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RESUMEN

Mayaheros urophthalmus es una especie nativa del estado de Tabasco que esta siendo
introducida@,los sistemas de cultivo acuicola para el estudio y la investigacion de los aspectos
reproductives’y.la determinacion sexual la cual puede estar asociada a factores fisicos como
la temperatura; quimicos como el pH, cromosdémico y/o genéticos como la presencia de genes
maestros como DMRT1 especifico para machos y genes reguladores como los CYP19A y
CYP19B indispensables durante el desarrollo sexual de hembras. La diferenciacion sexual
ocurre una vez establecida.el sexo genotipico y es un proceso ontogénico por medio del cual
una génada indiferenciada,.se“desarrolla para formar un testiculo u ovario. Para el presente
estudio se seleccion6 un lotedereproductores para aislar las puestas de larvas en canaletes
de 200 litros y se comenz0 el primer-muestreo a los 10 primeros dias de eclosion con un total
de 10 organismos por cada muestreogtomando cada muestra cada 10 dias, hasta completar
los 100 dias post eclosion para el estudio, de determinacién sexual se analizaron a nivel
molecular la presencia de los genes CYR19a y CYP19b los cuales mostraron una mayor
expresion en el dia 70 y el dia 100.de eclosion mientras que DMRTL1 se logra visualizar
durante todos los muestreos pero tambien muestra.un alto umbral de expresion en el dia 70
y 100 de eclosién. De igual manera la diferenciacion sexual se observo a nivel histoldgico en
donde el lote de animales muestreados fug“fijado en_formaldehido al 30%, procesados y
tefiidos con hematoxilina-eosina para su observacion en microscopia optica, donde los
resultados muestran que las células germinales primordiales eomienzan a colonizar la gbnada
a partir del dia 30 de eclosién posterior a esto la génada muestra cambios morfofisioldgicos

evidentes sin completar la diferenciacién gonadal.
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ABSTRACT

Mayaheres urophthalmus is a native species of the state of Tabasco that is being introduced
into aquaculture farming systems for the study and research of reproductive aspects and sex
determination._Sex determination may be associated with physical factors like temperature,
chemical factorsdike pH, chromosomal factors, and/or genetic factors like the presence of
master genes such.as DMRT1(specific for males) and regulatory genes such as CYP19A and
CYP19B (essential daring female sexual development). Sexual differentiation occurs once
the genotypic sex is established and is an ontogenetic process by which an undifferentiated

gonad develops to form eithera testis or an ovary.

For the present study, a batch of broodstock was selected to isolate larval clutches in 200-
liter troughs. The first sampling began at 10 days post-hatching (dph), with a total of 10

organisms per sample, taken every 10 days, until completing 100 dph.

For the study of sex determination; the presence of the genes CYP19A and CYP19B was
analyzed at the molecular level. They showed higher expression on 70 dph and 100 dph,
while DMRT1 was visible during all samplings but also showed a high expression threshold
on 70 dph and 100 dph.

In adition, sexual differentiation was observed.at the histological level, where the sampled
batch of animals was fixed in Bouin's solution, processed, and-stained with hematoxylin-
eosin for observation under light microscopy. The results show that'the primordial germ cells
begin to colonize the gonad starting from 30 dph. Subsequently, the.gonad shows evident

morphophysiological changes without completing gonadal differentiation.
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PALABRAS CLAVE

CGP: células germinales primordiales

DDE: dias después de la eclosion

LT:ongitud total

LP: longitud patron

DETERMINACION SEXUAL : se refiere a como el sexo de un individuo llega a
ser definido y/estecocurre durante la fecundacion.

DIFERENCIACION SEXUAL : proceso ontogénico por medio del cual una

gonada indiferenciada, se desarrolla para formar un testiculo o un ovario.
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INTRODUCCION

El ciclide' Mayaheros urophthalmus (mojarra castarrica) se distribuye desde el sureste de
Mexico, enda-porcion media del Estado de Veracruz, norte de Oaxaca, Tabasco, Campeche,
Yucatan, los‘ries.de Quintana Roo, hasta Centroamérica abarcando Belice, Guatemala,
Honduras y Nicaragua, esto segtn Miller (1976) citado por (Alvarez, Méarquez, Ramirez, &
Jesusus, 2013).

Es una especie de importancia comercial para el estado de Tabasco y es explotada en la pesca
artesanal (Martinez-Palacios & Ross, 1992). Esta especie es mondgama, sin un aparente
dimorfismo sexual; sin embargo,40s machos suelen ser mas grandes y pronunciados que las
hembras. Su reproduccion es prolengada entre los meses de marzo y octubre abarcando la
época de secas y lluvias, con una pauta.aproximada de 26 dias en cada desove y un promedio
de 6,615 huevos por cada puesta, ademas presenta cuidado biparental de huevos, larvas y
alevines siendo incubadores de sustratd.“La especie mantiene una reproduccion precoz
iniciando su ciclo reproductivo €on una talla™de aproximadamente 12 cm y su actividad
reproductiva esta regulada por los patrones destemperatura (Barrientos-Medina, 2003). A
pesar de existir informacion sobre los factares que“intervienen en la regulacion de su ciclo
reproductivo, a la fecha se desconoce el genoma ‘gquesse expresa durante el proceso de
determinacion sexual y los eventos moleculares de su diferenciacion gonadal, asi como los
cambios morfoldgicos que se presentan durante la diferenciaeion sexual.

En general los procesos que estan involucrados durante el desarrollo y el establecimiento del
sexo estan integrados en 3 distintas etapas que se llevan a cabozen tiempos y espacios de
manera particular: 1) determinacion, 2) diferenciacion y 3) manifestacién (Salame-Mendez
& Villalpando-Fierro, 1998). En la primera se lleva a cabo el establecimiento del sexo
genético a partir de la fertilizacion, En la segunda se expresa el genoma que dirige la
morfogenesis (formacion de los caracteres morfologicos a partir de la Sefializacion y
expresion de genes) y diferenciacion del primordio gonadal en testiculos u ovaries.y por
ultimo la presencia de todos esos factores se ve expresado en el desarrollo de los genitales
internos y externos (Salame-Mendez & Villalpando-Fierro, 1998). El principal objetivo de
este estudio es determinar la expresion de los genes determinantes del sexo como el Dmrtl,

el Cypl9a y Cypl9b que pudieran estar participando, expresandose e interactuando en la
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crec

etap determinacidn y diferenciacion sexual de la mojara castarrica durante las etapas de
to larval hasta tener un adulto completamente diferenciado.
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ANTECEDENTES

Area de distribucion de la especie:

Mayaheros urephthalmus es un pez conocido localmente como mojarra castarrica o ciclido
maya. Es una especie nativa de la vertiente del rio Usumacinta y se distribuye de manera
natural desde el sur de‘Mexico (Tabasco, Veracruz, Chiapas, la peninsula de Yucatan y
Oaxaca) hasta, Belice, Guatemala, Honduras y Nicaragua (Miller, 1976). Sin embargo, la
especie ha sido introducida a.ecosistemas de Florida, USA, Singapur y Tailandia donde se le
ha considerado una especie invasora (Fernandez-Pérez, 2024). Estas introducciones estan

relacionadas con su comercio como especie de ornato.

Mecanismos de determinacion sexual en vertebrados:

Un mecanismo de determinacion seéxual es un sistema bioldgico que determina el desarrollo
de las caracteristicas sexuales de un arganismo ‘(\Wootton & Smith, 2014). Existen distintos
tipos de determinacién sexual y varian segln el vertebrado del cual estemos hablando. Asi,
puede haber especies donde, su determinaCion sexual“esta dada por factores ambientales
como la temperatura, como en el caso de algunos reptiles Como los cocodrilos o las tortugas
(Salame-méndez, 1998). Otro mecanismo de determinacion sexual es el de las aves en el cual
se ven involucrados cromosomas sexuales, ZZ en el caso de losmachos y ZW en las hembras
(Dubiec & Zagalaska-Neubauer, 2006). De igual manera la determinacion sexual en los
mamiferos se ve influenciada por la presencia de cromosomas sexuales y el sexo queda
establecido durante la fertilizacion, en este caso la hembra presenta unpar de cromosomas
sexuales XXy en el caso de los machos un par XY (Raymond et.al, 1999).

Los peces, son el grupo de vertebrados mas diverso (Nelson, Wilson, & Grande; 2016) y son
organismos que ademas presentan distintos tipos de mecanismos para la deteradinacion
sexual (Wootton & Smith, 2014). Uno de los mecanismos de determinacion sexual ‘que
presentan los peces es la ambiental, en donde los cambios o patrones de temperatura o.pH
son los que establecen el sexo genético de algunas especies de peces (Devlin & Nagaham;

2002). También existen especies hermafroditas en donde la determinacién sexual en algun
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peri%su vida va a depender de la relacion sociales dentro del grupo (Munday, Caley, &
Jon 8).
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Figura 1. Proceso de esteroidogénesis a partir de la sintesis del colesterol (solo estero;®

sexuales) (Andrew. A & Walter L, 2014) .
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Determinacion y diferenciacion sexual

La determinacion sexual se refiere a como el sexo de un individuo llega a ser definido, la
determinacion-sexual puede ocurrir por mecanismos genéticos (GSI por sus siglas en inglés
genetic sex determination), y por factores externos ambientales como la temperatura (Lasalle,
2016). Los organismos que presentan este tipo de determinacién ambiental generalmente no
poseen cromosomas sexuales, y han desarrollado otro tipo de estrategias que dependen de las
condiciones de su entorng ‘para la determinacion del sexo de su progenie (Redondo, 2016).
Por otro lado, el proceso de diferenciacion sexual conlleva una serie de eventos bioquimicos
y moleculares que daran lugar a-la formacién de una génada femenina o masculina. Una
gonada antes de ser diferenciada.tiene la caracteristica de ser bipotencial (es decir a partir de
un esbozo comun: tejido germinal @-Somatico dependiendo de los factores de diferenciacion
se formard un ovario o un testiculo), y todo este proceso se da por la accidén conjunta de genes
(Brenan & Capel, 2004).

Diferenciacién sexual

La diferenciacion sexual es un proceso sontogénico~por medio del cual una gonada
indiferenciada, se desarrolla para formar un testiculo o un evario (Piferrer & Guiguen, 2008).
Este proceso implica distintos eventos bioquimicos y moleculares, en primer lugar, durante
el periodo de determinacion sexual se desarrolla el primordio gonadal que tiene la
caracteristica de ser toti-potencial (Joy & Chaube, 2015). Durante 1a diferenciacion sexual se
desarrollan  gonadas bipotenciales en las que se encuentran las” células germinales
primordiales (CGP) Las CGPs tienen un origen extragonadal, y llegan a-colonizar la génada
bipotencial durante la fase de diferenciacion, las CGP pasan por tres fases distintas: en la
primera, fase de separacion las CGP abandonan el intestino posterior y-entran en el
mesénquima del mesenterio dorsal, en la segunda, fase de migracion las~CGPR usan
movimientos ameboideos para moverse entre las células mesenquimales del mesenterio
dorsal y viajar hacia las crestas genitales y finalmente en la fase de colonizacion las CGP se
establecen en la cresta genital y proliferan para formar una génada masculina o femenina

completamente madura (Fujimoto, Miyayama, & Fuyuta, 1977).

26



En los“peces teledsteos el desarrollo gonadal también estd asociado al del sistema renal, las
gonadas derivan de un solo primordio gonadal y se desarrollan a partir del epitelio peritoneal
(Nakamura M. , Kobayashi, Xiao-Tian, & Nagahama, 1998).

Determinacion sexual en peces:

La determinacion sexual es una serie de procesos morfo fisioldégicos que desarrollan el
primordio gonadal totipotencial de los peces (Joy & Chaube, 2015). Los peces teledsteos son
organismos muy diversos. y/plésticos en la forma en la que el sexo es determinado y
expresado, incluso a causa de la.gran diversidad de especies, los denominados genes maestros
los cuales dan inicio y regulan la-€Cascada genética de determinacion del sexo, no estan del
todo conservados en los peces teledsteos (Volff, Kondo, & Schartl, 2003). En algunos de
estos genes se han observado variaciongsentre especies del mismo género, por ejemplo; dmY
es el gen maestro determinante del sexo en el pez medaka (Oryzias latipes) el cual se expresa
exclusivamente en machos y solo se_encuentra en el cromosoma Y, en O. luzonensis el gen
maestro es gsdfY (gonadal soma derived growth factor on the Y chromosome) (Takehana
et.al, 2014) y en O. dancena el gen determinante €s_sox3Y mientras que en los salmdnidos
Unicamente, se ha conservado el gen determifnante del'sexo sdY (Myosho et al., 2012).

En algunas especies de peces gonocdricas (sexos separados) la determinacion sexual es
genética (DSG) presentandose un juego de cromosomas deneminados cromosomas sexuales,
que suelen ser diferentes para cada sexo (sistemas XX-XY o ZW-ZZ, para hembra-macho)
como se muestra en la figura 2 (Carrillo, 2009). La determinacion®exual también suele estar
influenciada por los cambios de temperatura en otras muchas especiesy como es el caso del
pejerrey del atlantico el cual posee los genes cypllal y cypllbl que sen termo-sensibles y
a bajas temperaturas (17°C) hay una mayor proporcién de hembrasmientras que a
temperaturas altas (29°C) habra una mayor proporcion de machos, la cascada‘molecular que
estéd presente en la determinacion testicular del pejerrey involucra los genes (Amh,_ Bmrtl y
Sox9) asociados a las células de Sertoli y los asociados a las células de Leydig (Nr5al y'Sf1)
(Samoza & Fernandino, 2012). En un estudio de secuenciacién y expresion del gen dmrtl se
demostré que en el pez sapo (Halobatrachus didactylus) la expresion de este gen ‘es

significativa para el mantenimiento y el establecimiento del sexo genético, la formacion del
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testicuto y la regulacion de la espermatogénesis (Ubeda-Manzanaro, Ortiz-Delgado, Merlo,
Rebordinos, & Sarasquete, 2012), y durante el periodo de diferenciacién la inhibiciéon o
supresion’de los genes de aromatasa (Cyp19ala, Cyp 11) dara lugar a la formacién testicular,
esta actividad-no solo se ve en peces sino también en anfibios y su presencia se da también a
nivel cerebral\(Comalleau et al., 2015).

Existen otras especCies en las que, aunque su determinacion sexual es establecida a nivel
genético la temperatura~se, puede sobre poner ante esta, por ejemplo; en un estudio liderado
por el Instituto de Cieneias del Mar de Barcelona en 2011 en larvas de lubina que fueron
expuestas a distintas temperaturas (normales y altas) durante su primera semana de vida, se
demostrd que las altas temperaturas inducen la metilacion del ADN promotor del gen
Cyp19a. Este gen es indispensable para la formacién de la enzima citocromo P450 aromatasa,
dicha enzima es la encargada desConvertir los andrégenos (como la testosterona) en
estrogenos (como el estradiol) asi que )la expresion de esta enzima es critica para la
reproduccion y muy importante durante el'proceso de diferenciacion sexual en peces y en la

mayoria de los vertebrados (Trant'J¢, Gavasse; Ackers, Chung, & Place, 2001).

]
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Figura 2. Mecanismos de determinacion sexual mas estudiados en peces.
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Funcion del gen Dmrtl durante el periodo de determinacion y diferenciacion sexual

El gen Dmrtl (Doublesex and Mab3 Related Transcription Factor 1) es uno de los genes
reguladores'del desarrollo sexual en vertebrados y tiene un factor de transcripcion que posee
un dominio DIV gue es motivo de union al DNA (Erdman & Burtis, 1993)

Funcion de los genes'Cypl9a y Cyp19b durante el periodo de determinacion y
diferenciacion sexual

Cypl9a es indispensable para lasformacion de la enzima citocromo P450 aromatasa, la
expresion de esta enzima es critica parasla reproduccién y muy importante durante el proceso

de diferenciacion sexual en peces (Trant\J: , Gavasso, Ackers, Chung, & Place, 2001).

Importanciarde la mojarra Castarrica

En el estado de Tabasco la mojarra castarrica es una~especie importante en la produccion
acuicola y como especie de consumo a niveldocal. Debido-a la alta demanda para el consumo
este organismo esta siendo explotado poniendosen riesg@ su supervivencia. Sin embargo;
actualmente esta especie se ha destinado al cultivo el cual® tiene como prioridad dos
principales objetivos: la produccion de crias para la repoblacién de cuerpos de agua
explotados por la actividad pesquera y el cultivo semi-intensivo ‘destinado a la produccién
para el consumo.

A pesar de su importancia econdmica en la region, poco se ha descrito la biologia
reproductiva de la especie y la informacion sobre los procesos de determinacion vy
diferenciacion son aun desconocidos. Por esta razon, el presente estudio pretende.describir a
nivel histolégico los procesos esenciales de la diferenciacion sexual de la mojarra eastarrica
y determinar la presencia de genes clave en los procesos de la determinacion\y la

diferenciacién sexual.
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Tabla”l. Principales genes que participan en el proceso de determinacion y diferenciacion

sexual en peces.

Especie Gen Funcién
Se expresa con regularidad
en el ovario en las
4}
Syl =2 primeras etapas de
Codifica la o
aromatasa. una S desarrollo por lo que es
. . importante para la
Oreochromis enzima feminizacic
N\ S eminizacion
niloticus esteroidogénica Se expresa en el cerebro
CERETEEIOaE = tamb?én esta relacionaday
biotransformar la T | & .
en estradiol < S SEEITES e
O neuroplasticidad y
neurogeénesis
Oreochromis . ~
- podria desempefiar un
< niloticus :
o papel importante en la
Qo Oncorhynchus e
= mvkiss FoxI2 esteroidogénesis y en el
T _my crecimiento y la
Dicentrarchus L .
maduracion del ovario
labrax
. Es especifico de células
Oreochromis : .
s germinales y esta
niloticus f E
. : Figla asociado con el desarrollo
Danio rerio - . [
Oryzias sp y la diferenciacion ovérica
' en los vertebrados
Presente durante la
Oncorhynchus . o
. Shbgb diferenciacion gonadal y
mykiss . L .
diferenciacion ovarica
DTN regula el tiempo y la tasa
mykiss StAR 9 mpo y la
) . de esteroidogénesis
Danio rerio
D. labrax, D. rerio, Este es especifico
O. latipes, pejerrey Amh para.el cromosoma “Y” y
Odontesthes y se expresa en las células de
microlepidotus Sertoli de losymachos XY
D. labrax, D. reri Xpr n
0 Iab_ ax, L. rerio, Amhr2 (receptor de |, 56 expresa
° . latipes, pejerrey hormona antimiilleriana celulas sométicas que
5 . Odontesthes tipo 2) rodean a las,células
‘25 microlepidotus P germinales y’sdY
D. labrax, D. rerio,
O. latipes, pejerrey Indispensable durante la
Gsdf . I
Odontesthes diferenciacion sexual
microlepidotus
Oncorhynchus regula el tiempo y la tasa
. StAR A
myKkiss de esteroidogénesis
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Oreochromis

Esta estrechamente
relacionado con el inicio
del proceso de

niloticus Dmrtl determinacion sexual (Gen
maestro determinante del
Sexo)
©
(@))] v
=S | se expresa en las células de
. 9 | Sertoli y células epiteliales
Oreachremis y P
Y - Sox9 del conducto deferente
nilotieds
o durante la
[e)) g o _on
é diferenciacion gonadal.
(7p]
Oreochromis
o Este gen se expresa
niloticus :
exclusivamente en las
Oncorhynchus , -
. gonadas y su funcion es la
mykiss Amh . )
) diferenciacién normal de
Dicentrarchus
las estructuras
labrax .
. . reproductivas
Danio rerio

Esta informacion fue tomada de: Enriquez-Valencia, CE, Prieto-Mojica, CA, & Gomez-

Balanta, FZ (2022). Regulacion genética.de la determinacion sexual y diferenciacion gonadal

en peces teledsteos. Entramado,

3803/entramado.1.7607

187 (1),
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JUSTIFICACION

En el estado,de Tabasco la mojarra castarrica es una especie importante en la produccion
acuicola y como.especie de consumo a nivel local. Debido a la alta demanda para el consumo
este organismo esta siendo explotado poniendo en riesgo su supervivencia. Sin embargo;
actualmente esta‘especie se ha destinado al cultivo el cual tiene como prioridad dos
principales objetivos: lasproduccién de crias para la repoblacion de cuerpos de agua
explotados por la actividad pesquera y el cultivo semiintensivo destinado a la produccion
para el consumo.

A pesar de su importancia ¢eeonémica en la region, poco se ha descrito la biologia
reproductiva de la especie y {a_informacion sobre los procesos de determinacion vy
diferenciacion son ain desconocidos. Per esta razon, el presente estudio pretende describir a
nivel histolégico los procesos esenciales'de la diferenciacion sexual de la mojarra castarrica
y determinar la presencia de genes clave en los procesos de la determinacion y la
diferenciacion sexual. Es innegable~la impartancia que tiene el conocer los aspectos
relacionados con el desarrollo temprane_ de una‘especie por la simple necesidad de describir
las especies que conforman nuestro entorno inmediate=Sin embargo, es ain mas importante
si esta informacion puede ser empleada en laimplementacion de biotecnologias que permitan
la preservacion de especies sobreexplotadas‘y gon fuertes ‘presiones sobre sus ambientes
como es el caso de la mojarra castarrica.

El conocimiento de los procesos involucrados durante lasontogenia como lo es la
determinacion sexual y los genes que la regulan puede revelar informacién relevante sobre
el desarrollo de fenotipos de interés para el ser humano. Es bien sabido que, en algunas
especies, el dimorfismo sexual viene acompafiado de diferencias™importantes en el
crecimiento y tamafio final de hembras y machos. En el caso de la castarrica, los machos
aparentemente presentan mayores tallas y posiblemente mayores tasas de cregimiénto. Por
esta razén, el poder identificar la presencia de genes como los Cypl9a y Cyp19b~que se
encargan del establecimiento, el mantenimiento y la maduracion sexual en las hembrasly el
gen Dmrtl que regula la espermatogénesis y el desarrollo sexual en machos, asi como_los
momentos del desarrollo en los que esto ocurre puede derivar en informacién de alto valer

de aplicacion. Conocer estos aspectos permite que los organismos derivados de un sistema
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de preduccion sean viables para el cultivo selectivo de uno de los sexos, o también puede
fortalecer el repoblamiento de los cuerpos de agua donde se lleva a cabo la explotacion
pesquerasy ptedan cumplir con su funcion dentro del ecosistema, reintegrandose de manera
correcta a la-eadena trofica y continuar su consumo sin poner a la especie en riesgo de

desaparecer.

HIPOTESIS
* Los genes dmrtl ¢y Cypl9a influyen en la determinacion sexual de la mojarra

castarrica (Mayaheros urephthalmus).

« Ladiferenciacion gonadal de”la. mojarra castarrica (Mayaheros urophthalmus) inicia

inmediatamente después de la eclosion de los huevos.
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OBJETIVOS

General

Caracterizar el\proceso de diferenciacion sexual en Mayaheros urophthalmus mediante la
descripcion histologica de los cambios morfoldgicos de las gdnadas y el anélisis temporal de
la expresion de gemes clave (CYP19A, CYP19B y DMRT1) de la mojarra castarrica
Mayaheros urophthalmas,

Particulares

1. Identificar a nivel histolégico los~periodos de gonada indiferenciada, en diferenciacion

ovarica y diferenciacion testicular.

2. Determinar la presencia de los genes Cyp19a y Cyp19b que se expresan en gonada y cerebro

en hembras respectivamente.

3. Determinar la presencia del gen Dmrtl que.se expresa en machos.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de larvas

Las larvas de'castarrica se obtuvieron de un lote perteneciente al Laboratorio de Acuicultura
Tropical de la Division Académica de Ciencias Biologicas de la Universidad Juarez

Autonoma de TabaSce~ubicado en el municipio de Centro, Tabasco. Sobre la carretera

Villahermosa-Cardenas entronque con Bosques de Saloya.

A) -\na de cuarentena y larvicultura
B) Area de reproductores de tilapia
C) Area de produccion y reproductores de’pejelagarto
D) Baiios

E) Bodega de alimento

F) Area deinvestigacion

G) Area de especies nativas

H) Reservorio de agua potable

I) Area deinvestigacion

J) Invernadero

K) Geomembranas

A

{ ,
s 6 5 1 3 2 3 ¢ E F G Estacionamiento
|
‘ -
SIE

Croquis del irea de acuicultura de la Division Academica de Ciencias Bidlogicas, UJAT

Figura 3. Croquis del Laboratorio de Acuicultura Tropical, de la Division Académica de

Ciencias Bioldgicas; extension de la Universidad Juarez Autdnoma de Tabaseo, (UJAT).
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Los organismos fueron sembrados en una tina de 80 L en el area de larvicultura (A) y
posteriormente fueron colectados y registrandose la temperatura durante el tiempo que durd
el muestreo,

La primeraColecta de los organismos se llevo a cabo tras 10 dias después de la eclosion y se
tomaron 10 organismos por colecta durante 10 colectas, en intervalos de 10 dias hasta el dia
100 despues de la &closion. El procesamiento de las muestras se llevé a cabo apegado a los
lineamientos éticosde-a Universidad Juarez Autdnoma de Tabasco.

) ABSORCION DE
TRANSPARENTACION PARAFINA

A

DESHIDRATACION

Algegl ) Xilol- | { parafina | |Parafina
96% Parafina I T

Figura 4. Tren de deshidratacion. ElLtiempo en cada alcohol es ajustado segun el tamafio de

la muestra.

Para describir el proceso de gonadogénesis se“procesaron-10 organismos por muestreo, para
identificar la posicion de la génada en organismos de 10-a\100 DDE (Dias después de la

Eclosion) se realizaron cortes en plano transversal y sagital (Fig. 4).
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Figura 5. Representacion gra e los planos corporales del organismo de interés. El plano

transversal va de la region dors «ventral y el plano sagital va de la region anterior a la

posterior. /,@

Se tomaron datos de longitud teniendo e@nta Unicamente longitud total (LT), también se
tomo el peso de cada organismo estrevy
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Figura 6. Referencia para la toma de datos morfo métricos. La longitud tom%\;de la boca a

6%
Q
O

la aleta caudal y la longitud patron de la boca al inicio del peddnculo caudal.

.

37



Los certes sagitales se realizaron a organismos de entre los 10 y los 30 DDE y los cortes
tranG les se realizaron a organismos de los 40 a los 100 DDE. Para los cortes
transv@'se disecciond cada organismo tomando como referencia las espinas (e) y radios
(r) de la alé.dorsal (figura 2). La muestra se dividio en tres secciones: empezando por la
espina nume ksta la 5 (seccion a), seguida de un corte a partir de la espina numero 6 a

la 11 (seccion b) (j’or ultimo de la espina 12 hasta el radio numero 4 (seccion c).

—7 c
Figura 7. Representaciones de las se s de ni e corte transversal en organismos que
van desde los 50 hasta los 100 DDE. /‘ »

O
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Duﬁel periodo de muestreo se tomaron algunos datos de temperatura del agua
te como referencia para conocer la variabilidad en los rangos de temperatura
é)mectas en las distintas tinas muestreadas.

®/~ temperaturas
S

.
/ W Abril m Mayo

289 :

28.8 @
28.7 o/
286 o

28.5
28.4
28.3
282
28.1

28
27.9

Tina 7 te 2 Canalete 9 Tina 11

J

Figura 8. La siguiente figura muestra ngosg?mperatura entre los meses muestreados
T O
Los rangos de temperatura no muestran u iabilid@ignificativa durante los periodos

de colecta manteniendo rangos de 28°C dur. los me@ie abril y mayo, en el primer
periodo (abril) la temperatura mas baja se registra en el cana con 28.3°C£1.7, mientras
que la temperatura mas alta se registra en el canalete 11 con 28. 1.7, mientras que en las
tinas 7 y 2 se mantiene en 28.6°C£1.7. y durante el segundo period 0) la temperatura
mas alta se registra en la tina 7 con 28.6°C+1.7 y la mas baja con 28. @1.6 en el canalete

| 3
6%
Q
O

.



Expresion genética

Extraccién.de ARN. La extraccion se realizé6 mediante la purificacion de ARN para tejido
animal con/Tiecianato de Guanidina o TRizol /fenol-cloroformo, siguiendo las instrucciones
del proveedor.(Tr, Sigma-Aldrich Laboratories) con sus modificaciones. Se pesaron 0.2
gramos de tejido animal y se trituraron con 500 mu de TRizol en tubos de 2.0 ml hasta tener
una mezcla homogéneay se dejé reposar esta mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente.
Transcurridos 10 minutes se complet6 a 1 ml de TRizol con 500 pl. Por cada ml de TRizol
se agregaron 200 ul de clorofermo. Durante el proceso de extraccion se lavo dos veces el
pellet resultante agregando 1 ml-de etanol al 75% por cada ml de TRizol y finalmente se

disolvié en 50 pl de agua desionizada con DEPC al 0.1%.

Digestion con DNAsa y proteinasa Ki"Se mezclé 10 pl de muestra de ARN con 1pul de
DNAsa, 10 pl de buffer de DNAsa al 1%;-¢completando con 4 pl de agua desionizada con
DEPC al 1X, para una mezcla final/de 25 pl.de-muestra. Esta mezcla se dej6 a 65°C por 10
minutos. Se coloco en frio inmediatamente después de finalizado este tiempo (-80°C) durante
2 horas. Concluidas las dos horas posteriormenteslas muestras se trataron con 10 pl de
proteinasa K (para quitar proteinas), dejando, incubara,temperatura ambiente durante 24

horas.

Electroforesis de ARN en gel desnaturalizante. La visualizacion de ARN se llevo a cabo
a través de un gel desnaturalizante formaldehido/agarosa al®1% (p/v) y electroforesis
automatica (Experion, Bio-Rad Laboratories). Para su preparaciongse\utilizé, 17.75 ml de
formaldehido al 37% (V/V), 4.93 ml de MOPS20x y 62.5 ml de agua desionizada con DEPC
al 0.1%, antes de cargar el gel electroforético las muestras se desnaturalizaron adicionandolas
con un tampon de carga 2 pul de agua desionizada con DEPC al 0.1%, 5 pl de<formamida, 2
pl de formaldehido al 37% (V/V), 1 pl de MOPS10x, 1 pl de Bromuro de etidio (5 mg/ml)
y4 pl de muestra de ARN. Dejando incubar a 65°C por 5 minutos.

Retrotranscripcion de ARN (RT-PCR). La amplificacion de las muestras de ARN
obtenidas del tejido animal por cada estadio larvario se realiz6 agregando 50 ng de ARN en

una reaccion de transcripcion inversa de 20 pl, usando como cebador o primer una cola oligo-
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dT (20 uM), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, en un termociclador
MyCyeler Personal (Bio-Rad Laboratories). Las muestras se refrigeraron después de la
retrotranscripcion a -20°C durante 24 horas.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los primers para la reaccion de PCR fueron
disefiados segun layrecomendacion de Trant, et al. (2001) y sintetizados por Applied
Biosystems de México- Especificamente, se duplicaron 50 ul de reaccion conteniendo 50
pmol de cada primer, en reacciones separadas para cada isoforma del gen. Seran amplificadas
en un termociclador MyCycler.Personal (Bio-Rad Laboratories) usando una temperatura de
alineamiento de 58°C necesarias para cada transcriptoma. Se sigue el protocolo Long-Range

2Step RT-PCR descrito por el fabriecante (Qiagen Laboratories).

Técnica histoldgica para la observacion de la diferenciacion gonadal por periodos. Las
muestras fueron fijadas en formol al 5% (10-40DDE) y 10 % (50-100DDE) durante 24 horas,
posteriormente se lavaron con agua corriente hasta quitar el exceso de fijador. Utilizando la
técnica histoldgica convencional «(Propeth ¢1995); se sometieron a un proceso de
deshidratacién en alcohol etilico de manera gradualt(etanol - OH) en concentraciones de
50%, 70%, 80%, 96% y 100% (durante 10y 15 o 30 minutos dependiendo el tamafio de la
muestra). Después de la deshidratacion las muestras se sumergieron en alcohol 100%-Xilol
y Xilol para la transparentacion de las muestras, posteriermente se impregnaron en una
solucién de Xilol-parafina (solucion 1:1), parafina 1 y parafina2 (Paraplast® 55 - 58°C),
durante 10 a 15 minutos; dependiendo el tamafio de la muestralPor ultimo las muestras se
incluyeron en parafina Paraplast® utilizando un inclusor marca Rei¢hert-Jun® modelo N°1.
Se utiliz6 un microtomo de rotacion de la marca Thermo Scientific modelo HM 325, para
realizar cortes seriados de 5um de grosor para los estadios 10, 20 y 30 DDE_y de 7um para
los estadios 40, 50, 60 y 70 DDE. Las muestras se tifieron con Hematoxilina-EeSina (H-E) y
para la observacion de las estructuras se utiliz6 un microscopio Optico de camp@ claro. Para
el anélisis de las laminillas seriadas se tomaran en consideracion los datos morfologicos de
las células epiteliales somaticas y las células germinales primordiales de la génada en proceso

de diferenciacion.
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RESULTADOS

DESARROLLO TEMPRANO Y DIFERENCIACION SEXUAL

10 dias de eclesion. Los organismos colectados en esta etapa (n=10) tuvieron una longitud
total promedio (% DE) de 7.10 £ 0.50 mm y un peso promedio de 0.003 = 0.0005 g (figura
4). A esta edad se observa.el desarrollo de ciertas caracteristicas externas como la aleta caudal

y las aletas pectorales, como principales mecanismos de locomocion.

Figura 9. Organismo de Mayaheros urophthalmus.con 10 DDE. En esta etapa se logra

observar el desarrollo de la aleta caudal y aletas pectorales,

En los primeros diez dias post-eclosion no se observé presentia de gonada indiferenciada,
migracion de las células germinales primordiales, ni el primordie gonadal. Sin embargo, ya
se observan diversas caracteristicas anatomicas de la etapa inicial del organismo como la
presencia de los 6rganos externos que le permitiran el movimiento 'y deSplazamiento como
lo son las aletas (laterales, caudal, dorsal y pectoral) y la formacion de lamandibula, también
se puede observar el desarrollo del sistema digestivo como el estbmagoy€l intestino, la
formacion de los arcos branquiales y sus filamentos como parte del sistema ‘tespiratorio de

los organismos y el desarrollo del tejido renal.
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Figura 10. Corte sagital de larva de 10 dias de eclosion de Mayaheros urophthalmus. A)

vista general 5x en donde podemos observar cerebro y parte de la vértebra a lo largo del
cuerpo. B) vista general 5x'observamos el desarrollo de varios 6rganos en formacion intestino

(in), vejiga natatoria (VN), estomago (Est), branquias (Br).

la manifestacion de ciertas caracteristicas como la aparicion de las estructuras de locomocion
le permiten al organismo el desplazamiento hacia la busqueda de su propio alimento tras el
inicio de una alimentacion enddgena desptés de la inminente absorcién del saco vitelino,
incluso le ayuda al emprendimiento de la huida y defensa en contra de algin depredador
asegurando asi su supervivencia. Asi mismo en l6s arganismos con 10 dias de eclosion existe

un avanzado desarrollo en los érganos sensariales ¢omo_la vision.

20 dias de eclosion. A los 20 DDE los pecéssaleanzaron” una longitud promedio de 7.20 +
0.79 mm y un peso de 0.010 £ 0.020 g. en esta etapa aun noSe6bserva ningun cambio de los
rasgos fisicos externos en comparacion con las muestras de 10 DDE, el nivel de desarrollo
sigue siendo casi igual, hay un crecimiento de la aleta caudal y las-aletas pectorales, asi como

de la pigmentacion.
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Figura 11. individ@Mayaheros urophthalmus los 20 DDE. Se logra ver un ligero
crecimiento de la aleta y pectorales.

En esta etapa se observo un pa adas indiferenciadas cada una con forma alargada-ovalada
y cuentan con una sola célula inal primordial con gran cantidad de citoplasma y un
nacleo pequefio excéntrico de af% baséfila. Una de las caracteristicas de la gonada
indiferenciada es que es de naturaleza @t ncial es decir, que las células germinales que se
encuentran dentro del esbozo o pri ortxggonadal aun no han comenzado su proceso de
diferenciacion celular por lo tant en dar‘origen a un tejido u otro, en este caso, al
desarrollo ovérico o testicular y el es@e‘imie@ sexo del organismo va a depender de
los mecanismos moleculares preestable?&}dura @'ecundacic’)n, asi como de la cascada
Q

genética para la determinacién sexual.

;.‘D\)

organismos diferentes de Mayaheros urophthalmus con 20 DDE. A) se aprecia anada
indiferenciada pareada (marcada con flecha) a los costados del rifion en desarrollo. (10%
.

vista general de gdnada indiferenciada (40x).
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30
14.
los indivi
las aletas péatales, aletas pélvicas, aleta dorsal, aleta caudal y el desarrollo de la aleta anal.

de eclosion. Los organismos con 60 dias de eclosion tienen una talla promedio de
mm de longitud total (LT) y un peso de 0.034+0.040g. En esta etapa del desarrollo

comienzan a presentar caracteristicas mas marcadas como el crecimiento de

Figura 13. Imagen general de u anismo de Mayaheros urophthalmus con 30 DDE. se
puede apreciar un desarrollo mas a@do de las caracteristicas de las extremidades del

organismo Yy la organizacion de las cél igmentarias.

En este periodo los organlsm@ tu@w mayores cambios en el proceso de

gonadogénensis, ya que, igual que er@p riod é?or se encontrd génada indiferenciada

con la presencia de una CPG. /‘
7

Figura 14. Se muestra corte transversal de organismos de 30 dias de eclosio ayaheros

urophthalmus. A) vista general (5x). B) se muestra génada indiferenciada (Gin;é costado
del rifién en desarrollo (Tr) con presencia de una célula germinal primordial (CP
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40 dias de eclosion. Con 40 dias de eclosion los organismos colectados muestran un
des y crecimiento evidente, alcanzando una longitud promedio de 12.60 + 1.80 mm y
un peso ).039 + 0.013 g (figura 8). En esta edad ya se logra apreciar la formacion de las

aletas Iateréﬁp pectorales, dorsales, anal, caudal y la pigmentacion de las bandas alrededor

de su cuerpo.®/‘

S

Figura 15. Organismo de Mayaheros@;&thalmus con 40 DDE. Se logra ver un notable

avance en el desarrollo de las caracteris

as fisicas de mayaheror urophthalmus, como la

formacion de las bandas y la man lar algcio de la aleta caudal.

donde se muestra
gonada indiferenciada (Gi), la vejiga natatoria (\Vn) y el estaomago (Es). )\

A partir de esta etapa de desarrollo las larvas fueron seccionadas en 3 partes ig@ nincluir
la cabeza ni la aleta caudal y puestas en un proceso de descalcificacion de entre 2 horas
antes de la deshidratacion. Dicho lo anterior los resultados que se muestran soh; de! los
organismos en los cuales se pudo encontrar génada indiferenciada y se encontraba so%
vejiga natatoria entre esta y el intestino, sostenida por tejido mesentérico. La observacid

la identificacidn de las caracteristicas de la gonada fue dificil en esta etapa probablemente
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porque’ el proceso de descalcificacion degrado sus caracteristicas, sin embargo, se logra

observar nucleos celulares tefiidos de un violeta intenso caracteristico de las CPGs.

50 dias de gclosion. En esta fase del crecimiento los organismos alcanzaron tallas promedio
de 11.9 + 1.10'"mm y un peso de 0.043 £ 0.011 g. los individuos de esta edad exhiben un
progreso en el desarrollo de las caracteristicas morfoldgicas del cuerpo, como la disposicién
de las células pigmentarias para formar las bandas alrededor del cuerpo del organismo,

también se logra ver elFcrecimiento de las aletas y la formacién del opérculo.

Figura 17. Organismo de Mayaherosurgphthalmus con 50 DDE. Se logra apreciar mejor el

desarrollo de las caracteristicas fisicas.

El progreso de las caracteristicas histologicas™de los organismos de 50 DDE nos permite
observar el avance en el desarrollo de la organogénesis, y..6rganos como los rifiones, el
estdbmago vy el intestino, se ven visiblemente diferenciados al igual que la vejiga natatoria la
cual ocupa una gran parte de la cavidad celémica, en cuanto a la,gonada; en esta etapa del
desarrollo se encuentra en un estado indiferenciado, es decir que al(igual que en el periodo
de 20 y 30 dias de eclosion la gonada tiene caracteristicas de ser bipoteneial.

En este estadio la gbnada ha incrementado su tamafio y su forma suele ser alargada y ovalada
hacia la region superior, al igual que ha adoptado su posicion final; sobre lafparcion media
de la cavidad celomica entre el intestino y la vejiga natatoria sostenida por el mésogonio una
estructura derivada del tejido mesodérmico. También posee otras caracteristicas come, que
las células germinales primordiales aumentaron en nimero y las células somaticas se fogran

observar rodeando la periferia de la gdnada con formas irregulares y estructura aplanada.
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Figura 18. Corte transversal donde se muestra dos organismos diferentes de Mayaheros
urophthalmus. A) Se “spueden observar células germinales primordiales en
proliferacion(flecha) (40x). “B)«* vista general (10x) donde se muestra una génada
indiferenciada (Gin) ubicada en 1a-porcion media de la cavidad celomica entre el intestino

(In) y la vejiga natatoria (\Vn).

60 dias de eclosion. En este periodo.del crecimiento los individuos muestran tallas promedio
de 15.7 £ 2.6 mm y peso de 0.079+0:038 g. en‘este momento los organismos muestran un

cambio en el crecimiento de sus caracteres (figura.13).

7 U

Figura 19. Organismo de Mayaheros urophthalmus con 60 DDE. Se logran apreciar bandas

alrededor de su cuerpo.

Para esta etapa el desarrollo de las caracteristicas de la gonada fue similares al{muestreo
anterior de 50 DDE, aqui también se encontré presencia de gonada indiferenciada_sin
cambios en el nimero de células germinales primordiales, tampoco se logra obseryar
diferencias en la morfofisiologia de las CPGs sin embargo las células somaticas tienen una

forma mas esférica y se posicionan sobre la periferia de la gbnada.
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Figura 20. Corte transve un organismo de Mayaheros urophthalmus con 60 DDE. A)
vista general 10x de la posicié(rye la génada ubicada entre el estbmago (Es), el intestino (1)

y la vejiga natatoria (Vn). B) g@dﬁ indiferenciada con presencia de CPGs.

-

70 dias de eclosion. Los organismos d DDE muestran tallas de entre 24.80+4.58 mm y
pesos de entre 0.278+0.177 g. se IogrthErvar con mayor claridad la agregacion de los

melandforos encargados de la coloracion de las-bandas caracteristicas de la especie.

Figura 21. Organismo de Mayaheros urophthalmus con 70 DD ible separacion de las

siete bandas, pigmentacion de la aleta lateral y anal y visibilidad de verdoso brillante
que rodea la mancha ocelar sobre el pedunculo caudal. )\

S
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Figura 22. Corte transversal de 70 dias de eclosion de 2 organismos de Mayaheros

urophthalmus. Figura A y(B muestra vista general 10 x de gonada indiferenciada sostenida

por tejido mesodérmico (Tm),

En los individuos observados con»70 dias de eclosion se encontré génada en estado
indiferenciado, con pocas CPGs y celulas,somaticas sobre la periferia de la gdnada, en esta
etapa la génada se encontraba suspendida-en la cavidad celomica entre la vejiga natatoria y
el estbmago, sostenida por tejido“mesodérmieoptambién se observa una forma alargada y
ovalada hacia la porcion superior.

80 dias de eclosion. Los organismos en ‘esté periodo del desarrollo mostraron en promedio
unatalla de 24.8+4.58 y un peso de 0.27+0.1%. Jas caracteristicas caracteristicas de la especie
comienzan a ser mucho mas particulares, como la mancha ocelar, una aleta caudal

redondeada, un cuerpo ligeramente achatado y una coloracion/grisacea tornasolada.

Figura 23. Organismos de Mayaheros urophthalmus de 80 DDE. Las franjas alrededor de

su cuerpo comienzan a ser aun mas visibles y organizadas.
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Figura 24. Corte transve de organismos de 80 DDE de Mayaheros urophthalmus. A)

vista general 5x de génada in&@ciada (Gin-marcada con recuadro)

-
Con 80 dias de eclosion se enc%n algunos individuos con gonada en estado aun
indiferenciado al igual que en los m@;s anteriores podemos observar una génada en

posicion media entre el intestino y el estomago sostenida por el mesogonio, proveniente del

tejido mesodérmico. En este ¢ obsﬁuna gonada con forma ovalada y CPGs
acomodadas hacia la periferia. ) Q

(.

or os alcanzaron una talla promedio

-+
90 dias de eclosion. A los 90 dias de eclo( S
de 23.6 £ 3.9 mm y un peso de 0.25 + 0.11 m@s org 0s solo muestran un avance en

el crecimiento corporal, tanto de longitud como del crecimlg% sus caracteristicas morfo-

fisioldgicas (figura 23).

Figura 25. Organismo con 90 DDE de Mayaheros urophthalmus. Se logra apreciar%a
lateral.
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En este penultimo estadio de desarrollo muestreado se puedo observar un par de gbnadas con
un crecimiento y forma oval alargada en la porcion media entre la vejiga natatoria,
el intesti /‘el estomago, los organismos también mostraron un avanzado desarrollo de las
caracten'stié—celulares de la gbnada, durante las observaciones se pudo identificar la
presencia y p@){acién de gonias en estado indiferenciado, las gonias son el estadio mas
inmaduro de las @ag germinales y se encuentran en estado de diploteno es decir, tienen
una carga genética @ (2n) y se dividen por mitosis.

figura 26. Vista general de un corte transversal de un individuo de 90 di?eclosién de
Mayaheros urophthalmus. A) vista 40x de gbnada izquierda y génada derecha sostenida por

tejido mesodérmico (Mg) B) Vista 100x gdénada izquierda y gonada derec observa

CS’@O
O

tunica albuguinea y CPGs en proliferacion.

.
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100 dias de eclosion. En esta edad, los organismos presentan un desarrollo casi total de sus
estruetdras externas con tallas promedio de 0.85+0.38 y pesos de 35.66+4.84. El opérculo
cubre totalmente las branquias, las aletas y la mandibula se encuentran totalmente
desarrolladas,-las siete bandas pigmentadas son claramente visibles y la mancha ocelar

caracteristica'de‘la especie se observa en el pedunculo caudal, al inicio de la aleta caudal.

Figura 27. Organismo de 100 DDE de\Mayaheros urophthalmus. Los individuos de esta
edad muestran un desarrollo casi completo de todas sus caracteristicas. también se logra

percibir la linea lateral y 6 de las7 bandas querodean su cuerpo.

En este estadio podemos notar que los.organismes ‘han completado el crecimiento de la
mayoria de sus estructuras externas que los’hace particularmente un pez como un organismo
funcional y competitivo dentro de su entorno. Sin,embargo,.lo que hace a un organismo cien
por ciento exitoso es su capacidad reproductiva y para“esto es importante el correcto
desarrollo gonadal.

Finalmente, después de 100 dias de crecimiento en este estadig’Se encontrdé una génada
alargada suspendida en la cavidad celomica entre el intestino y la véjiga’natatoria, también
se observo proliferacion de CPGs al igual que en el estadio de 90 dias de eelosion no se logra
apreciar la formacion de compartimentos intersticiales que nos pudieran \indicar una
diferenciacion hacia un sexo o hacia otro, tampoco se logra observar la presencia de celulas
acompariantes de sostén como lo son las celulas de Leydig en el caso de diferenciacion

testicular, ni la presencia de la cavidad ovarica en el caso del ovario.
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Figura 28. Se muestra ¢ ansversal de organismo de Mayaheros urophthalmus con 100
dias de eclosion. A) vista n‘ew}de la posicion de la gonada entre la vejiga natatoria y el
estdbmago. B) vista 100x de gor@ndiferenciada.

%



Tab&Proceso de gonadogénesis por estadio muestreado

42

DDE Descripcion Imagen

No h Mnguna caracteristica en el
desar e algun tejido que

10 DDE pudier icar la presencia de

Un estado de

Se encontro génada |nd|f |ada
(Gi) a los costados deI r|

20 DDE con la presencia d
germinal prlmordla Ias ceI
germinales prim

Se encontr6 gonada indiferenciada
(Gi) a los costados del rifién (Tr)

30 DDE con migracién de las células
germinales primordiales.
Gonada indiferenciada posicionada
40 DDE entre el intestino y la vejiga

natatoria
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50 DDE

qui nuevamente se pudo observar
gonada indiferenciada con
igracion de las células germinales

Aorimordiales (CPGs).

d\/‘

60 DDE

o

Se logra apreciaruna génada
indiferenciada co as CPGsy

células somatica: do la

periferia.

®
‘.)

70 DDE

El desarrollo de a génada

individuos de esta etapa au
muestra indiferenciada.

R

o

80 DDE

Se muestra una goénada
indiferenciada (Gin)
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)

Apartir de esta etapa se muestra una

90 DDE @a proliferacion de las células
~~Germinales primordiales.

%
(0%
A

En este ultimo esta@de desarrollo

100 muestreado se logra iar gonada
DDE con una alta proliferacién.de las
CPGs al igual que en e Wtreo
anterior. A\
En la tabla anterior se muestra el proce ggnad egis por estadio muestreado en cortes

de larvas y alevines de mojarra Castarrica@aher phthalmus)

>
6%
Q
O

.
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ANALISIS MOLECULAR

Anélisis”de 1a integridad y calidad de las muestras. Para el analisis de los genes
involucradas.en el proceso de determinacion sexual, se procesaron organismos de tamafo
completo debide a que el nivel de desarrollo de cada uno de los individuos no permite llevar
a cabo una diseccidn y aislar la génada y el cerebro. Esto fue posible solamente a partir de
las muestras de 100 dias de eclosion que se dividieron en dos secciones, cabeza (a) y torso
(b) para la extraccion deAARN (figura). Sin embargo, la extraccion de ARN que correspondia
las muestras (a) que corresponde a la cabeza del organismo el peso obtenido era muy bajo

por lo que se descart6 del andlisis, utilizando Unicamente muestras completas.

100 90 DDE 10 20DDE
1

28 s

18s

Figura 29. Analisis de la integridad de ARNm, se logran observar las-Subunidades
ribosomales 28s y 18s en gel desnaturalizante formaldehido-agarosa al 0.1%, muestras
tefiidas con bromuro de etidio.
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La calidad del ARN obtenido fue medida en relacion con los niveles de absorbancia
A260/280, teniendo resultados dentro de un rango considerado 6ptimo para continuar con los
andlisis.«No, fue necesaria la purificacion de las muestras ya que tanto la calidad como la

cantidad de/muestra eran los ideales para los pasos posteriores a la extraccion.

Expresion de Cyp19a. El gen Cyp19a el cual codifica para la enzima aromatasa no mostré
niveles de expresion‘entre los organismos con 10 (M1), 20 (M2), 30 (M3), 40 (M4), 50 (M5),
y 60 (M6) DDE. Sin embargo, en los dias 70 y 80 la expresion de dicho gen se mostrd en
distintos niveles de intensidad, mientras que en el dia 90 no se logra observar ningun nivel

de expresion; el dia 100 de eclosién llega a su maximo umbral.

cypl9a cyp19b

Figura 30. Visualizacion de la expresion del gen Cyp19ay Cyp19b en gel de agarosa al 2%,
en organismos de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90, y 100 DDE de Mayaheros urophthalmus.

Expresion de Cyp19b. Este gen presente a nivel cerebral a diferencia de Cypl9a si mostro
un nivel de expresion en el primer muestreo, en organismos con 10 DDE. Postériora eso los
muestreos con organismos de 70 y 100 DDE fueron los de mayor nivel de expresion cerebral.
A diferencia de los genes Cyp19a y Cyp19b el gen Dmrtl involucrado en la diferenciacion
sexual de machos, si logra tener diferentes niveles de intensidad de expresion a partir deldia
10 de eclosion (M1), teniendo un mayor nivel de expresion en los organismos de 70 DDE

(M7) y llegando a su maxima expresion en el dia 100 (M10) de eclosion.

59



Expresion de Dmrtl. A diferencia de los genes determinantes del sexo en hembras Dmrt1 si
tuvoexpresion en todos los muestreos a diferentes niveles de intensidad, desde el dia 10 hasta
el dia 60+y el'dia 80 y 90 no hubo cambio en la intensidad de expresion, pero en el muestreo

70 y 100 fue.donde se observo el mayor umbral en la expresion de este gen.

Dmrtl

il

Figura 31. visualizacion del gen Dmrtl‘ensgel de agarosa al 2% en organismos de 10, 20,

30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 DDE de Mayaheros urophthalmus.
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Figura 32. Relacion entre la expresién-de los genes Cypl19a (gonada) Q@ y Cyp19b (cerebro)$

y Dmrt1J versus el desarrollo de la'géhada en los mismos periodos de muestreo.

El gen dmrtl responsable de la diferenciacion sexual y del desarrollo de las caracteristicas
sexuales de la gonada en machos.,y también responsable de la regulacion de la
espermatogénesis y el mantenimiento, del sex0 en adultos se expresd durante todos los
periodos del muestreo con diferentes niveles de intensidad en cada estadio, mientras que las
dos isoformas del gen Cyp19 que se expresan en diferentes érganos Cypl9a en gbénada y
Cyp19b en cerebro y que son responsables deldesarrollo sexual en hembras solo tuvieron su
umbral de expresién en los dias 70 y 100 después de la eclosion manteniéndose ausentes en
los muestreos anteriores a estos periodos aunque la forma cerebral a diferencia de la gonadal
se expreso en el dia 10 de muestreo.

Los organismos con 10 dias de eclosion Dmrtl mostraron un bajo nivel de expresion y en
relacion con la diferenciacion de la génada durante este mismo periodo”las observaciones
histolégicas muestran que no hay presencia de la formacion del primordio "gonadal, ni
migracion de las CPGs hacia el mismo. Posterior a esto, en los muestreos 20,y 30 dias de
eclosion también hubo una baja expresion del mismo gen, sin embarge; a, nivel
morfofisiolégico se logrd apreciar el primordio gonadal con una célula germinal primordial
en su interior como sinénimo del inicio de la migracion de las CPGs hacia la colonizacidn

del primordio gonadal para la formacién de la génada bipotencial.
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En el#muestreo 40 nuevamente se logra ver expresion de dmrtl sin embargo hay una
diferenCia de las caracteristicas fisicas de la gonada ya que en el muestreo anterior en el
primordio gonadal se observa una CPG y en este se observan varias e incluso la forma de la
gonada cambia a un 6rgano mas robusto y de mayor tamafio. 50 y 60 dias después de la
eclosion Dmrtlvse sigue mostrando a baja expresion y el desarrollo de las caracteristicas
fisicas de la gonada es diferente en ambos casos ya que a pesar de haber encontrado génada
indiferenciada en todes~los organismos de estos dos periodos; en la génada de 50 dias de
eclosion se puede obseryaruna mayor cantidad de CPGs que en los muestreos anteriores con
presencia de nucleos céntricoy células somaticas aplanadas en la periferia de la génada con
formas irregulares, por tanto que-en los organismos con 60 dias de eclosion a pesar de que
no hay un aumento de células germinales primordiales las células somaticas ya no presentan
formas irregulares, mas bien tienenforma esférica.

En los organismos con 70 dias de eclosién tanto los genes Cyp19 presente en la diferenciacion
ovarica en sus formas gonadal y cerebral, asi como Dmrtl indispensable para la
diferenciacion testicular mostraren/el mismocpatron en el nivel de expresion para ambos
casos, en cuanto al desarrollo de la gonada aln‘presenta caracteristicas de ser indiferenciada.
A los 80 y 90 dias después de la eclosion.Cyp19 estuvo ausente, pero Dmrtl si se expreso,
aungue de manera minima, la génada fisica.a-los 80-dias de eclosion no presento mayores
cambios, sin embargo, en los organismos de”90 dias la_génada se aprecia mas gruesa y
ovalada-alargada con una alta proliferacion de las células germinales primordiales y células
somaticas posicionadas sobre la periferia de la gonada. Finalmente, en los organismos con
100 dias de eclosién tanto los genes Cypl9 como Dmrtl seexpresan intensamente y
presentan la misma morfofisiologia de desarrollo que los organismo$ de‘90 dias de eclosion.
Durante esta investigacion no se presentd ninguna de las caracteristicas que nos hayan
indicado una aparente diferenciacion hacia un sexo o hacia el otro desde el dia20 de eclosion

hasta el dia 100 nos encontramos con génada indiferenciada.
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DISCUSION

Determinacién sexual.

Expresion de.Cypl9.
Existe una gran diversificacion de la cascada molecular que dirige la iniciacion del

mecanismo para la.determinacion sexual en los vertebrados (Fernandino & Hattori, Sex
determination in Neotropical fish: Implications ranging from aquaculture technology to
ecological assessment,, 2019). Se sabe que la expresion de la aromatasa es de gran
importancia durante el periodo de determinacion sexual de la mayoria de los organismos,
debido a que lleva a cabo la catélisis de los estrogenos (Hu, Xiao, Tian, & Meng, 2017). En
peces el gen de la aromatasa (Cypl9)'tiene dos isoformas que se manifiestan en érganos de
expresion Cypl9a que se expresa en la-gonada y Cypl9b que se expresa a nivel cerebral
(Chiang, Yan, Guiguen, Postlethwait, & Chu Chung, 2001).

En este trabajo se llevo a cabo el estudio de la_expresion de ambas isoformas en larvas de M.
Urophthalmus durante el periodo_en_el que se observa la diferenciacion sexual (del
dia 10, hasta el dia 100 post-eclosion)'durante este tiempo M. Urophthalmus mostré grandes
cambios en los niveles de expresion ‘para cada (isoforma en relacion a los periodos
muestreados, Cyp19a no se encontrd presente-en los primeros sesenta dias, habiendo una
maxima expresion de este gen a partir del dia 70 de eclosién; posteriormente en el dia 80 se
encontré ausente nuevamente y para el dia 90 se mostré una“alta expresion del gen, para
finalmente en el dia 100 de eclosion se observa el maximo umbral de'la expresion de Cyp19a.
En cuanto a cyp19b se logro observar presente en el primer muestred, en. organismos de 10
dias de eclosion; después de eso en los muestreos siguientes permaneci@ ausente, excepto en
los de 70 dias de eclosion en donde si se logro ver expresion y nuevamente en 1os organismos
con 100 dias de eclosion fue en donde se mostrd el nivel més alto de la expresion de la
isoforma Cyp19b. Las variaciones en la expresion de ambas isoformas del gen Gyp19 podria
deberse precisamente a que Cyp19a estd mayormente asociado a la diferenciacion_gonadal
ya que se expresa principalmente en ovario, en las células de la granulosa y del foliculo-en
donde se lleva a cabo la sintesis esteroidogénica, y la presencia de este gen nos indica una
expresion fenotipica (Fernandino & Hattori 2013), de igual forma Cypl9a podria estar
regulado por la presencia del gen FoxI2 descrito en O.Niloticus a los 5 dias de eclosion en
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gonada indiferenciada y se determin6 que este gen se une a los promotores de la aromatasa
tanto-gonadal como cerebral regulando asi la produccién de estrogenos (Crespo, Lan-Chow-
Wing, Recha; Zanuy, & Gomez, 2013). La presencia de Cyp19b en los organismos de 10
dias de eclosién también puede estar asociada a los procesos de neurogenesis y neuro-
plasticidad (Diotel, y otros, 2010). Estos resultados también podrian estar relacionados con
las variaciones de la'temperatura en el periodo en el que se muestreo, ya que no se encontro
ningun estudio con‘resultados similares, pero si se sabe que el gen Cyp19a es susceptible a
los cambios de la temperatura y estan sujetos a la metilacion. En un estudio realizado con
lubina se pudo observar @ste~comportamiento ya que, a temperaturas altas, el nivel de
expresion de Cyp19a se ve dismintido, teniendo como resultado poblaciones masculinizadas
(Piferrer F.).

Expresion de dmrtl.
Dmrtl es uno de los genes maestros determinantes del sexo méas conservados de entre los

vertebrados, especialmente en peces, este-gen esta estrechamente relacionado con el proceso
de la gonadogénesis en macheS; la formacton del testiculo y la regulacion de la
espermatogénesis (Banh, DomingosyZenger, &Jerry, 2017) también se ha demostrado que
Dmrtl se expresa en O.niloticus en gdnada indiferenciada durante la primer semana post-
eclosion (Okada, Hagihara, Yamashita, ljiri, & Adachiy2017).

Dicho lo anterior, los resultados de este estudio para la expresion de Dmrtl y en relacion a
los dias muestreados nos indican lo siguiente, dmrtl muestra’una expresion constante a partir
del dia 10 de eclosion, hasta el dia 60, posterior a esto en el dfa 70 marca un mayor nivel de
expresividad, para después en los dias 80 y 90 de eclosion permanecer con un nivel bajo de
expresion y finalmente en el dia 100 de eclosion el nivel de expresién parece ser similar al
del dia 70.

La expresion de Dmrtl durante todos los muestreos podrian asociar la importancia de la
participacion de este gen durante el proceso de determinacion sexual hacia laformacion de
la gbnada morfologicamente indiferenciada, es decir, que participa activamente en el periodo
de gonadogénesis y que no se limita Gnicamente al periodo de diferenciacion testicular, Por
ejemplo, en medaka DmrtlY 10 dias antes de la diferenciacion gonadal este gen participaen
la regulacion del descenso de la proliferacion de las células germinales primordiales y la

diferenciacion somaética de las células de Sertoli para dar inicio a la diferenciacion testicular
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(Herpin et al. 2007). Sin embargo, en un estudio realizado por Yoshimoto et al. (2006) en la
espeeie” Xenopus tropicalis demostré que Dmrtl se expresa en su totalidad en el embrion y
finalmente se'restringe al primordio gonadal después de la embriogénesis. Esto sugiere que
Dmrtl podria-estar involucrado en la activaciéon de otros genes durante la determinacion

sexual o diferenciacion gonadal.

Diferenciacién sexual.

Mayaheros urophthalmus:es“lina especie gonocérica, es decir; que como resultado del
proceso de gonadogénesis se gbtienen individuos con un desarrollo tipicamente especificas
para cada sexo Yy este es definitivo, desde el establecimiento y durante toda la vida del
organismo (Piferrer, 2009). De acuerdera lo anterior y a las observaciones microscopicas por
cada estadio de muestreo se pudo describir algunas de las caracteristicas del proceso de
diferenciacion sexual, que podria tener inicio con la aparicién y migracion de las células
germinales primordiales hacia la cresta.genital'y €l consecuente engrosamiento del primordio
gonadal con la proliferacion de las CPGs) dicho mecanismo ha sido descrito en otras especies
de peces como Totoaba macdonaldi endonde, se observa la aparicion de las primeras CPGs
a los 6 DDE abarcando lo que seré el primordio,gonadal.para darse después el engrosamiento
del mismo a los 11 DDE por el aumento en la proliferaciénsde,las células somaticas rodeando
las CPGs (Paredes, 2018). En este caso no fue posible observar en Mayaheros urophthalmus
la aparicion de las células germinales primordiales ni de su migracion hacia el primordio
gonadal durante el dia 10 de eclosion.

Las células germinales primordiales son acompafiadas por las células.sematicas y su funcion
principal es de sostén (Zanuy, Carrillo, Rocha, & Molés, 2009), la identificacidn de las CPGs
fue posible a parir del muestreo de 20 DDE con la presencia de una CGR-en el primordio
gonadal al igual que en el muestreo de 30 DDE en donde no hubo ningun-gambio en la
morfologia, ni en el nimero de células. Particularmente las CPG son de facil recongcimiento
ya que son células de gran tamafio a diferencia de las células somaéticas (Seydoux & Braun,
2006).

En los organismos de 50 y 60 DDE hubo un incremento en la aparicion de las células

germinales primordiales y células somaticas, como resultado de la division celular mitotica,
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por otro lado, la gonada presuntiva se desarrolla hacia la cavidad celomica entre la vejiga
natateria.y el intestino, sostenida por tejido mesodérmico.

Durantedos periodos de 70 y 80 DDE no hubo mayores cambios en cuanto a la proliferacion
de las células-germinales primordiales y la gdnada indiferenciada mostro una morfologia

ovalada alargada durante estos tiempos.

A pesar de que en les.muestreos anteriores no hubo diferenciacion gonadal en larvas de M.
urophthalmus en los ultimes dos muestreos a los 90 y 100 dias posteriores a la eclosion hubo
una alta proliferacion de"las células germinales primordiales. Se ha observado que la alta
proliferacion de las células germinales primordiales y las células somaticas son un factor
determinante para iniciar la diferenciacion sexual (Guraya, 1994). Actualmente se ha
demostrado que la diferenciacion.sexual ocurre primero en hembras y en algunas otras
especies este proceso ocurre simultaneamente como es el caso de Oreochromis niloticus
También se sabe que existen diferenciasrensla cantidad de células germinales primordiales
habiendo una alta proliferacion de/las mismasdavoreciendo en primer lugar la formacion del
ovario (Nakamura M. , Kobayashi~Xiao-Tian, & Nagahama, 1998), las células somaticas
también juegan un papel importante en_este paso ya que en hembras dichas células suelen
agruparse hacia la periferia de la génada_indifereneiada en cambio en los machos se
encuentran dispersas en toda la gonada indiferenciada (Devlin & Nagahama, 2002) se ha
descrito que en muchas especies que las células somaticas en’hembras formaran elongaciones
una en direccion hacia la otra hasta fusionarse y formar una cavidad “la cavidad ovarica”. En
ninguno de los muestreos anteriores resultado de este estudio se pudo observar génada hacia
la diferenciacion sexual, pero, es posible que en base a lo anteriormente mencionado el
proceso de diferenciacion haya comenzado entre los dias 90 y 100 de/eclosiéon con una

elevada proliferacion de las células germinales primordiales y células somatieas.
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CONCLUSIONES

Histelogicamente no se observd un proceso de diferenciacion sexual en los
estadios muestreados. A lo largo de los muestreos la gonada mostré cambios a nivel

morfofisioldgico, pero sin diferenciacion sexual.

No hubo relaeion entre lo observado a nivel molecular y lo observado a nivel
fenotipico, es'degir, que las caracteristicas de las células de diferenciacion gonadal no
nos indican desarfollo sexual, en cambio en lo observado a nivel molecular los genes
determinantes del sexo masculino se presentaron en todos los estadios mientras que

los femeninos solo en 3'de ellos, particularmente a los 90 y 100 dias post-eclosion.

Los genes asociados a la ‘determinacion sexual en hembras y machos estuvieron
presentes durante los muestreos’lo)que nos indica que tanto dmrtl y los genes cyp19
son los reguladores de la cascada‘genética durante procesos de ontogénesis.

En el muestreo 90 y 1007es donde se observa un mayor cambio a nivel
morfofisiolégico en donde tanto, células”somaticas como CPGs se encuentran

dispersas en toda la génada indiferenciada
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Resumen de la Tesis:

Mayaheros urophthalmus es una especie
nativa-del.estado de Tabasco que esta siendo
introducida’a los sistemas de cultivo acuicolg|
para el eStudio y la investigacion de los
aspectos reproductivos y la determinacion
sexual la cual puede estar asociada a factores
fisicos como la temperatura, quimicos como el
pH, cromosémice” y/o genéticos como g
presencia de genessmaestros como DMRT1
especifico para machos.y genes reguladores
como los CYP19A y CYP19B indispensables
durante el desarrollo sexual’de hembras. La
diferenciacion sexual “curre una vez
establecido el sexo genotipi€oy es un proceso,
ontogénico por medio del cual una gonada
indiferenciada, se desarrolla para“formar un
testiculo u ovario. Para el presente” estudio se
selecciond un lote de reproductores\para aislar
las puestas de larvas en canaletes.de. 200
litros y se comenzo el primer muestreo a los 10
primeros dias de eclosion con un total de 10

organismos por cada muestreo, tomando cadal




muestra cada 10 dias, hasta completar los 100
dias post eclosion para el estudio de
determinacion sexual se analizaron a nivel
molecular la presencia de los genes CYP19aYy
CYP19b los cuales mostraron una mayor
expresion en el dia 70 y el dia 100 de eclosion
mientras que DMRT1 se logra visualizar
durante todos los muestreos pero también
muestra un alto umbral de expresion en el dial
70 y 100 de eclosion. De igual manera la
diferenciacion sexual se observdo a nivel
histolégico en donde el lote de animales
muestreados fue fijado en formaldehido al
30%, procesados y tefiidos con hematoxilina-
eosina para su observacion en microscopia
Optica, donde los resultados muestran que las
células germinales primordiales comienzan a
colonizar la génada a partir del dia 30 de
eclosion posterior a esto la gbnada muestra
cambios morfofisiolégicos evidentes sin
completar la diferenciacion gonadal.

Palabras claves de la Tesis:

* CGP: células germinales primordiales

» _ DDE: dias después de la eclosion

« LT: longitud total

* Pz longitud patrén

+ DETERMINACION SEXUAL: se refiere
a como el sexo de un individuo llega a
ser definido y este ocurre durante la
fecundacion.

+ DIFERENCIACION SEXUAL: proceso
ontogénico por.medio del cual una
gonada indiferenciada, se desarrolla]

para formar un testiculo0_un ovario.
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