéndice 3

Radio Inmung-ensayo para 17 estradiol

La técnica de RIA fue desarroliada en 1960 por S.A. Berson y Rosalyn Yalow,
para determinar los niveles de insulina en diabéticos. El principio del RIA se basa
en la afinidad antigeno anticuerpo en una reaccion que sigue la ley de accion de
masas. Un anticuerpo de alta afinidad (Ab) se unira con la misma eficiencia & su
antigeno marcado radiactivamente (Ag*) o a uno no marcado (Ag) y entonces los
antigenos (Ag* y Ag) se uniran al anticuerpo proporcionalmente a su
concentracién. Asi, cuando conocemos la cantidad de Ag* y Ab e~ un la reaccion
y agregamos una cantidad de muestra con antigene desconocido. Este competira
por reaccionar con el antigeno con una fuerza proporcional a su concentracion. A
su vez, entre mas reacciones Ag-Ab ocurran, menores seran ias reacciones Ag*-
Ab, es decir que la marca radicactiva {cpm} en el pozo decrecerd de manera
inversamente proporcional a la concentracion de antigeno en la muestra.
Generalmente se utiliza la marca radiactiva de un isotopo emisor de rayos gamma
como el 125l.

Para este caso se utilizé un paquete RIA 125l para estrogenos totales, marca ICN
modelo: 07140202 y la marca radiactiva se midié con un contador gamma ICN.

Construccién de la curva estandard

La cuantificacién de antigeno en el medio, se produce de ia comparacién de los
datos de las muestras con una curva estandard. La cual se construye agregando
gradientes de concentraciones conocidas de antigeno en reacciéon con el Ag™ y el
Ab y cuantificando ta marca con un contador gamma. En nuestro ensayo, el Ag
usado fue 17B estradiol en las siguientes concentraciones:

17B-Estradiol
{pgen 0.5ml | 0.025 | 0.050 | 0.100 |0.350 0.50010.700| 1.000 | 2.500

de solucién)
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Las cpm leidas en el contador gamma se fransformaron a porcentajes
contemplando la especificidad de la reaccion. A esto se le llama porcentaje de
unién al Ag* (%B/Bo) y se calcula bajo Ia formula:

%BBo= cpm(M) - comC x 100
cpm{S0) - cpmC

M = muestra
C = control, cuantificacién de unién no especifica { Ag”* sin Ab ni Ag)
S0 = standard cuando Ag = 0 (Ag* + Ab), comresponde & la unién maxima de Ag*.

Nota: Ag* y Ab son cantidades conocidas.

Al graficar %B/Bo vs. concentracion de Ag, se cbfiene una curva para la cual
debemos calcular su ecuacion. Dado gue la relacién fue de tipo exponencial se
grafico en papel semi-log (%B/Bo vs log Ag) y se ajusto la recta con una regresion
lineal.

0,
¥B/Bo %B/Bo

[Ag] Log [Ag]
A B

Fig : (A) es un tipo de curva gue no se ajusta a una recta de manera directa por lo que se
recomienda cambiar 1a variable {Ag] por log [Ag] (B). Como la relacién no siempre es
lineal y depende de factores como la temperatura de incubacion, es necesario que la
curva patrén abarque todo el rango de datos para la muestra ya que una extrapolacion
podria no ser cierta. Por esta razén se recomienda hacer una curva estandard por cada
ensayo que $e realice.



la regién especifica. Se utiliza una DNA polimerasa proveniente de la bacteria
Thermmus aquaticus ya que soporta las temperaturas de desnaturalizacion.

Extraccion del DNA

Se homogenizé el tejido con un pistilo de teflon y 0.3 mi de SET buffer por cada
0.3g de tejido. Se agregaron 15ul de SDS al 10% y 3ul de Proteinasa K
(10mg/mi). Se incubd a 80 °C durante 2 horas y se centrifugé a 12,000 rpm / 15
min 2 4 °C. Se hizo una dilucién 1:50 con 10u! del sobrenadante + 490yl de agua
desionizada estéril.

Amplificacién del cromosoma W por PCR:

2.5p! de la solucion (1:50) se colocaron en tubes para PCR. E! DNA contenido en
la solucion, se desnaturalizé sometiéndolo 5min a 94 °C en un thermocycler marca
Perkin Eimer Cetus MOD:9800.

Se prepard la siguiente MASTER MIX con reactivos de la casa Perkin Elmer y
dNTPs de Boherringer Mannheim:

H,0 desionizada estéril {3.9u0) ()
Buffer I 10x sin MgCl2 {1uh) (x)

DNTPs 10mM por cada base (A,G,T,C) (0.2 ul) (%)
Oligo W3 {0.4ul) ()
Qiigo W5 (0.4ph (x)
Taq polimerasa 5 U/l (0.5ul} (x)
MgCls 25 mM (1.5ul) {x}

Oligos sacados de Clinton M, (1994):
W5= 5°CCCAAATATAACACGCTTCACT3’
W3= 5'GAAATGAATTATTTTCTGGCGAC3’

Posteriormente se agregaron 7.5 pl de Master Mix a cada muestra y se corrio en

el siguiente programa en el thermocycler:
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Praograma de amplificacion

94 °C (30s) 94 °C (30s)
60 °C (30s} 20 ciclos + [60°C (30s) |1 ciclo
72°C (30s) 72°C (5min)

Deteccién por electroforésis, de los productos det PCR

El producto del PCR se observé con una electroforésis a 110V en gel de agarosa
al 2% y Buffer TBE. Los productos se diluyen en amortiguador de carga (azul de
bromofenol+glicerol) en una proporcioén de 2ul de amortiguador : 5pl de producto.
El gel se tifid con Bromuro de Etidio por 10min en solucion 4pl : 50ml de HO 'y
se observé a luz UV.




ce 5

Fig. 9

Génada de 7 d.i. en cultivo organotipico
por cinco dias. La tincién con azut de
tripano muestra una region de muerie
celular en la parte central de la gbnada.
Las goénadas que no presentaron
ning(na tincidn después de ser fratadas
con este colorante, fueron incluidas en
la cuantificacion de 175 estradiol.




Apéndice 6
Andlisis histolégico

Para observar la morfologia en temperatura normal de cultivo (37°C) se hicieron
cortes semifinos en EPON. La preparacion de la muestra consta de cuatro etapas:
Fijacion, Deshidratacion, impregnacioén e Inclusién. Y después se cortd el tejido en

un uftramicrotomo.

Fijacion

Se fij6 el tejido con Karnovsky durante una hora al menos, (4°C). Seiavd con
buffer de Cacodilato de Sodio 0.1M durante 1hr (4°C). Se hizo una tincién
sumergiendo el tefido en Tetradxido de Osmio (0sQs) Zelterqust al 1% durante 1
hora (4°C) y se lavé tres veces con agua destilada.

Soluciones de Deshidratacion:

Solucién #de Tiempo | Temperatura
Cambios {min) (°C)
EtOH 70% 3 10 25
EtOH 80% 3 10 25
EtOH 90% 3 10 25
EtOH 95% 3 10 25
EtOH 100% B 20 25
Oxido de 2 20 25
propileno

Impregnacion

Se hizo (25°C) bajo la luz de una lampara para evitar la hidratacion:
EPON: Oxido de propileno 1:1 1hr

EPON: Oxido de propileno 21 Ahr

EPON puro 24 hrs

Inclusién




Se reliend el molde de EPON con la muesira orientada y la etiqueta, dejando
polimerizar 24hrs en una estufa a 60°C.
La proporcién de reactivos utilizada fue:

7.0ml A + 3.0ml B + 0.15ml DMP-30 {catalizador)

Solucion A: Solucién B:
Medcast (EPON) 50ml Medcast (EPON) 50ml
DDSA 81ml NMA 44mt
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