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I Resumen’

El gen detejrminante de la diferenciacién testicular, conocido como SRY/Sry en humanos y
otros vertek\ﬁrados regula la transcripcidn de otros genes que patticipan en la diferenciacion
sexnal testicular en los mamiferos. Forma parte de la familia de genes SOX, cuyos
productos se caracterizan por un dominio de unién al ADN denominado la caja HMG. En
las aves, s’e han detectado homdlogos del Sry en ambos sexos. El objetivo de la presente
investigacéén fue determinar si se encuentran genes que contengan la secuencia del dominio
HMG en ;embras y machos del pollo y si éstas son especificas del sexo. Se aislo el ADN
de géﬂad?ﬁs embrionartas de pollo de 20 d.i. y el ARN total de génadas de 6.5, 13.5y 20 d.i.
El sexo cie las gonadas de 6.5 d.i. se identificd con la téenica de hibridacién puntual con una
sonda esi;cciﬂca del cromosoma W de las aves que identifica a las hembras. Se hizo un
experim?énto de Southern blot con una sonda para la caja HMG del Sry obtenida por la
técnica eie PCR. Asi mismo, se realizé un Northern blot en las edades antes mencionadas.
Los reséitados del estudio de Southem blot mostraron que existen secuencias relacionadas
al Sry gen ambos sexos del embridn de pollo ya que se obtuvieron dos bandas de
aprcxiri:ladamente 6 y 2 kb. En los experimentos de Northern blot se ven 2 bandas, a los 6.5

y 13.5d.i. y a los 20 d.i. no se detect6 ningln transcrito. Estos datos sugieren que existen

-

en el pollo secuencias relacionadas con el Sry por la secuencia de la caja HMG. Sin
embar:go, no se logrd detectar la expresion de éstos genes en las génadas embrionarias del

po}!o,fio cual indica que éstos se expresan en otra etapa del desarrotlo del pollo.



I1. Introduccién

2.1 Bases crémosémicas de la diferenciacion sexual en la Clase Aves

Durazéte la fertilizacidn, la unidén de un ovocito con un espermatozoide, inicia una
serie de prc;cesos, cuyo resultado es un nuevo orgamsmo. En estos eventos se da el
establecimiento del sexo cromosdémico (XX 6 XY) al combinarse los cromosomas sexuaies
de las céiu]afs progenitoras (Alberts y cols., 1994),

En _i)os mamiferos, los machos son heterogaméticos, puesto que tienen un
cromosoma.ésexual “X” y uno “Y”" v las hembras son homogaméticas, ya que poseen dos
cromosomaés X. Sin embargo, en las aves la hembra es la heterogamética, con un
cromosomaf sexual Z v ofro W y el macho es el heterogamético con dos cromosomas Z
(Miutwoch; 1996).

El ;cromosoma W de las aves tiene algunas caracteristicas comunes con el
cromosom;a Y de los mamiferos machos, por ejemplo, es pequefio y esencial en Ia
detennina;ién de! sexo gonadal y casi totalmente heterocromatico eti todas las células del
cuerpo a éjxoepcién de las germinales (Tone y cols., 1982). Hasta el presente no se sabe si el
cromosoréia W tiene genes que promuevan el desarrollo de Ja génada femenina o si el sexo
de las avés es determinado por el nimero de cromosomas Z (Mittwoch, 1996), ni tampoco

K

se conocen los genes que controlan el desarrollo testicular en esta especie.




2.2 Morfogfénesis gonadal en las aves

Deséués de establecerse el sexo cromosodmico, se inicia la formacion de la génada,
Este érganc% esta formado por CGPs, precursoras de los gametos, células epiteliales y
mesenquimé?ticas, las cuales daran lugar a los demés tipos celulares que se encuentran en

tas gonadas %dultas.

2.2. 1 Origen v localizacion de las células germinales primordiales

Las ¢GPS en las aves se originan en ¢l epiblasto de la zona central del area pelicida
(Eya}—Gﬁald:i y cols., 1981) como se observa en la figura 1. Estas células se van moviendo
hacia el hip%)blasto hasta llegar al borde anterior del area pelicida en el lugar conocido
como la creéiente germinal en donde empiezan a multiplicarse. Durante ¢l desarrollo del
embridn, 1as%CGPs se separan del hipoblasto y se localizan en la zona lagunar del mismo
(Ginsburg y Eval-Gilaldi, 1986). Posteriormente, las CGPs se internalizan en los vasos
sanguineos éue se estan formando en la regidn de la creciente germinal y empiezan a
circular a tr;f%vés de todo el blastodisco embrionario. Aproximadamente a log 2.5 d.1., éstas
celulas Ilega; a los vasos sanguineos cercanos a la region urogenital, salen de ellos y se
asocian al néesenterio dorsal para migrar hasta el epitelio germinal que forma la cresta
genital {Kuv;ana, 1993). Sin embargo, alin no se conocen los mecanismos celulares y
moleculares a través de los cuales las CGPs en ésta especie llegan hasta el blastema
gonadal y se incorporan al epitelio germinal. Estudios realizados con CGPs de ratén
proponen qué algunas proteinas de la matriz extracelular como la fibronectina, actuarian
como guias de contacto para que las CGPs se desplacen hasta la region de la futura génada.
(Alvarez-BU)éila y Merchant-Larios, 1986). Experimentos realizados en las aves sugieren

que las CGP&% son atraidas al epitelio celémico por algiin factor quimiotactico liberado por



éste (Kuwana, 1986), aunque no se descarta la posibilidad de que la fibronectina esté
imnvolucrada en este proceso 6 que las CGP sean transportadas por migracion pasiva debido

a los movimientos morfogenéticos (Kuwana, 1993).

Creciente
Germinal

.. -~ Area Pellcida

Area Opaca
Ndodulo de Hensen

Figura 1. Vista dorsal de un embrién de pollo. Se observa la
creciente germunal que contiene a las CGPs que se estdn
multiplicando. Reproducida de Gilbert SF. Developmental Biology, 4*
edicién, Sinauer Associates Inc, 1994, pag 793

222 I;esarrollo de la gdonada indiferenciada

El pri;:'nordio gonadal en las aves aparece como dos dreas longitudinales de
mesodermo éfsplacnopleural orientadas ventrolateralmente hacia la cavidad celémica
(Gilbert, 199é). Hasta el presente no se han determinado sisteméticamente los eventos
celulares que pcurren antes y después de ia diferenciacion sexual de la gonada del embrion
de pollo. 4

Merch%ant-Larios y colaboradores (1984b), analizaron las etapas iniciales de la
morfogénesiségonadal en las aves en condiciones experimentales donde se impidi6 el

desarrollo deié mesonefros y se vid que al igual que en otros vertebrados, la gonada inicia



con la fomiacién de una cresta gonadal que tiene dos tipos celulares diferentes: a) células
epiteliales y b) células del mesenquima laxas, provementes del area mesonéfrica.

El éétablecimiento de la gdénada indiferenciada como tal no se ha descrito en [as
aves, sin enébargo, en el ratdn se ha visto que el epitelio celomico estd separado claramente
por vasos s{mguineos y por una lamina basal que es discontinua, lo que permite que tanto
las células éométicas como las CGPs pasen a través de ¢sta (Merchant-Larios, 1978). Las
céluias queﬁi forman el blastema gonadal (células epiteliales y CGPs) empiezan a
condensarsegy los vasos sanguincos proliferan para formar los cordones sexuales, 1a génada
estructurada{?: de esta forma recibe el nombre de gonada indiferenciada (Merchant-Larios,

1984a).

2.2.3“§Diferenciacic'm sexual gonadal

En Ia;s aves machos, el epitelio celémico deja de proliferar y las CGPs migran hacia
los cmdonesi sexuates (Merchant-Larios, 1984b), los cuales contienen a las células de
Sertoli y a la;;s CGPs, v enire estos se localizan las células de Leydig. Posteriormente, los
cordones se)}é.uaies se separan de la corteza por la invasidn de vasos sanguineos y
mesénquima;proveniente de la region mesonéfrica, lo que da lugar a la tinica albiginea
(MerchanbLérios, 1984b). Al completarse la diferenciacién de las células de Serloli, estas
comienzan ]aéproduccién de la AMH (Miinstenberg y Lovell-Badge, 1991), la cual, como
su nombre 10§;indica, induce la regresion de los conductos del mismo nombre.

Las génadas de las aves hembras se desarrollan asimétricamente; el ovario izquierdo
crece més qtie el derecho y éste tltimo finalmente sufre una regresion. En la gonada
izquierda se (iiferencian dos regiones topograficas que en las aves estén bien definidas: la

corteza y la ‘médula. Bl epitelio de la corteza de la2 génada derecha pierde su arreglo



histolégico yise transforma en una delgada capa de células planas separadas de los cordones
epiteliales (héierchant—Larios, 1984b). Estudios realizados en el pollo indican que este
proceso de di%erenciacién de las gonadas se inicia a los 6.5 di (Yoshida y cols., 1996).

Esta e%iapa comprende también la diferenciacion 6 involucion de uno de los dos tipos
de conducto§ ltamados de Miller 6 de Wolff (Figura 2), los cuales daran lugar a las
estructuras séxuales secundarias. La produccion de testosterona en las células de Leydig
hace que los éonductos de Wolff se diferencien en epididimo, vaso deferente y las vesiculas
seminales; la conversion de esta hormona en 5o dihidrotestosterona permite que se
diferencien 1(’355 genitales externos.

El conducto de Miiller se desarrolla en oviducto y utero. En esta especie sc ha
detectado la ;gresencia de AMH en los embriones de pollo hembras (Hutson y cols., 1981),
sin embargo,é. esto no afecta el desarrollo del conducto izquierdo de Miller, y se ha
propuesto qué esto se debe a que los estrégenos lo protegen, al impedir que la AMH se una

a sus recepto%es presentes en el conducto de Miiller (MacLaughlin y cols., 1983).



MESONEFROS

CONDUGCTOS DE
WOLFF

CONDUCTOS DE
MULLER

?igura 2. Diferenciacion gonadal del embrién de pollo. En el esquema se
sprecia a) el sistema de conductos de Miiller y de Wolff y los tejidos que
gonstituyren la gonada indiferenciada y b) las génadas de las aves hembras y
machos después de la diferenciacion sexual.



2.3 Modulaciién epigenética del sexo

Los eétrc’ngenos son hormonas criticas para la diferenciacién del ovario en las aves.
Algunos estu%iios han demostrado que las gonadas embrionarias de pollo pueden sintetizar
esteroides, iné:luyendo el estradiol, durante la diferenciacién gonadal (Haffen, 1975; Scheib,
1983), v tami}ién que la génada femenina es mas activa esteroidogénicamente que la del
macho (Imatai}(a y cols., 1988).

La adt%himstracién exdgena de estrogenos puede feminizar las génadas de embriones
machos (Woé{ y Ginglinger, 1935), mientras que el tamoxifén, que es un antagonista del
estrogeno prd’:zduce reversion sexual en las hembras genéticas (Maraud y Vergnaud, 1986).
El tratm’nierv‘té/E a embriones hembras con inhibidores de la aromatasa, enzima que sintetiza
los estrdgenoé, induce la formacioén de testiculos (Elbrecht y Smith, 1992). Estudios sobre
ol ARN menéiajero del receptor a estrégenos en embriones de pollo (Smith y cols., 1997)
demostraron ii]ue ambos sexos expresan transcritos de éste antes de la diferenciacién
gonadal, a pnrtlr de los 4.5 d.i., lo que implicaria que las gdénadas indiferenciadas
desarrollan la%capacidad de responder a estrogenos. Estos autores plantean que sin embargo,

la capacidad de sintetizar estrégenos es especifica de las hembras y se da al diferenciarse la

génada femertina.

2.4 Establecifniento del eje hipotalamo-adenohipéfisis-gonada
Los c&mponentes del eje HAG funcionan independientemente durante las etapas
tempranas del desarrollo embrionario en los vertebrados, y la integracion funcional de este

e¢je endocrino Eocurre solamente en las etapas finales del desarrollo (Willier, 1955).



En Ias;aves, se ha comprobado que el eje HAG es funcional a partir del ultimo tercio
del desarrnllo%(Fugo, 1940 y Vogel, 1957) y la maduracién funcional de éste parece ocurrir
en ires etapas’i{Woods y cols., 1981a):

i Etapa de autonomia gonadal: la sintesis y secrecion de hormonas
esteroides es funcionalmente independiente de la regulacién hipotalamo-
hipofisis.

2 Etapa de regulacion adenohipdfisis-gonada: el desarrollo gonadal se
vuelve dependiente de gonadotropinas como la HL.

3 Establecimiento del eje HAG: hay una dependencia funcional, asi como
una interdependencia entre el hipotalamo y la adenohipéfisis-gonada.

En el éia 13 de incubacion, en ¢l embrién de pollo macho, la HL inicia la regulacion
de la sintesis }r secrecion de la testosterona en los testiculos. f.os niveles plasmaticos de ésta
hormona alcaé'izan un valor maximo a ltos 13.5 d.i., estableciéndose la fase de alimentacion
positiva del q}e adenohipéfisis-gonada. Los altos niveles de testosterona provocan que la
concentraciérif de HL en el plasma disminuya inmediatamente después de los 13.5 d.i.
iniciandose la fase de retroalimentacion de este eje endderino. El hipotalamo regula la
secrecion de iHL en la adenohip6fisis en el dltimo tercio del desarrollo embrionario del

pollo por la aiccién de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (GnRH) (Woods,

1987).

En 10§ embriones de pollo hembras, hay evidencias de que las gonadotropinas de la
3

adenohipéfisis inician el control de la sintesis y secrecion de estrégeno en los ovarios en el
dia 13.5, ya%que Woods y Erton (1978) demostraron que los niveles de 17B-estradiol

peTmanecen _éonstantes en el ovario izquierdo desde los 6.5 hasta los 12.5 d.i. y despucs

o n



aumentan majcadamente de los 13.5 a los 18.5 d.i. Asi mismo, Woods y Brazzill (1981b)
encontraron c;ue los niveles de 17B-estradiol en el plasma presentan un perfil bifésico,
idéntico al eéémontrado en los ovarios anteriormente. Estos resultados indican que el
aumento en lé sintesis v secrecién de 17B-estradiol en los ovarios a partir de los 13.5 d.i.
refleja la ina%iamc’m de la fase de alimentacién positiva del eje adenchipdfisis-génada

(Woods v cols., 1987).

2.5La famili’ia de los genes SOX

La far;iilia de los genes SOX comprende a un grupo de proteinas caracterizadas por
ta presencia t%ﬁmbién de una caja HMG que tiene por lo menos 50% de homologia en su
secuencia cori la caja HMG del Sry de raton (Gubbay y cols., 1990, Denny y cols., 1992).
El nombre dé estos proviene del inglés (Sry-like Box), constituyen una familia grande de
genes que co%iiﬁcan para factores de transcripcion putativos (Ner, 1992). Los genes SOX
estan evolutiéamente muy conservados ya que se han identificado genes con secuencias
similares en érosophi!a, reptiles, pajaros y mamiferos (Coriat y cols., 1993, Laudet y cols.,
1993). :

Por oira parte, los estudios de mapeo de estos genes han demostrado que se
encuentran diistn'buidos al azar por todo el genoma, lo que indica una divergencia temprana
de las subfax;élilias de las proteinas HMG durante la evolucién (Pevny y Lovell-Badge,
1997). Los m’fiembros de esta familia muestran un alto grado de conservacion intraespecics
(Collignon yfcols., 1996, Uwanogho y cols., 1995, Kent y cols., 1996) e incluso se han

encontrado gfgnes ortélogos para algunos de ellos como es el caso de SOX2 que comparte
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un 88% de hamologfa con el gen Sox70D de Drosophila, también llamado Dicheate 6 fish-
hook (Rusell y cols., 1996, Nambu y Nambu, 1996). La Gnica excepeion es el Sry ya que se
ha detectadofmuy poca homologia en las secuencias que estan fuera de la caja HMG,
incluso entre ;species muy cercanas (Whitfield y cols., 1993, Tucker y Lundrigan, 1993).

Los gjg:nes SOX muestran patrones de expresién muy diversos a lo largo de la
embriogénesis, donde estan relacionados con decisiones tempranas del destino de las
céiulas y en téna variedad de tejidos adultos, como se aprecia en la tabla 1 (Pevny y Lovell-
Badge, 1997).

La ek’premén de éstos genes no esta necesariamente restringida a un tipo celular
particular; eif&lgen SOX9 se expresa en las células de Sertoli durante su diferenciacién, en
condensacim;’fes mesenquimaticas de las extremidades antes de la formacién del cartilago y
en el SNC (\ﬁ;’right y cols., 1995, Morais da Silva y cols., 1996, Healy y cols., 1996, Kent y
cols., 1996).%81 SOX4 se expresa en el sistema inmune en las células pre-B y pre-T,
precursoras cl;e los linfocitos B y T y durante el desarrollo del corazén y del SNC (Van de
Wetering y céls., 1993, Schilham y cols., 1996). Esto demuestra que los genes SOX juegan
un papel mu}y importante en el establecimiento del destino de las células, pero el tipo
especifico deééstas dependera del tejido en donde esten.

Las p;froteinas SOX comparten muchas caracteristicas con factores de transcripcion
clasicos, ¢l d;zominio HMG de éstas se une con alta afinidad a la secuencia A/T A/T CAA
AT G (Harley y cols., 1994, Connor y cols., 1994, Collignon y cols., 1996) y se ha visto
gue varias péoteinm, como Sox4, Sox17 y Sox18 de ratén y SOX9 de humano activan la

transcripcidn, in vitro de construcciones de genes reporteros (Van de Wetering y cols., 1993,



Tabia 1.

{

¢
:

GEN ORTOLOGO MAPEO EXPRESION
Grupo A
SRY Hur%lano, roedor, marsupial Humano Y Cresta genital y testiculo
Grupo B i
SOX! Humano, ratén, pollo Humano 8 SNC embrionario, cristalino
SOX2 I:Iumano, ratdn, pollo Humano 3 Ectodermo primitive, SNC, SNP,
. Intestino embrionario y endodermo
S0X3 Humano, ratén, pollo Humano X SNC embrionario
Soxi4 Ratoén -- ——-
ZfSox19 Zebrafish - SNC embrionaric
Sox1s Ratén - -
Sox 70D Drosephila 70D1-2 Blastodermo celular, neurcectodermo ventral y
cefalico
Grupo C
SOX4 - Humano, ratén Humano 6 Corazén y médula espinal embrionaria, células
pre-B y pre-T en adulto
SOX11 Filumano, raton. pollo Humano 2 SNC embrionario, neuronas post-mitoticas
S0OX12 ;' Humano, ratén -- —a
SOX20 Humano Humano 17 —
Grupo D
S0X3 Humano, ratén Humano 6 Testiculo adulto
SOX6 : Humano, raton - SNC embrionario y testiculo adulto
Grupe E )
SOXR Humano, ratén - e
SOX9 I{Iumano, raton, pollo Humano 17, Condrocitos, cresta genital y testiculo adulto,
m ratén 2 SNC, notocorda
SOX10 - Humano, ratdn -- —
Grupo ¥ ~
Sox-7 Raton -- -
Sox-17 Ratén -- Testiculo
Sox-18 Raton ratén 2 Corazoén, pulmén, musculo esquelético, higado y

cerebro de adulto

Tomada de Peviy y Lovell-Badge. 1597 Curr Opin Genet Dev 7:338-344.
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Hosking y cgls.,, 1995, Kanai y cols., 1996). Ademas, ¢éstas proteinas presentan ciertas
propiedades é]ue sugieren que funcionan como organizadores de la estructura de la
cromatina, ya?que su unioén al ADN ocurre en el surco menor y esto resulta en la induccion
de angulos er}%i el ADN (Giese y cols., 1992, Wermer y cols., 1995, Love y cols., 1995). Esta
alteracién dela cromatina podria facilitar la interaccién de otros factores unidos en sitios
adyacentes o ;_la de complejos nucleoproteicos distantes con la maquinaria de transcripcion

basal, (F3 gur:{ 3). Este fendmeno podria actuar también de manera negativa, al prevenir la

union de factc;;res a los sitios adyacentes del surco mayor (Pevny y Lovell-Badge, 1997).

Efectos en la ranscnpeidn

Figura 3. Modelo de accion de las proteinas Sox. Estas inducen un
ddblamiento en el ADN después de umirse a algunos sitios del mismo y esto
pédiera promover interacciones proteina-proteina entre factores unidos a los
Jadlos del sitio de union de las proteinas Sox, lo que podria formar complejos
nucleoproteicos con actividad biolégica. Tomada de Pontiggia y cols,, 1994
EMBO J13:6115-6124.



Se haré encontrado genes blanco de varios genes SOX; por ejemplo la proteina Sox2
¥, probableménte Sox1, participan en la regulacion de la 8- y y-cristalina, que se expresa en
2} cristalino d:el pollo y del ratén respectivamente (Kamachi y cols., 1995). EI SOX4 en
humanos tranéactiva al promotor CD2 en los linfocitos T del sistema inmune (Wotton y
cols., 1995) y Sox9 ha sido implicado en la regulacién de la expresion del gen de la
colagena tipofz II durante la condrogénesis del ratén (Ng y cols., 1997, Lefebvre y cols,,

1997).

2.6 Aspectos %ﬁstéricos sobre el gen de la diferenciacion testicular

2.6.1 El factor determinante del testiculo

El meéanismo por el cual el sexo de un individuo es determinado ha sido una de las
preguntas mas relevantes en la embriologia desde la antigiiedad. En 1959, varios estudios
realizados pot Welshons vy Russell (1959), Jacobs y Strong (1959) y Ford y cols., (1959,
1959b) propo%cionaron la evidencia de que los factores que determinaban el sexo masculino
se encontrabafn en el cromosoma "Y". A partir de ese momento, comenzé una busqueda
mas especiﬁcg-a con el propésito de encontrar el gen responsable de la diferenciacion del
testiculo, al éual se le llamé el factor determinante del testiculo, TDF (del inglés Testis
Determining i:actor). Varios genes fueron propuestos como responsables de €ste proceso,
entre ellos, el antigeno H-Y (Wachtel y cols., 1975) y el gen ZFY (Page y cols., 1987), sin
embargo, pos%ierionnente su papel en la diferenciacion sexual gonadal se descarté (McLaren

y cols., 1984 Goldberg v cols., 1991; Sinclair y cols., 1988; y Palmer y cols., 1989).
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2.6.2 ftientiﬁcacién de! gen de la diferenciacidn testicular

En 19:90, Sinclair y colaboradores, basandose en los mapas del cromosoma Y de
numano que ;ée elaboraron a partir de hombres con problemas de reversion sexual y de
mujeres XY, %aislaron una zona de 35 kb del brazo corto del cromosoma Y cercana a la
region pseudcéautosémica. Estos autores subclonaron y probaron esta regién contra ADN de
humano, bovfno y raton, de 50 clonas obtenidas, solamente una dié resultados positivos
para los tresémamiferos (Figura 4). A este gen se le denomind SRY (del inglés Sex-
determining Is_iegion Y) en humanos y Sry a su homodlogo en otras especies. Su presencia
fue posteriom%}ente demostrada en 23 grupos, representados por 5 clases de vertebrados que
incluyen espdé:ies heterocigdticas, con o sin cromosomas sexuales ¢ inctuso aquellas que
presentan deténnixlacién sexual por temperatura (Tiersch, 1991).

Ast mismo, se encontraron niutaciones en este gen en mujeres XY con disgenesia
gonadal, es décir, jos testiculos no se desarrollan y los ovarios estan formados por bandas
de tejido ﬁbéoso inerte (Berta y cols., 1990; Jager y cols.,, 1990). Los experimentos
realizados poé Koopman y colaboradores (1991) demostraron que el SRY era €l TDF, ellos
incorporaron la regién conservada del Sry en embriones de ratones XX (hembras) y
obtuvieron una reversion sexual, es decir, éstos se desarrollaron como machos aunque se

determind qué eran estériles. Estos experimentos hicieron que se postulara al Sry como el

uruco gen delicromosoma “Y™ necesario para la determinacion del testiculo.
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Figura 4; Localizacion del factor determinante del testiculo. Esquema que describe como se
identificd el TDF en la regidn pseudoautosomal del cromosoma “Y” del humano. Tomado de

SMcLarenA 1990 Nature 351:96.

2.7 El gen Srv

2.7.1 Caracteristicas generales

El gent SRY/Sry en humanos y ratén codifica para una proteina que se caracteriza

por la presengia de un dominio de unién al ADN (caja HMG), el cual se describe mas

adelante. El gen Sry del ratdn se localiza en la parte proximal del brazo corto del

cromosoma Y! (Capel v cols., 1993a) y el locus consiste de una region de 2739 pares de

bases {pb) can un marco de lectura abierto y que estd flanqueado por una secuencia

invertida repe:gida de 17 kb (Gubbay vy cols., 1992). El transcrito esta formado por un sdlo

exon linear de un poco menos de 5 kb (Hacker y cols,, 1995) y se utilizan 3 6 4 sitios para

iniciar la transcripcion. En la figura S se observa una comparacion del gen Sry de raton con

el de humano..
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Figura 5. Comparacién entre el loci, los transeritos y la proteina del Sry de
raton v el SRY de humano. El gen de ratén (a) se localiza entre una secuencia
in¥ertida repetida (flechas), el gen del humano (b) se localiza a 5 kb de la regién
pseudoautosomai (RPA). Los nimeros indican la posicién de los nucledtidos o
delos aa. tatta y SIT sefialan los sitios de miciacién de la transcripeién, el bloque
nekro en las proteinas mdica la caja HMG y el bloque de rayas verticales en la
proteina de ratén representa las secuencias repetidas de glutammnas. Adaptada de
Lgvell-Badge y Hacker, 1995 Phil Trans R Soc Lond B 350:205-214.

272 léominio de unién al ADN
La caj;‘a HMG es un elemento de unién al ADN que se encuentra en varias proteinas
eucarioticas (%antzen y cols., 1990). El analisis de su secuencia indica que es una region de
aproximadam%mte 70 aa con una carga ncta positiva. La estructura general predicha es de
dos alfa hélicées hidrofilicas que componen la mitad carboxi-terminal (C-terminal) y una
probable cadéna beta plegada de caracter hidrofdbico en el extremo amino-terminal (N-
terminal) (Bi%’lchi y cols., 1992).
Las caias HMG se pueden dividir en tres subgrupos (Ferrari y cols., 1992).
é;a) Proteinas relacionadas con HMG! (Kolodrubetz, 1990) que son
’ componentes estructurales de la cromatina de todos los eucariotes.
ib) Proteinas que actian como factores de transcripcion de la ARN

! polimerasa | y polimerasas de ARN mitocondrial, como hUBF (Jantzen y

cols., 1990).
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¢) Reguladores transcripcionates, como lo son: LEF1 (Travis y cols., 1991) y
Sry (Gubbay y cols., 1990, Sinclair y cols., 1990).

[Las caijas HMG interaccionan con el ADN de dos maneras: a) las que detectan
formas estmé%uraies del ADN y b) las que reconocen secuencias especificas del mismo
(Ferran y colé., 1992). La caja HMG del Sry reconoce la secuencia A/TAACAAT (Harley
v cols.. 1992,‘%1994) y su interaccion con el ADN ocurre a través del zurco menor (Giese y
cols., 1994). AE unirse, dobla el ADN formando un angulo de aproximadamente 80°
(Ferran v colé., 1992) vy se cree que este evento da lugar a la regulacidn transcripcional de

los genes “bla;nco" del Sry.

273 é&spectos evolutivos

Aunqu:ie el Sry es un gen importante en la regulacion de la determinacién sexual, su
analisis ha dgemostrado que evoluciona muy rapidamente. Los datos comparativos de
poblaciones y los estudios del locus del Sry muestran una evolucién muy rapida del gen
entre especies%f y muy poca o ninguna variacién intraespecie (Tucker y Lundrigan, 1995). La
inica region siconservada de la proteina es la caja HMG y las secuencias que no forman
parte de éstaé tienen una taza muy alta de sustituciones no-sinénimas de nucledtidos
(Whitfield y éols., 1993; Tucker y Lundngan, 1993). Se han comparado las secuencias del
Sry entre maz%supiales (Infraclase Metateria) y mamiferos placentarios (Infraclase Euteria),
los cuales difvergieron hace aproximadamente 150 millones de afios y sin embargo,
presentan el ri;ismo tipo de diferenciacion sexual (basado en la presencia del cromosoma Y)
v se observo hue la homologia de la caja HMG es muy alta entre estas dos Infraclases y

fuera de esta éegién el resto del gen no presenta homologia (Foster y cols., 1992).
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Whitf'i;feld y cols. (1993) propusieron que la variacion de éste gen contribuye a la
especiacion. Igor otro lado, Hurst (1994) planted que ¢l locus del SRY estaria involucrado
en un conﬂiéto intragendmico entre el cromosoma Y y el resto el genoma, lo cual
seleccionarta fcambios en los genes involucrados. Veitia y cols. (1997) analizaron las
secuencias loéalizadas en la region 5 del Sry de varios primates y encontraron motivos
altamente cor:;servados gue podrian jugar un papel muy importante en el control de la
expresion de éste gen al actuar como amplificadores. Los descubrimientos de Poulat y cols.
(1997) acerca?de la regidn carboxi-terminal del SRY sugieren que la taza tan alta con la que
evoluciona el";%SRY podria deberse no a una falta de funcidn de la parte C-terminal de este
gen sino a una coevolucion entre el SRY y otra proteina.

Estudié}s basados en las secuencias de humano y de marsupiales de los homélogos
del gen Sox3 %ie raton (Stevanovic y cols., 1993; Foster y Graves, 1994) han hecho que se
proponga qué el gen Sry se origind a partir de Sox3, ya que este se localiza en el
Cromosoma )G de ambos mamiferos. Estos datos, aunados a otros estudios donde se ve la
expresion de iféste gen en la cresta genital durante la diferenciacion sexual masculina
{Collignon y %:ols., 1996) no son definitivos y no se descarta la posibilidad de que el Sry
tenga otro orégen, aunque actualmente el gen Sox3 se mantiene como ¢l candidato mas

fuerte del preéursor del Sry.

2.74 Eéxpresién tisular

El Sryéen el ratén se expresa en la gonada, sin embargo, tiene una amplia expresion
en tejidos de Zmarsupiales (Harry v cols., 1995) y en el humano en tejidos embrionarios
como cerebroii higado, tejido adrenal, gonadas, pancreas, intestino delgado, timo, bazo y

corazon, asi como en tejidos del adulio (corazdn, higado, rifion y testiculo) (Clepet y cols.,
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1993). Los prgincipales sitios de expresion del Sry en el ratén son: a) en la cresta gonadal
durante la diférenciacic’m testicular en las células pre-Sertoli, donde se¢ detecta un transcrito
tinear a los Lé?.i dpc cuya expresion se mantiene hasta los 12 dpc (Hacker y cols., 1995,
Leey Taketo,%" 1994 y Jeske y cols., 1995), y después empieza a declinar hasta desaparecer a
los 13.5 dpc (%Jeske v cols., 1996) vy b) en el testiculo adulto en las espermatogonias pre y
postmm(’)tk::cls,;;j asi como en algunas células somaticas (Zwingman y cols., 1993) donde se
transcribe en ?formas circulares (Capel y cols.,, 1993b). Por otra parte se ha reportado ia
gxpresion de franscdtos lineares y circulares de este gen en embriones de ratén en la etapa
de preimplant;}mén (Zw;ipgman y cols., 1993, Boyer y Erickson, 1994, Cao y cols., 1995)
aunque la relévancia bioldgica que tiene la expresidn del Sry en esta etapa asi como en la

adulta, no ha §ido determinada.

2.7.5 Béstructura de la proteina dei Sry

La pr@teina del Sry del ratén consiste de un dominio N-terminal de 2 aa, seguido
por ¢l domini% de la caja HMG de 79 aa y por ultimo un dominio C-terminal de 314 aa, ¢l
cual estd comiauesto de una regidén rica en glutaminas ¢ histidinas altamente repetitiva. La
proteina pred'ffcha para el humano consiste de un dominio N-terminal de 56 aa, el dominio
HMG de 79 aa, y el dominio C-terminal de 68 aa (Clepet y cols., 1993). La tinica region de
homologia eritre la proteina de ratén y de humano es la caja HMG, no hay ninguna
similaridad e:%tre los extremos N- y C-terminales y no hay una region rica en glutamina en
ta proteina de humanos (Hacker y cols., 1995). Este tipo de regiones s¢ encuentran en
factores de tr%nscripcién y la ausencia de ésta en el SRY de humanos podria explicar por
que los ratonés transgénicos para el gen SRY de humano no muestran ninguin fenotipo de

reversion sexyal (Koopman y cols., 1991). Quizd esta regién es importante en el raton para
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mteracciones; entre proteinas y por lo tanto promueve la activacién ¢ represion de genes
mas adelante %en la cascada de regulacion (Nordgvist, 1995; Poulat y cols., 1997).

Wemeir y cols. (1995) determinaron por resonancia magnética nuclear la estructura
rerciara del ci‘)mpiejo SRY-ADN. La caja HMG del SRY forma una “L” torcida y esta
compuesta p§r tres hélices, el brazo largo de la “L” estd formado por la hélice 3 y el
SXIremo N—tc’i’ix‘minal, el brazo corto estd formado por las helices 1, 2 y el extremo C-
terminal.

El do:ti}inio HMG del SRY incluye una secuencia comin de las proteinas de union a
calmodulina (%SaM). Harley y cols. (1996) demostraron que la unién calcio-dependiente del
SRY a CaM, :provoca un cambio conformacional en el SRY y es especificamente inhibida
por un fragmémo de ADN que contiene la secuencia consenso que reconoce la caja HMG.
Estos datos ségieren que la CaM podria regular la actividad del dominio de unién del SRY
al ADN, adex%&és la proteina HMG1 también se une a la CaM por lo que éste fendmeno
pudiera ser una caracteristica de la familia de las cajas HMG.

Poulat%y cols. (1997) encontraron que los dltimos 7 aa de la parte carboxi-terminal
del SRY fomﬁjan un dominio que se une a la proteina SIP-1 (del inglés SRY Interacting
Protein 1}, magdiante uno de los dos dominios PDZ (nombrados asi por las proteinas PSD-
93, Qisc—iargé y Zo-1) que contiene ésta, los cuales estan formados por 80 aa y han sido
descritos comé) mddulos mediadores en las interacciones entre dos proteinas (Niethammer y
cols.. 1996). ée ha propuesto que la proteina SIP-1 podria contribuir a la unién de dos
moiéculas del SRY & de una molécula del SRY con un factor de transcripcion, el cual
pudiera proveér al SRY de un dominio de transactivacién, del cual carece (Laudet y cols,,
1993;) o, proéablemente el SRY podria pertenecer a un complejo nucleoproteico. Estos

datos demuestran que las partes fuera de la caja HMG s tienen un papel funcional.
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2.7.6 Ei Sry en las aves

En 1a; aves el sexo heterogamético son las hembras (ZW), y hay evidencias de que
el cromosorr{%a W se requiere para el desarrollo del tejido ovarico, y que la dosis de
Cromosomas Z parece influir en el desarrollo testicular (Lin y cols., 1995).

Seha i)ropuesto la existencia de un homologo del Sry en las aves, y se han realizado
algunos estuéﬁos para identificarlo basandose en el PCR, amplificando ADN genémico 6
partiendo de z;kRN total y utilizando oligonuclecdtidos degenerados basados en la caja HMG
del Sry (Gﬁf‘éths, 1991; Coriat y cols.,, 1993; McBride y cols., 1997) y aunque no se ha
lograde identéﬁcar un homologo del Sry, se han encontrado varias secuencias relacionadas
al Sry (Sox). é?ntre los genes Sox localizados en el pollo, los estudios realizados (Kent y
cols.. 1996; Morais da Silva y cols., 1996} demostraron que el gen Sox9 se expresa durante
la diferenciacién gonadal, en los embriones de pollo machos, a los 6.5 d.i. y que la
localizacidn d:'c este gen es autosomica.

Estos éﬁatos hablan de la importancia de este gen en ¢l desarrollo testicular de los
vertebrados, y aunque Sox9 es el primer gen especifico para el desarrollo de los machos
detectado en 153 aves, no se le puede atribuir un rol determinante en la diferenciacion sexual
del pollo, va éue el fenotipo de macho representa la via que se sigue normalmente en la

diferenciacién’sexual de las aves.

2.8 Cascada (k regulacion en la diferenciacién sexual del testiculo
Se ha éropuesto que €l Sry actia como un promotor del encendido y apagado de
genes en el desarrollo al iniciar una cascada de expresion que lleva a la diferenciacion

testicular. Sin é:mbargo, el mecanismo por el cual la proteina Sry lleva acabo este proceso
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no se conocefaunque se asume que afecta la transcripcién de genes “blanco” mas adelante
en la via de ]aédiferenciacién sexual masculina. Los experimentos de cotransfeccidn in vitro
nan demostraéo que la proteina Sry tiene la habilidad de activar la transcripcién mediante la
union de la daja HMG a las secuencias del ADN mencionadas anteriormente y que se
encuentran en los promotores de los supuestos genes blanco (Haqq y cols., 1993; Cohen y
cols.. 1994; [%ubin y Ostrer, 1994) aunque in vivo no se han encontrado genes que sean

activados por Sry.

2.8.1 }iormona inhibidora de los conductos de Miiller

El ger; de la AMH codifica para una de las dos hormonas involucradas en la
diferenciacién%sexual masculina. Su expresion en el ratén es inicialmente detectada en la
gonada los i;}.S dpc y su expresion s¢ mantiene has'ta los 7 dpp, a partir de esa fecha
declina hasta %Iegar a niveles basales a los 43 dpp (Miinstenberg y Lovell-Badge, 1991).
Debido a los éerﬁles de expresion de la AMH y del Sry en el raton, se propuso que éste
ultimo podriaffactivar a la AMH in vivo durante la determinacién sexual (Haqq y cols.,
1993), sin eméargo, estudios posteriores sugirieron que otro gen, denominado SF-1 podria
estar invqucr&_jdo en éste proceso (Haqq y cols.,, 1994; Shen y cols., 1994). Tambieén sc
propuso que la AMH regulaba negativamente la expresion de Sry, sin embargo ésta; teoria
se descartd daéo que ratones mutantes en el gen de la AMH no presentan alteraciones en ¢l

patron de exprésic’)n del Sry (Jeske y cols., 1996).
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2.8.2 El factor esteroidogénico [

EISF ai es un miembro de la familia de receptores nucleares a hormonas que carece
de ligando eI cual reguia la expresion de las hidroxilasas en cé€lulas corticales adrenales,
células de la E‘%eca y de Leydig (Lala y cols., 1992; Honda y cols., 1993). Ratones deficientes
del SF-1 no c%iesarrol[an tejido gonadal, ni glandulas adrenales y mueren a los 8 dpp debido
a insuﬂciencié. adrenocortical (Luo y cols., 1994), lo cual demuestra la importancia de éste
gen en el desé;nollo. Estudios recientes (Giuili y cols., 1997) sobre la expresion de la AMH
v sobre el pro%motor de este gen muestran que SF-1 activa a la AMH in vivo en las gonadas
embricnarias imascu!inas y tambien en las goénadas postnatales de ambos sexos. Sin
embargo, la eé{presi(’m de SF-1 se detecta desde los 9 dpc en la cresta genital, en contraste

con la AMH que se expresa desde los 12.5 dpe, los cual sugiere funciones adicionales para

el SF-1.

283 Gen Sox9

Se locsiliza en el brazo largo del cromosoma 11 del ratén, tiene 2 intrones (Wright y
cols., 1995) yiademés de la caja HMG tiene un dominio de activacion cercano a una region
rica en poliglf;taminas y prolinas (Siidbeck y cols., 1996). Este gen se expresa durante la
embn’ogénesisg en el cartilago y, mutaciones en €I, producen displacia campomélica en los
humanos (DG%) (Foster y cols., 1994, Wagner y cols,, 1994), es un sindrome de
malfonnacién;esquelética y en algunos casos se presentan diferentes grados de reversion
sexual en pac%cntes genéticamente machos. Estos estudios no sélo confirman el papel de
Sox9 en la DC sino que lo colocan en la via de la determinacién sexual masculina (Capel,
1995; Sinclair,% 1995). Estudios de Sox9 en embriones de ratén y pollo mostraron un patrén

de expresién, dspecifico para machos, en la cresta genital durante la diferenciacion gonadal
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(Kent y cols., 1996; Morais da Silva y cols., 1996), Especificamente en el embrién de pollo,
este gen se \éxpresa en ambos sexos antes de la diferenciacion gonadal y a los 6.5 d.i. deja
de expresarfse en las hembras y lo sigue haciendo en los machos. La presencia de este

patron de expresion en ambas especies implica que Sox9 se ha conservado en la via de la

determinacién testicular de los vertebrados.
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Hipotesis:
Fn las aves, como en los demas vertebrados, existen genes de la familia Sox
involucrado% en el desarrollo de la génada. Es posible que alguno de ellos este ligado al

sexo v tenga-una expresion diferencial durante la diferenciacion sexual gonadal.

1V. Objetivds

4.1 Objetive general
¢ Determinar si se encuentran genes que contengan la secuencia del dominio

" HMG en hembras y machos del pollo White Leghorn y si éstas son

- especificas del sexo.

4.2 Ob ietivos particulares
“a) Obtener una sonda de la caja HMG del Sry, con la técnica de PCR.
Eb) Demostrar la presencia de secuencias de la familia de genes Sox en el
embrién de pollo por ta técnica de Southern blot.
ic) Determinar la expresién de estas secuencias en las génadas det embrion

de pollo con la técnica de Northern blot a los 6.5, 13.5, y 20 d.i..
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V. Material y Métodos

5.1 MateriaFbiologico

Se utglizaron huevos fértiles de la cepa White Leghom procedentes de la granja
Aves Libres é}e Patdgenos Especificos (ALPES) y se incubaron a 37°C y 80% de humedad
en una incub%adora marca James MFG Co. Los tiempos de incubacion fueron de 6.5, §,
135, y 20 d1 correspondientes a las etapas de desarrollo 27-28, 31, 39 y 45
respectivamei;te (Hamburger y Hamilton, 1951).

Para o;htener ta sonda del Sry, se utilizé un ratén macho adulto de la cepa CD1 del
bioterio  del éinstituto de Investigaciones Biomédicas (IIB). Como controles de los
experimentos% de hibridacion se utilizaron ratones hembras y machos de la cepa B6,
per’cenecientes% a la colonia de la Dra. Irma Villalpando Fierro (1IB), de 7 semanas de edad.
Los ratones sc; mantuvieron bajo condiciones de luz-obscuridad en periodos de 12 horas (6

am a6 p.m}y fueron alimentados con Mouse Diet 5051 de Lab Diet (PMI Feeds Inc); la

temperatura péomedio fue de 18° a 23°C.

a) Ovo%scopfa

Esta té%‘;nica se empled para evaluar el desarrollo y la viabilidad de los embriones de
pollo y consisste en observar el huevo en el dia de incubacién deseado a contraluz de una
lampara en un;cuarto obscuro. En los primeros dias se observa una red de vasos sanguineos
que es indicati;va del desarrollo del embrién y mas adelante se distingue al embrién mismo

en el punto donde convergen todos los vasos sanguineos.
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b} Di%eccic’m y almacenamiento del tejido

. En{bﬁones de pollo: éstos se extrajeron del huevo haciendo un corte circular en el
extremo de la camara de aire, se retird la membrana papiracea y se colocaron en una caja de
Petri esténl. “;Los embriones se decapitaron y se realizo un corte diagonal para exponer el
sistema urogénital (Figura 6).

Ratén;: Los ratones adultos se sacrificaron por dislocacién cervical, se les aplico en
2l abdomen @a solucidn de benzal:etanol (1:1) y se realizd un corte en “v”, se retiraron los
mtestinos y sé extrajeron las gonadas.

Las g%’)nadas tanto de pollo como de ratén, se disectaron, se pusieron en medio
MEM ( minin%al essential medium) de Gibco BRL, y se enjuagaron con NaCl al 0.9%. El
tejido se pusoz en un tubo Eppendorf estéril tratado con H,O-DEPC y se almacené a -70°C
en un ultracbngelador Forma Scientific, modelo 8416, hasta que se utilizd para la
extraccion deéADN 0 ARN total. El H;O-DEPC se prepard de la siguiente manera: a | litro
de agua bidesiilada se le agregd 1 ml de DEPC y se disolvid, después de 24 horas el DEPC
se inachivo en}%un autoclave con una presién de 15 lbras/pulgada durante 80 min. Para tratar

los tubos, éstes se agregaron a la solucién después de disolverel DEPC y se dejaron 24

horas para des%ués meterlos al autoclave junto con el H,O-DEPC.

¥

Figura 6, Embrién de pollo. En el esquema se
observa un embrién de 6.5 d.i. La raya transversal

mdica la posicién postero-caudal en la que se

Bmwn

encueniran las gbnadas y el corte que se hace para

exponer estos drganos y poder aislarlos.
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5.2 Identifiéiacién del sexo

El se%o de los embriones de 8 a 20 d.1., asi como el de los ratones, se determiné bajo
un microscopio esteredscopico con base en la diferenciacién morfolégica de las génadas.
los embrionias de pollo de 6.5 d.i. se sexaron siguiendo la técnica de hibridacién puntual
descrita por %Nishioka (1988), En el momento de extraer las gonadas embrionarias, se
separo un peéazo de tejido del embridn (corazdn e intestinos) y se almacenod a -20°C hasta
que se proceéaron las muestras. Se descongeld el tejido, se le afiadieron 500 pl de buffer

SET (Tnis 05 M, EDTA 0.5 M) v se homogeneizd con un pistilo estéril. Se le agregaron 25

ul de SDS al 10% y 2.5 ul de Proteinasa K de Boehringer Mannheim (10 mg/ml) y se
incubo a 60“(5.;' dos horas en un bafio Eppendorf, modelo Thermomixer 5436. Se tomaron 5
il del tubo y se colocaron en el cuadro correspondiente (1 crnz) de una membrana Hybond
N+ de nylor% cargada positivamente y previamente cuadriculada de Amersham. La
membrana seé homed a 80°C con vacio dos horas en un horno de Precision Scientific
modelo 5831%86 dejé 15 min con solucién desnaturalizante (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) y
otres 15 min GOIl solucidn neutralizante (NaCl 1.5 M, 0.5 M Tns/HCI, pH 7.2, EDTA 0.001
M). Despues ia membrana se prehibridé dentro de una bolsa de plastico seilada por calor
con 10 ml de‘;la solucién de prehibridizacion (Sulfato de Dextran al 5%, Formamida al
50%, NaCl 1 M, SDS al 0.5%) vy 0.2 mg/ml de esperma de salmén desnaturalizado 5 min a

95°C y se dejd prehibridizando toda la noche a 44°C en un bafio Baxter, modelo Durabath.

Al dia éiguiente, se hibridé con 5x10° c.p.m. de la sonda especifica del Cromosoma
W marcada cojn o *PJATP (ver mas adelante), previamente desnaturalizada 5 min a 94°C y

se dejo incuba%xdo toda la noche a 44°C en el mismo bafio. Luego se lavo 2 veces 15 min a
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temperatura figmblente con SSC 2X, tomado de una solucidn stock de SSC 20X (NaCl3 M,
Citrato de Sédio 0.3 M), una vez 15 min a 65°C con una solucidén de SSC 2X y SDS al
0.1% v 15 n%in a 65°C con una solucion de SSC 0.2X y SDS al 0.1%. La membrana se
coloco entrei‘dos hcjas blancas limpias para secarla, se monté dentro de un cassette con
pantallas améliﬁcadoras marca DuPont, modelo Cronex Lightning Plus-T con una placa de
rayos X debaé}o de la membrana. Se cerrd el cassette y se dejd exponiendo a -70°C toda la

noche y se reveld la placa.

53 Ais]amie;to del ADN

El tej i§o embrionario, previamente almacenado a —70°C se descongeld, se hicteron
grupos de caciéa edad, se le agregaron 500 pl de buffer SET a cada uno y se homogenizaron
en un homoggnizador marca Tri-R Instruments, modelo 563C, con un pistilo de punta de
reflon marca éWeathon. En el caso del tejido de raton, éste se homogeneizo en 5 ml de
buffer SET y Ias cantidades de las otras soluciones se ajustaron con respecto a este volumen
inicial. Una x';z homogeneizado el tejido, se le afiadié 25 ul de una solucién al 10% de SDS
y 2.5 pl de Pr;i)teinasa K, se agit6 en un vortex marca Lab Line modelo Mistral Mixer 1192
v se incubd aiiiO"C una hora en un bafio Eppendorf, modelo Thermomixer 5436. Después
se le agregarcé‘n al tubo 200 pul de fenol saturado con TRIS, se mezcld en el vortex y se
centrifugo a 1?,000 r.p.m. 2 min a temperatura ambiente. La fase acuosa se colecté con una
pipeta Pasteuriestéril, se colocd en un tubo Eppendorf estéril y se repitid la extraccion con
el fenol. A ]a fase acuosa se le agregd un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol

isoamilico (0.3124:1), se agitd en el vortex y se centrifugd del mismo modo que las veces
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anteriores. E}%sobrenadante se colectd con una pipeta Pasteur estéril y se paso a otro tubo
Eppendorf, al:?que se le afiadid un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1),
se agito en el évortcx y se centrifugd. El sobrenadante se transfirié a otro tubo, se le agregd
20 ul de NaCii 3M. se mezeld 10 segundos y se le afiadiod el doble del volumen de la fase
acuosa de e{atiiol al 95%; se espero 5 segundos y se mezclo, invirtiendo el tubo, hasta que se
formo la hebré de ADN, la cual se tomo con un rodillo de vidrio y se paso a un tubo limpio.
Se le aﬁadiero}i 150 ul de agua estéril para disolver al ADN y se repitid la precipitacion con
el NaCl y €l c{ianol al 95%. El rodillo con el ADN se metié a un tubo Eppendorf que tenia
250 pl de etat%ol al 50% para lavarlo y después se pasé a otro tubo al cual se ie agregaron
10 ul de TE (Tns 10 mM, EDTA I mM) para disolver el ADN, se retird el rodillo y se

guardg el tuboi a -20°C.

¥

5.4 Aislamienéo del ARN

Se emé}eé la técnica reportada por Chomczynski y Sacchi (1987) para aslar el
ARN total de ias gonadas de pollo de las edades ya mencionadas, asi como de las gonadas
de ratones heé}bras y machos de 7 semanas de la cepa B6. El tejido embrionario que se
disecd previaré;ente se descongeld, se hicieron pooles de acuerdo al sexo de cada edad e
imnediatamenée se le afiadieron 500 pl de solucién D, que se prepard a partir de la solucion
stock de Tiocainato de Guanidina (Tiocanato de Guanidina 4 M, Citrato de Sodio 25 mM,
pH 7. Sarcosyi al 0.5% y B-mercapto-etanol 0.1 M), tomando 5 ml de ésta y 36 ul de -

mercapto-etanél y se homogeneizéd en un homogenizador marca Tri-R Instruments, modelo
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563C, con un pistilo de punta de teflon marca Weathon. Posteriormente, se agregaron
secuenaialmeéte: S0 pl de acetato de sodio 2M pH 4, 500 ul de fenol saturado con H;O-
DEPC y 100 ;11 de una solucion 49:1 de cloroformo-aleohol isoamilico recién preparada y
agitando la méestra en el vortex después de agregar cada solucidn. Luego de mezclarla bien
y observar qu,f: se forma una emulsion, se dejé en hielo 15 min y se centrifugo a 14,000
rp.m. 20 mm;a 4°C en una centrifuga Eppendorf modelo 5402. La fase acuosa se transfino
a un tubo nue%’o, se le agregd un volumen igual de isopropanol, se mezelé 10 segundos con
'a mano y sc%puso en hielo seco para precipitar el ARN total media hora. Después se
centrifugd la ;"nuestra igual que la primera vez y se decant6 la fase acuosa, el botdn del
precipitado se%resuspendié en 150 pl de solucién D y se volvid a precipitar con un volumen
tgual de iSOprépanol 30 min en hiclo seco y a centrifugar a 14,000 r.p.m. 20 min a 4°C. El
tubo se deca;té y se colocé boca abajo sobre una gasa estéril para eliminar todo el
isopropanol. I%inalmente la muestra se lavo tres veces de la sigulente manera: se agregaron
300 ul de etaélol al 75%, se centrifugd la muestra a 14,000 r.p.m. por 10 min a 4°C y se
decanto el etainol con una gasa estéril. Se colocd el tubo en un desecador media hora para
secar el botér_g; de ARN total, se resuspendio en HyO-DEPC y se almacené a —70°C por un

periodo maxirmo de una semana.
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5.5 Cuanﬁﬁeécién de los 4cidos nucleicos

Para cé)antiﬁcar la cantidad de ADN recuperado, se tomé 1 pl de la muestra y se
diluyd en 999?@1 de agua estéril, se coloco la dilucidén en una celda para espectrofotometro
de cuarzo maréca SIGMA y se ley6 en un espectrofotometro de Pharmacia Biotech, modelo
Ultrospec 300%) con luz UV a las longitudes de onda de 260 nm y 280 nm.

Para céantiﬁcar la cantidad de ARN recuperado, se tomaron 2 pl de la muestra y se
diluyeron en 798 ul de H,O-DEPC, la dilucién se puso en la cubeta de cuarzo antes descrita

y se leyd en las mismas condiciones que el ADN,

:

5.6 Sondas etéﬁlpleadas en la deteccion del ADN

a) Sonéia del cromosoma W de las aves

Para dﬁbtener la sonda del cromosoma W se digirié el plasmido pUGDI1201,
amablemente ;i‘ionado por el Dr Akira Ogawa de la Universidad de Tohoku en Japén, con la
enzima EcoR;jI. Este plasmido contiene una unidad repetitiva de 1.2 kb especifica del
Cromosoma W de las aves, la cual fue insertada en el sitio de restriccién EcoR1 del
plasmido pUC%9. La reaccién de digestion estandar consiste en poner en un tubo Eppendorf{
tratado con D%PC y estéril: 1 pg de ADN, 2 ul del buffer React 3 (GIBCO BRL), 0.2 ul de
la enzima Eco% R1 (GIBCO BRL), y agua destilada estéril para llegar a un volumen final de
20ul. La digéf;stién se corrio en un gel de agarosa al 1.5% a 100v 60 min en buffer TBE 1X
preparado a partir de una solucion 5X de TBE (Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM y EDTA
2.5 mM, pH 8) y se tifié 10 min con una solucién de bromuro de etidio (BrEt) de 0.04 mg

en 50 ml de agua bidestilada, se observd en el transiluminador y se corté la banda que
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contiene a l& sonda del cromosoma W, correspondiente a 1,200 pares de bases. A
continuacion ge electrocluyé colocando la banda de agarosa dentro de una bolsa de dialisis,
marca Spectr‘iﬁm Medical Industries, modelo Spectra/Por molecularporous membrane
tubing, junto f;con 500 pl de Buffer TBE 1X. Esta se colocé dentro de la camara de
electroforesis 'icon buffer TBE 1X v se corri6 a 100 volts 10 min Se recuperaron los 500 ul
de buffer TBEE de 1a bolsa de dialisis y se colocaron en un tubo Eppendorf esteril, se
agregaron 13 pl de NaCl 5M y 1 ml de etanol absoluto y se dejo precipitando toda la noche
a -20°C. Al df,a siguiente se centrifugé el tubo a 14,000 r.p.m. 20 min a 4° C, se decanté el
sobrenadante y se lavo el botdn con 300 1l de etanol al 75%, tres veces. Finalmente se

resuspendié eh 2 pl de agua estéril y se almacend a -20°C hasta que se utilizo.

b) Sorx;ia de la caja HMG del Sry de raton

Para oi;tener esta sonda, se realizé un PCR en un termociclador marca Perkin Elmer
Cetus, mcdelé? 9600. Se utilizd el estuche para amplificar ADN (Perkin Elmer), y como
cebadores losééoligonucleotidos reportados por Lee y Taketo (1994), que amplifican la caja

HMG del Sryiy unas bases més hacia los extremos de ésta y cuyas secuencias son:

Sryl: S CTGGTGACAATTGTCTAGAG

Sry2: P TGTGGGTTCCTGTCCCACTG
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La reaecién de amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 50 pl que
contenia 50 mM de KCl, 10 mM de TrisHCI, 5 mM de MgClz, 200mM de cada dNTP, 2.5
L de Poiime;'asa Taq, 40 pmol de cada oligonucleotido y 0.5 pg de ADN de higado de
raon machof El ADN se desnaturalizé por 5 min a 95°C y después se le agregaron los

demas reactivos de una solucién stock. Las muestras se sometieron a los siguientes ciclos:

15 seg a 94°C
15 seg a 65°C 29 ciclos

- 30sega72°C

15 seg a 94°C
15 sega 65°C 1 ciclo

. 10 min a 72°C.

Se sa;:aron los tubos, se les agregaron 15 ul de buffer de corrida (Azul de
Bromofenol 912 % y Glicerol 30%) y se colocaron aproximadamente 30 pl en cada pozo
de un gel de Eagarosa al 1.5% con TBE 0.5X, el cual se corri a 100 volts por 1:30 hrs en
TBE 1X. Poéteriomlente, se tifio el gel con BrEt, se observo en el transiluminador y se

corto la band% del Sry para electroeluirla de la manera descrita anteriormente.
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3.7 Marcadofﬁde las sondas por ¢l método de Random Primer

Una vez que se purificé el fragmento del Sry y el del Cromosoma W, se utilizo el
estuche de fnarcado de ADN por Random Primer de GIBCO BRIL para marcar
radmactivam%nte con o "PAATP (NEN) las dos sondas. En un tubo Eppendorf se pusieron
los 15 ul de;Ia sonda v se les agregaron 2 ul de cada uno de los dNTPs no marcados
radioactivaménte: 5" trifosfato de desoxitimidina (dTTP), 5° trifosfato de desoxicitidina
(dCTP) v 5° érifosfato de desoxiguanosina (dGTP), 15 ul del buffer de random primers, 50
1C1 de amPéjATP, y agua destilada estéril a completar un volumen de 49 ul. Se mezclo
todo. se le agfregé 1 ul del fragmento Klenow y se resuspendio todo con la micropipeta. El
tubo se incub% a 25°C dos horas y después se le agregaron 5 pl del buffer de paro.

Duraréte las dos horas que se incubd la muestra, se preparé una columna de
Sephadex G;ﬁo (Sigma) para separar por cromatografia de permeacion en gel los
nucledtidos ci\Je no se incorporaron y purificar el fragmento del Sry. La columna se montd
en una jeringzi desechable estéril de 1 ml a la que primero se le empacé un trozo de fibra de
vidrio estéril,”? después se le fue agregando poco a poco, evitando la formacién de burbujas,
el Sephadex ;uspendido en buffer TEN 1X diluido a partir de una solucidn stock de TEN
10X (Tris IOEj‘.mM, EDTA 1 mM, NaCl 10 mM, pH 8) hasta que se llen¢ la jeringa. Después
se coloco dex:itro de un tubo de vidrio corex, que contenia en su interior un tubo Eppendorf
sin tapa y seitentrifugé en una centrifuga marca Beckman, modelo GS-6R a 4,000 r.p.m. 6
min a 4°C, éara empacar ¢l Sephadex en la columna. Posteriormente, se le agregd mas
Sephadex de;fmodo que se volvid a llenar la jeringa y se volvio a centrifugar en las mismas

condiciones y después se repitié una vez mas el procedimiento.
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Finali}iente se le agregd a la columna buffer TEN 1X hasta que se llen6 ia jeringa y
se volvid a ééentrifugar a 4,000 r.p.m. 6 min a 4°C, este proceso se repitié dos veces y
después se g!ijardé en el refrigerador hasta que se utilizo.

Lueg? de agregar el buffer de paro a la muestra, se le agregaron 105 ml de buffer
TEN 1X. Se ;t;acé la columna del refrigerador y se monto otra vez en ¢l tubo corex con un
tubo Eppendérf limpio, se tomaron los 160 ul de la muestra y se colocaron en el centro de
la columna y se centrifugd a 4,000 rp.m. 6 min a 4°C. Finalmente, se sacé el tubo
Eppendorf dél tubo corex y se tomaron 2 ul que se¢ colocaron en otro tubo para contar la
incorporaciéé de P** en un contador de centelleo marca Packard modelo Tri-Carb 1500. Al

otro tubo se le puso su tapa y se congeld a —20°C hasta que se utilizo la sonda,

5.8 Southené—‘ blot

a) Di g?;zstién y separacion de los fragmentos de ADN por electroforesis

Se 101;1ar0n 10 pug de ADN de pollo de 20 d.i. y de ratén B6 de 7 semanas, de
hembra y deé:macho y se digirieron con la enzima de restriccion BamHI (G1GATCC)
basandose en'la reaccion estandar mencionada enteriormente. Las cantidades se ajustaron
para digerir 1{) g de ADN en un volumen final de 200 ul. El tubo se incubo 2 horas a 37°C
en un bafio m‘farca Eppendorf modelo Thermomixer 5436. Durante la incubacion, se prepar6
un gel de agémsa al 0.8% en buffer TBE 0.5X, cuando se termind de digerir el ADN se
concentro en & concentrador marca SAVANT hasta tener un volumen de 20 pl al que se le
agregaron 6 g& de buffer de corrida. Se cargaron las muestras en el gel de agarosa, tambien

se colocS en un pozo marcador de peso molecular (ADN de A digerido con las enzimas
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Hind 111 ¥ EéoRi) y se corrid a 110 volts 2 horas y media en buifer TBE 1X para que s¢

separaran 1os§ﬁagmentos del ADN.

b) Tr%nsferencia del ADN

El Aé)N se iransfifid con vacio a una membrana de nylon marca Hybond N* de
Amersham con el sistema de transferencia por vacio VacuGene XL de Pharmacia Biotech.
Se montd la %midad, la membrana de nyion se humedecié con agua estéril, se colocd en la
unidad y enc%ma de ella se puso el gel de agarosa. Se prendié la bomba de vacio a 50 mbar,
se pusieron LE{) ml de solucion despurinizante (HC1 0.25 M) encima del gel de agarosa y se
dejo 7 minuté)s. Después se retird la solucion, ladeando la unidad para recuperarla por una
de las esquiri;?s y se agregaron 40 ml de la solucion desnaturalizante (NaCl 1.5 M, NaOH
0.5M) encirria del gel, y se dejé otros 7 minutos. Se recuperd la solucion, se pusieron 40 ml
de la solucié%;l neutralizante (Tris 1 M, NaCl 1.5 M pH 7.5) y se dejdé otros 7 minutos.
Finalmente sé le agregd a la unidad 1 litro (1t) de la solucién de transferencia (SSC 2X) y se
dejo 1 hora, ée quité esta solucion y se removié el gel, pelandolo por un extremo. Se apagd
la bomba de ?i.facio, se retiro la membrana de nylon y se puso a secar entre 2 hojas blancas

Jimpias. Para'éiﬁjar el ADN a la membrana se colocd en un horno con vacio a 80°C 2 horas.

c) Hll:é%ridacién

Se siéuié el protocolo de Amersham para hibridacién de acidos nucleicos descrito
en el manualéde la membrana Hybond N”. Antes de hibridar la membrana con la sonda del
Sry, ésta se ;Eprehibridé de la siguiente manera: se prepararon 25 ml de la solucién de
prehibridacic')_%il: SSPE 20X (NaCl 3.6 M, Fosfato de Sedio 0.2 M, EDTA 0.02 pH 7.7)

Denhardts IGOX (2% wiv BSA, 2% wiv Ficoll, 2% w/v Polivinilpirrolidona) SDS 10%,
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NaCl al 0.9"/%, la membrana se metid en una bolsa de su tamafio y se puso a desnaturalizar
ADN de espérma de salmdn en un bafio marca Eppendorf modelo Thermomixer 5436 a
93°C por 5 mm para después meterlo en hielo hasta que se utilizé. Se le agregé a la bolsa
con la membi*ana la solucion de prehibridacién vy 0.2 mg del ADN de esperma de salmén
desnaturalizaé;io, se le sacaron todas las burbujas que tenia y se sell6 por calor. 1.a bolsa se
sumergid en @n bafio Maria marca Baxter modelo Durabath a 65°C y se dejo toda la noche
prehibridandc"f. Al dia siguiente se corté una esquina de la bolsa y se le agregd a la solucion
la sonda maréada radioactivamente, aproximadamente 15 x 10° c.p.m, se volvi6 a sellar
ésta v se coio;;'(') dentro del baflo Maria a 65°C v se dejd hibridando hasta el dia siguiente.
Se retro la bzéo‘lsa del bafio y se colocd detras de una mampara de acrilico, se vacid Ia
solucion dentéo de un frasco de desechos radioactivos. Se cortaron 3 orillas de la bolsa, se
removio la mémbrana con pinzas y se coloco en una caja de Petri grande de vidrio a la que
se le agregarc%_n 100 ml de una solucién de SSPE 2X y SDS al 0.2%, se dejé 15 min a
temperatura aénbiente v después se vacid la solucidn en el frasco de desechos radioactivos,
este lavado se&i repitié una vez mas y después se le agregaron 100 ml de una solucién de
SSPE 1X, SDS 0.2% y se dejo 15 min a 65°C en una incubadora marca New Brunswick
Scientific, moéclo G24 Enviromental Incubator Shaker. El Ultimo lavado se hizo con 100

ml de una solugion de SSPE 0.1X, SDS 0.2%, por 10 min a 65°C.

d) Autc%radiograﬁa

Se toxrm la membrana y se coloco entre dos hojas blancas limpias para secarla,
después se puso dentro de una bolsa limpia la cual se sell6 por calor. En un cuarto obscuro,
se monto la m%:mbrana dentro de un cassette con pantallas amplificadoras, con dos placas

de rayos X (éna encima y otra debajo de la membrana), inmovilizdndolas con cinta
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adhesiva. Se ;écerré el cassette v se dejé exponiendo a -70°C durante 3 ¢ 4 dias para después

revelar las plécas de rayos X.

5.9 Northern blot

aj Pre%)aracién de las muestras

Se uti%izaron 15 ug de ARN por cada muestra (en un volumen final de 4.5 ul), a los
que se le agr%garon 12.5 ul de formamida, 2.5 pl de buffer MOPS 10X (Acido N-Morfolino
Propanosulféhico 0.2 M, Acetato de Sodio 0.5 M pH7.0, Na;EDTA 0.01 M), y 4 pul de
fomaaidehido% al 37%. Se incubaron 5 min a 65°C y se le agregaron 2.5 pil de una mezcla de
ghicerol 50%%(%’\-’) y 1 mg/ml de azul de bromofenol.

b) Gei de agarosa

Se pr;paré un gel de agarosa al 1.5% con 1.5 g de agarosa, 73 ml de HO-DEPC y
10 ml de M(}%PS 10X, se fundi6 la mezcla y se le agregaron 17 ml de formaldehido al 37%.

Se gelificd a %PC, se cargaron las muestras y se corrié con MOPS 1X a 100 volts 65 min.

c) Transferencia del ARN total

Se siéuié el protocolo de VacuGene para transferir ARN, se lavo el gel dos veces
con HgO-DEfPC con agitacién 15 min, se monté la camara de transferencia, se coloco el gel
del mismo niodo que para el Southern blot y se pusieron 40 ml de H;O-DEPC encima del

gel por 5 mni Se retiro el agua y se agregaron 40 ml de de la solucién alcalinizante (NaOH
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50 mM) otrog 5 min y después 40 ml de solucidn neutralizadora (TrisC1 0.1 M, pH 7.4). Por
ultimo, se agregd a la camara 1 1t de solucidn de transferencia (SSC 2X) y se dej6 transferir
por 1 hora. §e retiro el papel de nylon, se dejé secar y luego se fijo con vacié 2 horas a

80°C.

d) Hibridacién

La mémbrana se prehibridé del mismo modo que se reportd para el Southern blot,
excepto que ;610 se hizo durante dos horas a 65°C con agitacion. Después se hibridé con
20x10° cpm éie la sonda del Sry toda la noche a 65°C. Los lavados y la autoradigrafia se
hicieron del r%nismo modo que para el Southern blot y posteriormente la membrana se tifio
para c}bser\.ra'si la localizacion de los ARN ribosomales, primero se colocéd la membrana en
una soluciénéde acido acético al 5%, durante 15 min y después se pasé a una solucion de
acetato de so{ﬁio 0.5 M, pH 5.2 y azul de metileno al 0.04% por 5-10 min, por ultimo, la
membrana se enjuagé en H,O-DEPC hasta que se observardn las bandas de los ARN

ribosomales. |

42



VL Resultaéos

6.1 Iieterminacién del sexo de los embriones de pollo

Se dgtem}iné el sexo de los embriones de pollo de 6.5 d.1. en las membranas
utilizadas el‘t la hibridacién puntual (Figura 7), las cuales permitieron identificar a los
embriones hef‘mbras a traveés de la presencia de puntos obscuros donde hibridd la sonda del

cromosoma W v a los machos por la ausencia de los mismos. Se utilizaron muestras de

higado de poflo de 20 d.1. de ambos sexos, como controles positivo y negativo.

6.5 di

?
20 di 20 di

Figuri 7. Membrana de hibridacién puntual. Los puntos obscuros corresponden a
la presgncia del cromosoma W, detectado por hibrnidacion puntual, en algunas de las
hembrgs sexadas y los espacios en blanco denotan a algunos de los machos. Los
controies utilizados se localizan en la parte inferior derecha de la membrana y
correséonden amuestras de higado de poilo de 20 ¢.1. de macho (<) y de hembra (%)

respectivamente.
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6.2 Oi)tencién de la sonda de la caja HMG del Sry

La an%liﬁcacién del ADN de higado de ratén con los oligonucledtidos Sryl y Sry2
die como re%u!tado dos bandas, una de 349 pb, la cual corresponde tedricamente a la
secuencia del;dominio HMG del Sry y otra de aproximadamente 450 pb. Para purificar la

banda de 349 pb, ésta se electroeluyd y se corrid un gel para comprobar la pureza (Figura

8).

1 2 3
2000 pb  smpe
5200 pb e
, 800 pb e
. ~eagm 4 50pb
00 pb et - 149 pb
j 200 ph .

Figura 8. Amplificacién de la caja HMG del Sry. En el carril 1 se observa el
maé'cador de peso molecular Low DNA mass ladder, en el carnil 2 se muestran
losé dos productos que se obtuvieron de la amplificacion del ADN de ratén con
los% oligos Sryl y Sry2. En el carril 3 se ve la banda correspondiente a la sonda

def Sry depués de la punificacién por el método de electroelusion,
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‘5
6.3 Cyantificacidon de los acidos nucleicos

Para aifslar el ADN fotal de las muestras y obtener suficientes microgramos de este,
se hizo un pool de gdnadas del mismo sexo de cada edad. Se realizd una dilucién
(1:1000ul) y de midid en el espectrofotémetro. Para obtener la cantidad de ADN total por

muestra. se multiplico ta densidad optica {D.0.) obtenida a 260 por 50 ug/ml y el resultado

se multiplico & su vez por el factor de dilucion. Los resultados se observan en la tabla 2.

:

.\Iéestra Numero de génadas Con(c:;/t;]a)cién (D.I;)u.r%;zso)

zqfd.L Q J 4 1.83 1.9

2{)%;1.1. & 8 1.51 1.9
Ratdn B62 6 1.59 2
Rat(’iéa B6 3 1 0.65 2

D.0. Dehsidad dptica

Tabla 2. S; muestra la concentracién y pureza det ADN de pollo y de ratén utilizado en
la prueba del Southern blot, asi como la edad y el sexo de las muestras analizadas.
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Para aislar el ARN total de las muestras se pesaron aproximadamente 50 mg de
gonadas de cdda sexo, para poder obtener un exceso de ARN, aunque para el Northen blot
se utilizaron 3 pg de cada muestra. Los resultados se presentan en la tabla 3, para obtener

la concentarci%én de cada muestra, se multiplicé la D.O. obtenida a 260 por 40 pg/ml y este

resultado se niultiplic() a su vez por el factor de dilucion (800 pl).

.\{:uestra Cantidad de tejido Concentracion Purz(zzoa

! (mg) (ng/ul) (D.0. "r40)
65d1 Q 503 4.84 1.84
65d1.d 5023 4.2 1.82
13%5 di. @ 50+3 2.32 1.95
13:5di. 3 503 212 1.95
2dy @ 50+3 1.2 2.1
26d.1 8 503 2.08 2

Ratdn CD1 ¢ 100 5.06 1.9

Ratén CD1 & 100 5.9 1.9

D.0. Dansidad optica

H

Tabla 3 Se observa la cantidad de tepdo utihizada para aislar el ARN de las
muestrds analizadas de cada edad, ast como la concentracién y la pureza obtenidas
para cafla una de €stas.
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6.4 Southeré blot

Se dié\rieron 10 pg de ADN total de cada muestra con la enzima de restriccion
BamHI Se utilizo ADN de pollo hembra y macho de 20 d.i. y como controles, 10 pg de
ADN total d;% raton B6 hembra y macho (Figura 9). La sonda de la caja HMG del Sry
identifico 2 bi:andas en ambas muestras de pollo (hembra y macho) de aproximadamente 6.0
kb v 2.0 kb.’Como se observa en la figura, la sonda di6é una sefial muy intensa en los

controles ya que se observa un barrido y no se pueden identificar bandas individuales.

20d1 Ratdn A
2 O 2 & Hmdll

1 g 23 kb
. -agpmm 0.4 kb
§ . - ‘H o 6.5 kb

o 4.3 kb

23kb
e a3 () kb

Fiéura 9. Southern blot. Se muestran las bandas detectadas por Southern
blgt del ADN total en los embriones de pollo masculinos y femeninos de 20

d.i,, hibridados con la sonda del Sry. El ultimo carril muesira el marcador de

pe%o melecular A HindIIL
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6.5 Ntf)rthern biot

Enel éméiisis por Northern blot del ARN total de polio de 6.5 y 13.5 d.i. (figura 10),
se observan ﬂos bandas en las muestras tanto de hembra como macho. En el sgundo
Northern bioE: (figura 11), gue tiene las muestras de pollo de 20 d.i. y los controles de ratdn,

no se aprecig minguna banda en las muestras de pollo y en las de ratdn se observan 4

bandas.

) . B)

{ Figura 10, Northern blot de 6.5 v 13.5 d.i.. a) Se observa la membrana de
nylon, con las muestras de ARN total, tefiida con azul de metileno, b) Northern

blot de las muestras de pollo de 6 5 ¥ 13 5 d i.. de ambos sexos. El marcador de

peso molecular es ADN de A digendo con la enzima Hind 111
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A)

Aot

b et

B)

Figura 11. Northern blot de 20 d.i. a) Se observa la membrana de nylon, con
las muestras de ARN total, tejiida con azul de metileno, b) Northern blot de las

muestras de polio de 20 d.1 y de ratén de ambos sexos. El marcador de peso

molecular es ADN de A digerido con la enzima Hind IIL
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VII. Discusion

En ]a presente investigacion se estudid la presencia y expresion de genes con la
secuencta def dominio HMG en el embrién de pollo. La purificacion del ADN y ARN total
de las muesttas fue satisfactoria ya que se aislo suficiente material para llevar a cabo los
expcn‘mentosﬁ de mbridacidn y este se mantuvo en un rango de purcza de 1.8 a 2. Esto nos
permitio aseéuramos que los 4cidos nucleicos estaban libres de proteinas o de reactivos

agregados dutante la purificacion para los experimentos de Southern 6 Northern blot.

Debid}? al estado de gonada indiferenciada que presentan los embriones de 6.5 di,
hue necesarifg= sexarlos por el método de hibridacién puntual, utilizando una sonda
especifica del cromosoma W de las aves. El método de hibridacidon puntual se adapt6 en
este estudio p(ara sexar embriones de pollo a partir de la técnica descrita originalmente por
Nishioka 11988) para ratones Mus musculus domesticus y que en el laboratorio se utiliza
rutinariamentd para sexar embriones y ratones durante el desarrollo postnatal. En
experimentos‘;preeliminares se utilizod tejido de embriones de edades de 13.5, 15 y 20 dj,
CUYO SEXO0 se?‘_ﬁ reconoce morfolégicamente y se pudo comprobar que la sonda reconoce
solamente a ias hembras por lo que podemos afirmar que esta técnica es una buena
alternativa paxi‘a sexar embriones de pollo de etapas indiferenciadas y con la cual se pueden
manejar mucl;:ﬁas muestras de manera simultanea, ya que para este estudio se utilizaron

aproximadaménte 150 embriones de cada sexo de la etapa de 6.5 d.i.
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Para gfealizar la sonda de la caja HMG del Sry se utilizaron los oligonucledtidos
reportados p§r Lee y Taketo (1994) guienes observaron un sélo producto de PCR al
amplificar ¢cDNA de raton de la cepa B6. Sin embargo, en nuestros experimentos se
observan dosgbandas, una de 349 pb que corresponde a la reportada por los autores y otra de
aproximadan{cme 450 pb. Las dos bandas que encontramos en el presente estudio podrian
ser diferentcs} copias del Sry, ya que se ha visto que existen varias copias de este gen ¢n
diferentes esﬁecies de ratén. Lundrigan y Tucker (1997) analizaron espectes africanas de
raton y detecl-iaron de 2 a 4 copias del Sry en éstas. Asi mismo, Nagamine (1994) estudid
especies euro;;)eas v asiaticas de raton y observo que hay de 2 a 6 transcritos en las especies
asiaticas v qué en el raton de laboratorio (Mus musculus) solo hay una copia de éste gen, sin
2mhargo, no ’se aclara que cepa de esta especie se utilizé para los experimentos que
reportan. En é\ presente estudio se realizaron experimentos de PCR utilizando muestras de
las cepas B6 y CDl1; y se obtuvieron para el primero una banda (349 pb) y para el segundo
dos bandas (349 y 450 pb), lo que sugtere que podria haber mas de una copia del Sry entre

cepas de una misma especle.

Por otra parte, no se puede descartar la posibilidad de que la otra banda observada al
amplificar el Sry sea resultado de un artefacto debido a las condiciones del PCR empleadas
en el presente“:estudio, por ejemplo, las temperatura utilizada para la fase de alineamiento
del ADN y Ios oligonucledtidos pudo ser muy alta (65°C), 6 la especificidad durante la
¢laboraci6n de la sonda, que estaria en funcion de la concentracion de las sales de MgCl,
aplicada en néestros experimentos, fue baja (SmM) comparada con la alta astringencia

(7mM de Mg(?lz) empleada por Jeske y cols. en 1996 para amplificar el Sry de raton. Para
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confirmar que las dos bandas vistas corresponden a éste gen, habria que secuenciarlas y

analizarlas.

Los e;*(perimentos realizados en el presente estudio confirmaron los datos obtenidos
por Tiersch y cols. en 1991, ya que se encontraron secuencias relacionadas con el Sry en
hembras y miachos en los embriones de pollo estudiados. El ADN total de las muestras se
digirié con 12 enzima de restriccién BamHI y se observaron dos bandas, una de 6 kb y la
otra de 2 kb.; El barmdo que se observa en los carriles de los controles de ADN de ratdn
podria deberée a que faltd lavar con una mayor astringencia la membrana o a que ésta se

sobreexpuso durante la autoradiografia y por lo tanto no se distinguen bandas en éstos.

Se utiziizaron embriones de pollo de 6.5, 13.5, v 20 d.i. para el experimento de
Northern Blc}t las cuales son etapas que abarcan momentos del desarrollo sexual
embrionario y donde seria interesante cobservar la expresion de genes de la familia Sox
como ¢l Sry ;o el Sox9. A partir de los 6.5 d.i. se da el inicio de la diferenciacién gonadal
en ¢l pollo, y en mamiferos se ha demostrado la expresion del Sry en esta etapa de
dlferenciaciéﬁ: que en los ratones comienza a los 11.5 dpc. La otra etapa seria la del
es[ablecimienéo del eje HAG, a los 13.5 d.i. ya que en las aves este procese ocurre en la
fase embrionairia y podria esperarse un control de tas hormonas hipofisiarias sobre el Sry.

Finalmente, l{as 20 d.i., son un dia antes de la eclosion.



En el experimento de Northern blot con las muestras de 6.5 y 13.5 d.i., se detectaron
dos bandas, {éuya expresion es muy débil en ambos sexos de estas edades. La revision del
gel de agarosia después de la transferencia mostrd que se transfirido todo el ARN total a la
membrana d¢ nylon. por lo tanto es posible que las membranas hayan tenido un alto
contenido de AR\I nbosomal, 1o que ocasiond una hibridacién inespecifica de la sonda con
gste tipo de AR\J Al comparar las bandas del Northen blot con la membrana de nylon

tenida con azul de metileno se ve que las bandas corresponden a los ARN ribosomales.

En el segundo experimento no se detectd ninguna banda en las muestras de 20 d.i.,
ademas hubo una reaccion inespecifica de la sonda, lo cual probablemente se deba a errores
en la prehibnciacién cuando se realizd el bloqueo con eI_ADN de esperma de salmodn ya que
posiblemente éste no se mezclo homogeneamente a lo largo de la membrana lo cual
pProvoco esta %eaccién. En los controles empleados de raton adulto hembra y macho se
aprecian 4 baridas bien definidas en ambos sexos que muy probablemente corresponden a
genes con una caja HMG. Ademas, no se logrd identificar una banda especifica de los
machos, comé; la reportada por Capel y colaboradores (1993b) que es de 1.3 kb ¥y
corresponde aé transcrito circular de este gen en los ratones machos adultos, por lo gue se
descarta que aéguno de estos genes sea el Sry Dada la alta homologia que hay entre las
cajas HMG de'los genes SOX y el Sry podemos suponer que la sonda reconocié¢ secuencias
de genes So0x, %Jor lo que serfa necesario subclonar y secuenciar las bandas que se observan

en los controles del Northern blot, para aclarar a que genes corresponden éstas
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Se de;tectaron secuencias que corresponden a genes de la familia Sox y que
contienen un; caja HMG como se planted en la hipdtesis, sin embargo, estas secuencias no
son espec%ﬁcés del sexo del pollo, ya que se observan en ambos sexos. Por otra patte, no se
pudo detectaléia expresion de estos genes en embriones de pollo como se esperaba y lo mas

probabie es Giu.e los genes que se detectaron en el experimento de Southern blot no se

expresen durante las etapas estudiadas.

.

En unv}cstudio publicado recientemente no se logra localizar el gen Sry en las aves
{McBnide vy ¢ols., 1997) por métodos de PCR y solamente se encuentran secuencias
relacionadas con ¢ste, una de las cuales pertenece al Sox9. Este gen se expresa antes de la
dsferencaaciéri; sexual en ambos sexos en los embriones de pollo (Morais da Silva y cols.,
1996) v se .apéaga en las hembras durante la diferenciacidn gonadal. Estos y otros datos
sugieren que E';l Sox9 estd mas conservado evolutivamente que el Sry, yva que ¢l primero se
encuenira en %fertebrados como los mamiferos, las aves y las tortugas marinas como la
Lepmidochelys é!z‘vacea (Merchant 1998, datos sin publicar) y el Sry sélo se ha encontrado
en mamifcros; Aunque el Sry es importante en la diferenciacion sexual masculina de los
mamiferos, el’ gen Sox9 parece ser fundamental en las aves durante la diferenciacion
sexual, por 10-_;_que es necesario estudiar con mayor profundidad los mecanismos por los
cuales este gén interviene en la diferenciacion ovérica y testicular, ya sea como un
regulador neg&jtivo de la expresion de genes O como un activador de la transcripcion de

otros en los vettebrados inferiores.
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Finalrﬁente, habria que profundizar més en el estudio del mecanismo de
diferenciacié; sexual de las aves, para determinar que otros genes de los ya descritos para
marniferos, c%nmo el gen SF | ¢ el Daxl, actlian en esta especie e incluso habria que
i estigar qué genes se localizan en el cromosoma W, homélogos a los que se localizan en
el cromosom% X de los mamiferos y que provocan la diferenciacidn sexual de la goénada
femenina, coz:no el gene Dax1 que ha sido propuesto recientemente (Swain y cols., 1998)

como un antagonista del Sry durante la diferenciacion sexual gonadal de los mamiferos.

Perspectivas '
Los rezSultados obtenidos en ¢l presente estudio nos llevan a plantear los siguientes
gxperimentos ;:on el fin de responder las preguntas que surgieron al termino de este trabajo:
.;a) Utilizar los oligonucledtidos reportados por Jeske y cols., (1996) para
obtener una sonda especifica del Sry de raton.
:b) Repetir los experimentos de Northern blot con otra sonda, que sea mas
especifica para el Sry.

gc) Secuenciar las bandas del Sry que se amplifican en el PCR con el ADN

de ratén para comprobar su naturaleza.
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VIIL Concludiones

. Laiécnica estandarizada para el sexado por hibridacidn puntual de embriones de

pollo hembras (ZW), es confiable.

2. Existen secuencias relacionadas al dominio HMG en ambos sexos del pollo, gue

i

probablemente corresponden a genes de la familia Sox.

3. Nose detectd la expresion de los genes que reconocio la sonda de la caja HMG

en hembras y machos del embrién de pollo.

4. La sonda utilizada no reconoce al gen Sry de raton, ya que no es sexo-especifica.
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