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RESUMEN

La produccion de un numero adecuado de gametos es un proceso esencial para la transmision de
informacion genética a la siguiente generacion. Para esto es fundamental que se completen las
diferentes etapas del desarrollo gonadal, desde el embrion a la adultez. La proliferacion de las
células germinales es una de las etapas claves y esta presente a lo largo del ciclo de vida en ambos
sexos. Previo a la meiosis tiene lugar la proliferacion cistica de las células germinales la cual es
bastante conservada entre invertebrados y vertebrados. Sin embargo, sus reguladores moleculares
permanecen sin ser elucidados. En el presente trabajo de tesis postulamos al gen ndrglb como un
regulador de la proliferacion cistica en el desarrollo gonadal del pez medaka. Nuestros resultados
muestran que ndrglb se expresa en la gonada de modo diferencial entre hembras y machos, de
manera opuesta a los momentos de la proliferacion cistica. Al generar mutaciones bialélicas de
ndrglb, empleando la estrategia CRISPR/Cas9, hemos identificado una reduccion en el nimero
de células germinales, producto de alteracion de la proliferacion cistica, en diferentes momentos
del desarrollo gonadal, inclusive en la adultez. Dichas alteraciones han impactado directamente en
la producciéon de ovocitos y espermatozoides, y en el éxito reproductivo, sin perturbar la
morfologia gonadal, caracteristicas sexuales secundarias, niveles de 11-KT y proporcién de sexos.
Adicionalmente, se ha identificado alteraciones en el comportamiento sexual masculino,
particularmente reduccion de parametros comportamentales relacionados a la fecundacion. De esta
forma, los resultados de este trabajo afiladen importancia al estudio de la proliferacion de las células
germinales en el desarrollo gonadal y su efecto en la produccion de gametos, reproduccion y

comportamiento sexual.

Palabras clave: ndrglb, proliferacion, gametogénesis, reproduccion, CRISPR/Cas9.
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ABSTRACT

The production of an adequate number of gametes is an essential process for the transmission of
genetic information to the next generation. For this process is fundamental that different steps of
gonadal development be completed from embryogenic to adult stages. The proliferation of germ
cells is an important step during all life cycle in both sexes. Prior to the beginning of meiosis take
place the germ cells cystic proliferation, step that is well conserved in vertebrates and
invertebrates. However, the molecular regulators of this proliferation remain elusive. Here in this
thesis project, we have reported that ndrglb is an important regulator of cystic proliferation in
gonadal development of medaka fish. Our results have showed that ndrgib expression is present
in gonad in a differential way between female and male, and is opposite to cystic proliferation
moments. We have generated biallelic mutants of ndrg1b using the CRISPR/Cas9 strategy, leading
to a reduction of germ cells number, due to the disruption of cystic proliferation in different
moments of gonadal development, including adult stages. Those alterations have impacted in the
production of oocytes and spermatozoids, and reproductive parameters without modify the gonadal
morphology, sex secondary characteristics, 11-KT levels and sex ratio. Additionally, we have
identified alterations in the male sexual behavior, particularly a decrease of behavior relationated
to the fertilization. In this way, results of this thesis add importance to the study of germ cells
proliferation during gonadal development, and its effect in the gamete production, reproduction

and sexual behavior.

Keywords: ndrglb, proliferation, gametogenesis, reproduction, CRISPR/Cas9.



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

Tabla de contenido

RESUMEN ...ttt e h et e b e et e e bt e e st e e beesab e e bt e enbeeabeesateebeeans 2
ABSTRACT ...ttt ettt et e bt e bt e e st e e bt e sab e e bt e esbeeabeesateebeaans 3
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt st e bt e st e e sbeesateenbeeeas 7
LISTA DE ABREVIATURAS ... oottt ettt et st 9
LISTA DE CONCEPTOS ...ttt ettt ettt e eeaeean 11
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt e eaneas 12
LISTA DE TABLAS ...ttt ettt et ettt e bt e et e nbeeeaeean 14
CAPITULQO L. ettt ettt et e et e bt e st a bt e e it e e bt e eabeebeesaeean 15
INTRODUCCION ..ot 16
Desarrollo gonadal en vertebrados.................ccoooiiiiiiiiiiiiii e 16
Medaka como modelo para estudiar el desarrollo gonadal ................................oi. 20
Familia Ndrg y su rol en la proliferacion celular.......................c.coooiiiiiiiniiii e, 23
Familia Ndrg en el desarrollo gonadal....................c.ccooiiiiiiiiiii e 25
PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVOS .......c.ccovvioiieeeieeeeeeeeeeeeen 28
MATERIALES Y METODOS ..ottt 29
PeCES Y IMUESTI@OS ...t e et e e et e e e ettt e e e esntbeeeeesnnseaeeennsaeeeeannns 29
Diseiio y sintesis de sondas de ARN marcadas con Digoxigenina ...................c.ccoeeeeennnn. 30
Hibridacion in situ en cuerpo entero de embriones ..................cccoeviiieiiieniiieciie e, 31
Montaje de embriones en gelatina.................ccoooiiiiiiiiiiiiiie e 32
Extraccion de ADNg con solucion salina ..................c.coooiiieiiiiiiiiiccccece e 32
AT & T LI 1 1] 1 (| PR 33
Extraccion de ARNm y sintesis de ADN copia (ADNC).........cooviiiiiiieiiieceecee e 33
PCR cuantitativa en Tiempo Real (RT-qPCR) ..........cccoiiiiiiiiiiieeeeee e 33
Diseiio de guias para el sistema CRISPR/Cas9 ..............cccooooviiiiiiiciiieeeeeeee e 34



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

Sintesis de las guias de ARN ...........ccciiiiiiiiiiii e 35
Sintesis del ARN de 1a €Cas9..........ooooiiiiiiiii e 36
Microinyeccion del sistema CRISPR/Cas9 en embriones de medaka............................ 36
Deteccion de mutaciones en embriones microinyectados por medio de HMA ............... 37
Chequeo del sistema CRISPR/Cas9: off-targets y secuenciacion ..................c...cccoeene. 37
Inmunofluorescencia en tejidos fijados y preservados en parafina .......................ccccoooi. 38

Analisis de muerte celular programada (apoptosis) por medio de la técnica de TUNEL.39

ANALISIS MISTOIOGICO.........cooviiiiiiiiiiii e et e e sebeeeeaaeeenes 40
Analisis microscopico y cuantificacion celular.....................cccoooviiiiiiiiiiiie e 40
ANALISIS @STAAISTICO ..ottt 40
RESULTADOS ..ttt et h e et e bt e et e s ae e et e e bt e et e e bt e eabeenbeesanean 42
Expresion de ndrgl durante el desarrollo gonadal ...................cccoooiiiiiiiiniiiiniie e, 42
Establecimiento de mutantes bialélicos para ndrglb mediante CRISPR/Cas9.................. 44
Mutacion de ndrglb afecta el desarrollo gonadal en embriones....................cccooveviirennnnn. 48
La mutacion de ndrglb afecta el desarrollo gonadal en juveniles.........................c...o.coo.. 52
DISCUSION ......ooooiimiiit ittt 54
CAPITULO I ...t ettt ettt et e st e e bt e s it e beesabe e bt e eabeanbeesaeean 57
INTRODUCCION ..o 58
Morfologia de 10S OVATIOS ............cccooeviiiiiiiiiiiiie ettt e tee e sba e e saeeesnbeeenaeeenes 60
Morfologia de 108 teStICULOS ..............cccueiiiiiiiiiiieiie et e e e e e eeaeeenes 62
Caracteristicas sexuales SecUndarias..............c...cooiiiiiiiiiiiiiiii e 64
Comportamiento sexual en medaka .................ccoooiiiiiiiiiiiiie e 66
PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVO PRINCIPAL .............cccoo.......... 70
MATERIALES Y METODOS ..ot 71
Muestreo de medaka............c..coooiiiiiiiiiiii e 71



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

Analisis histologico de ovarios y testiculos................c.coooviiieiiiiiiiiieiiiceee e 71
Cuantificacion de eSPerma ...............cc.oeviviiiiiiiiiiie et e e st e e s aee e saeeeanes 72
Analisis de Proporcion de SEXO0S .............ccciiiiiiiiiiiieiiie et e e e e sreeenaaeeenes 72
Analisis de parametros reproductivos ..............cccooeiiiieiiiiieiiie e 72
Analisis del comportamiento sexual.................occoiiiiiiiiiiiieiiccee e 73
Extraccion de ARNm y sintesis de ADNc de testiculos y cerebro .................ccccoeevvirennnnn. 74
PCR cuantitativa en Tiempo Real (RT-qPCR) ...........cccoiiiiiiiiiie e 74
Hibridacion in situ en testiculos y Cerebro................c.oooiiiiiiiiiiiiieieeeeecee e 75
Medicion de niveles de 11-cetotestosterona (11-KT) en plasma de machos ....................... 76
ANALISTS @STAAISTICO ..ottt 76
RESULTADOS .ttt h e et e bt e e bt e e bt e e bt e bt e e abe e bt e enbeenbeesanean 77

La mutacion de ndrglb no alteran las caracteristicas sexuales secundarias en adultos....77

La mutacion de ndrglb altera la gametogénesis en estadios adultos.....................c.cooceee. 78
La mutacion de ndrglb no altera la proporcion de sexo biol6gico..................cceevveeennnnn. 80
La mutacion de ndrglb afecta los parametros reproductivos en adultos .......................... 81
Mutacion de ndrglb repercute en el comportamiento sexual de machos ......................... 83
Mutacion de ndrglb no modifica los niveles de 11-KT en machos..................c.ccoeevveennnn. 85
ndrglb no se expresa en el cerebro de machos adultos...................cccooooiiiiiiiiiiiiiie, 86
DISCUSION ......oooomiiiiit ittt 88
CONCLUSIONES GENERALES. ...ttt 93
FUTURAS DIRECCIONES ... ettt sttt s 94
LISTA DE PUBLICACIONES ...ttt et 95
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 96



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

AGRADECIMIENTOS

Hacer un doctorado no es simplemente una etapa de crecimiento profesional, es un camino de retos
personales, y cada proceso es unico; algunos son tan cortos que llegan pronto a la meta, mientras
que otros parecen eternos; algunos estan llenos de respuestas, y otros generan mas preguntas que
respuestas; algunos inspiran a grandes, y otros a chicos. En lo personal, recorrer este camino no

hubiese sido posible sin la colaboracion y motivacion de sin fin de personas e instituciones:

Agradezco al CONICET por financiar este proyecto, ayudarme a cumplir este suefio y abrirme las

puertas de este maravilloso pais, donde hacer ciencia es posible y da esperanzas a Latinoamérica.

Agradezco especialmente a Juani por confiar en mi, por darme la libertad de hacer ciencia, por
tener la mejor predisposicion para sacar adelante este proyecto, por motivarme y darme una
palmadita en la espalda cuando era necesario, mil gracias por ser humano antes que jefe. Gracias
a LBD, a Pablo por su orden y ensefianzas, a cada una de las personas que han transitado por el
lab, es bastante larga la lista, de cada una he aprendido cosas increibles y les recuerdo con carifio,
pero agradezco especialmente a Diani y Nagif por su colaboracién y motivacion, a Omar, Cami,
Estefi, Sergi, Leti, Nico, Agus, Yanel, gracias infinitas por todas las ensefianzas y momentos

compartidos en el lab y fuera del lab.

Gracias a INTECH, dada su diversidad encontré una vision mas amplia de Latinoamérica y del
significado de comunidad, gracias por la predisposicion y colaboracion de siempre. Agradezco
especialmente a LPA, UB2 y UBP por tener sus puertas abiertas para cualquier inquietud,
préstamos y ayudas histologicas. Gracias a Javi, Pame, Ane, Juan, Paulina, Marisol, Agus, Lau,

Liz, Susi, por el carifio, mates, risas y momentos compartidos.

Gracias a mi familia adoptiva en Chascomts, a “colchas” por las incontables risas, fiestas, comidas
y viajes (el ultimo primer viaje argentino), a Julisilla, a los tios Susi y Javi, a las ches, a Marce y
Nata, gracias por hacerme sentir en casa, siempre estan en mi corazon. Gracias a las chicas de

sadhana, por recordarme lo esencial de la vida y ser soporte en la ultima parte de esta etapa.

Gracias a mi FAMILIA, por ese amor que trasciende tiempo y kildmetros de distancia, gracias

mami y papi por apoyar y alimentar mis suefios, a pesar de que la distancia duela. Gracias a todas



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

las maravillosas mujeres, abuelitas, tias, primas, mona, a Mateito y al tio mas loquis, son una gran

fuente de motivacion, gracias por acompanarme desde la distancia, les amo y extrafio.

Gracias a mi hermana adoptiva por estar presente en cada momento al otro lado del teléfono, a mis

amigas del alma por trascender en tiempo y distancia, siempre estdn en mi corazon.

Dedicatoria

A esa personita que me ha acompariado y motivado desde el momento en el que la biologia
cruzo nuestros caminos, anhelos y pasiones. Gracias por llegar ese viernes a la tarde,
convertirte en mi mejor amigo, llenar mi vida de alegria e iluminarla en los momentos dificiles

con tu paciencia y amor. Por mas biologia y aventuras de ciencia y viajes.

Te amo infinito compariero de doctorado, de vida y alma.



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

LISTA DE ABREVIATURAS

pm micrometro

ADNCc Acido Desoxirribonucleico copia o complementario

ADNg Acido Desoxirribonucleico genémico

ARNm Acido Desoxirribonucleico mensajero

ARNt Acido Ribonucleico de transferencia

CAP Analogo [m7G(5")ppp(5")G]

CGs Células Germinales

CHAPS 3[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
Cr. Cromosoma

CRISPR/Cas9  Del inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/
CRISPR associated protein 9

DEPC dietilpirocarbonato

DIG Digoxigenina

dmy Del inglés DM domain gene on Y chromosome

dpe dias post eclosion

dpf dias post fecundacion

EDTA Acido etilenoadiaminotretacético

ESPG Espermatogonia

ESPZ Espermatozoide

FITC del inglés Fluorescein isothiocyanate

foxI3 Del inglés Forkhead-box protein L3

G0-1-2 Generacion 0, 1 y 2 de individuos mutados

gsdf Del inglés Gonadal soma-derived factor

HIS Hibridacion in situ

HMA Ensayo de movilidad de heteroduplex (del inglés, Heteroduplex mobility
assay)

Ndrg Del inglés N-myc downstream regulated gene

nl nanolitro



olvas
(0) 4%
ov

pb
PBSw
PCNA
PCR
PGCs
rpl7
RT-qPCR
sgARN
sgN1b

sry
TESPA
TUNEL

Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

Ovogonias

Homologo de vasa en medaka

Ovocitos pre-vitelogénicos

Ovocitos vitelogénicos

pares de bases

Buffer fosfato salino con Tween100

Del inglés Proliferating Cell Nuclear Antigen

Reaccion en cadena de la polimerasa

Células primordiales germinales (del inglés Primordial Germ Cells)
gen de la proteina ribosomal L7

PCR cuantitativa en Tiempo Real

guia de ARN

individuos mutados para ndrglb, GO microinyectados con cas9 +
sgl ARN ndrglb.

Del inglés Sex determining region Y

3-aminopropiltrietoxisilina

Del inglés TdT-mediated dUTP Nick End Labeling, TdT: Terminal

deoxynucleotidyl Transferase

10



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

LISTA DE CONCEPTOS

Células troncales

Cistos

Citocinesis

Convulsiones

Cubricion

Disgerminoma

Gonias

indels

off-targets

Primordio

Proliferacion tipo I

Proliferacion tipo 11

Seminoma

Temblor

También referidas como células madres totipotentes

Grupos de células germinales interconectadas generadas por divisiones
celulares con citocinesis incompleta, dichos cistos estan rodeados de
células somaticas

También conocida como citoquinesis, consiste en la separacion fisica
del citoplasma de las células hijas resultado de la division celular
Manifestacion de golpes o convulsiones fuertes efectuados por parte
del macho en la regién abdominal de la hembra de medaka durante el
comportamiento sexual

Accidn y efecto de cubrir el macho a la hembra durante el
comportamiento sexual

Tipo de tumor de las células germinales presente en ovarios

Células germinales presentes en ovarios y testiculos, es decir
ovogonias y espermatogonias

Inserciones y deleciones de nucledtidos

Potenciales sitios del genoma donde se podrian generar cortes
inespecificos

Conjunto inicial de células embrionarias que daran lugar a un tejido o
un 6rgano durante el desarrollo

Nombre recibido en medaka a la division celular de autorrenovacion
de las células germinales

Nombre recibido en medaka a la proliferacion cistica de las células
germinales, la cual se trata de una division celular sucesiva, sincronica
e incompleta, generando los conocidos cistos

Tipo de tumor de las células germinales presente en testiculos
Manifestacion de vibraciones o temblores suaves y rapidos de los
cuerpos de hembra y macho durante el comportamiento sexual de

medaka

11



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacion esquematica del desarrollo gonadal en vertebrados..................... 19
Figura 2. Migracion PGCs y establecimiento del primordio gonadal en medaka................. 21
Figura 3. Proliferacion tipo 1 y tipo II durante el desarrollo gonadal en medaka. ............... 22
Figura 4. Arbol filogenético de los miembros de la familia NDRG. .................cccoovveiniennnns. 25

Figura 5. Estadios de desarrollo gonadal seleccionados para estudiar la proliferacion. ......30
Figura 6. Arbol filogenético de los miembros de la familia ndrg en medaka. ...................... 31
Figura 7. Expresion de ndrgl durante el desarrollo gonadal....................c..cccooeeniinninnnnnn. 42
Figura 8. ndrglb tiene una expresion opuesta a la proliferacion tipo II cistica durante el
desarrollo Gonadal. ................oooiiiiiiii e et e e aaaeaean 43

Figura 9. CRISPR/Cas9: diseiio de sglARN ndrglb y sg2ARN _ ndrglb, eficiencia y HMA.

Figura 10. Eficiencia y especificidad de la sglARN_ ndrglb: analisis de sitios off-target y de
indels generados con el sistema CRISPR/Cas9. ..............ccoooiiiiiiiiii e 46
Figura 11. Seleccion de indel A31 para obtener la linea homocigota mutante de ndrglb.....47
Figura 12. Mutacion de ndrglb afecta el desarrollo gonadal en estadio 39. ......................... 49
Figura 13. Apoptosis de células germinales en embriones XX y XY mutados para ndrglb en
ESTAIO 3. ...ttt ettt e b e et e b eanean 50

Figura 14. Mutacion generada con la guia 2 de ndrglb afecta el desarrollo gonadal en estadio

K L OO OO UPTRRUPRRP 51
Figura 15. La mutacion de ndrglb afecta el desarrollo gonadal a los 20 dpe.. ...................... 53
Figura 16. Proliferacion durante la morfogénesis en ratones y medaka................................ 59
Figura 17. Representacion esquematica de la estructura ovarica en medaka. ...................... 62

12



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

Figura 18. Representacion esquematica de la estructura de testiculos en medaka. .............. 64
Figura 19. Representacion esquematica y descripcion de las caracteristicas sexuales
secundarias en Medaka. ... e 66
Figura 20. Representacion esquematica del comportamiento reproductivo de medaka. .....69

Figura 21. Mutantes bialélicos de ndrglb no exhiben caracteristicas sexuales secundarias

ALEETAAS. ..o ettt ettt s s 77
Figura 22. Mutacion de ndrglb altera la gametogénesis en ambos sexos en la adultez. ....... 79
Figura 23. Mutacion de ndrglb altera la espermatogénesis en machos adultos.. .................. 80

Figura 24. Mutacion de ndrglb altera el éxito reproductivo en ambos sexos en la adultez..82
Figura 25. Mutacion de ndrglb altera el comportamiento sexual en machos........................ 84
Figura 26. Mutacion de ndrglb no modifica los niveles de 11-KT en adultos de medaka....86
Figura 27. Expresion de ndrglb en cerebro y testiculos de machos controles. ...................... 87
Figura 28. Modelo hipotético de la participacion de ndrglb en la proliferacion cistica durante

la embriogénesis, estadios juveniles y la etapa reproductiva....................ccoooeeiiiiiiiiniieenn. 93

13



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Expresion y funcion de la familia Ndrg en las gonadas de vertebrados.

Tabla 2. Oligonucledétidos empleados en técnicas de caracterizacion de ndrgl en la presente
tesis.

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados en el sistema CRISPR/Cas9 para mutar ndrglb.

Tabla 4. Proporcion de sexos de los mutantes ndrglb.

14



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

CAPITULO1




Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

INTRODUCCION

Desarrollo gonadal en vertebrados

Durante el desarrollo embriologico se da lugar a la formacion de tejidos y érganos a partir de un
primordio constituido inicialmente por unas pocas células, las cuales deberan pasar por diferentes
etapas, como migracion, diferenciacion, cambios morfoldgicos, proliferacion, e incluso muerte
celular (Jenkins et al., 2003). Dentro de los diferentes 6rganos, el desarrollo de las gonadas es un
proceso muy interesante porque a partir de un primordio se pueden desarrollar dos organos
completamente diferentes: un ovario o un testiculo. Este proceso estd altamente conservado, e
incluye la migracion, proliferacion y diferenciacion de las células germinales y somaticas, la
determinacion del sexo biolodgico, la morfogénesis de ovarios o testiculos, y finalmente la
produccion de ovocitos y espermatozoides respectivamente, que transmitiran la informacion
genética a la siguiente generacion (Figura 1). Es por esto que defectos en cualquiera de estas
etapas del desarrollo gonadal podrian conducir a problemas reproductivos, como infertilidad y

reversion sexual (Tanaka et al., 2001; Zhang et al., 2016).

Independientemente del tipo de determinacion del sexo biologico, que puede ser genético o
ambiental (Bachtrog et al., 2014; Barske and Capel, 2008; Cutting et al., 2013; DeFalco and Capel,
2009; Hattori et al., 2020), para direccionar el desarrollo morfologico de la gonada, las células
germinales son las unicas células capaces de transmitir informacion a través de las generaciones.
El punto de partida del desarrollo gonadal estd constituido por unas pocas células germinales,
denominadas células primordiales germinales o PGCs (del inglés Primordial Germ Cells) (Figura
1), que estan desde el desarrollo embrionario temprano, incluso desde el primer clivaje celular en
algunas especies (Extavour and Akam, 2003; Kathleen Molyneaux and Christopher Wylie, 2004).
Estas células se formaran de dos maneras, por preformacion o por epigénesis. En la preformacion
o especificacion mediada por herencia, las PGCs se forman a partir del plasma germinal, material
citoplasmatico especializado que contiene ARN y proteinas heredados directamente del évulo.
Este tipo de formacion se ha identificado tanto en invertebrados (Drosophila melanogaster y
Caenorhabditis elegans), como en vertebrados (pollo Gallus gallus, pez cebra Danio rerio y
medaka Oryzias latipes) (Extavour and Akam, 2003; Whittle and Extavour, 2016; Whittle and

Extavour, 2017). En la epigénesis o especificacion inductiva, no hay plasma germinal y las PGCs

16
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se desarrollan a partir de sefiales inductivas secretadas por otras células en tejidos embrionarios y
extraembrionarios. Este tipo de formacion se ha estudiado especialmente en algunas especies de
salamandras y en ratones (Mus musculus) (Ewen and Koopman, 2010; Extavour and Akam, 2003;

Richardson and Lehmann, 2010; Whittle and Extavour, 2017).

Una vez que las PGCs se han especificado, se da lugar a la migracion de las mismas para alcanzar
el primordio gonadal, lugar donde junto a las c€lulas somaticas precursoras se dara inicio a la
formacion de la gonada (Figura 1). Aunque existen diferentes mecanismos de migracion segun la
especie, comunmente las PGCs tienen que viajar largas distancias desde regiones
extraembrionarias o endodérmicas hasta la regién gonadal ubicada en el mesodermo (DeFalco &
Capel, 2009b; Molyneaux & Wylie, 2004). Por ejemplo en ratones, las PGCs son transportadas
desde el endodermo parietal y una membrana extraembrionaria denominada alantoides, luego en
el endodermo son incorporadas en el intestino grueso y finalmente migran hasta llegar al
mesodermo gonadal (Ewen and Koopman, 2010; McLaren, 2000). En pollo las PGCs se agregan
en la region extraembrionaria anterior y entran al sistema vascular extraembrionario, viajando por
la aorta dorsal y pasando por las paredes de los vasos sanguineos hasta alcanzar la region anterior
del mesodermo gonadal (DeFalco and Capel, 2009). En el pez cebra las PGCs pasan del borde
anterior del mesodermo a los laterales del mesodermo (Raz, 2003). Para que puedan avanzar tales
migraciones de las PGCs, en la mayoria de especies existe una importante regulacion de senales y
factores, tales como las quimioquinas o citosinas quimiotacticas y las proteinas de adhesion celular

(Molyneaux & Wylie, 2004; Richardson & Lehmann, 2010).

Si bien hay un numero relativo de PGCs previo a su especificacion, durante la migracion y el
establecimiento del primordio gonadal pueden presentarse divisiones celulares sin aumentar de
manera considerable el niimero de las PGCs. Se trata de divisiones celulares similar a la
autorrenovacion de las células troncales, que aseguran un numero apropiado de PGCs para la
consiguiente formacion de la gonada (DeFalco and Capel, 2009). A continuacion, se da inicio a
divisiones celulares de manera sucesiva, sincronica, y con citocinesis incompleta, conocidas como
proliferacion cistica, ya que genera grupos celulares interconectados conocidos como cistos, los
cuales estan rodeados de células somaticas (Figura 1). La proliferacion cistica es fundamental

para aumentar el nimero de PGCs considerablemente. Por ejemplo, en ratones, tras el inicio de la
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proliferacion cistica, se inicia con 150 PGCs en el estadio 8,5 dias post coito (dpc) y llega a 25.000
células en el estadio 13,5 dpc (Lei and Allan C. Spradling, 2013). Como es de suponer, la
proliferaciéon formadora de cistos es un proceso altamente conservado y regulado desde
invertebrados a vertebrados. En general el nimero de células por cisto es 2", siendo n el numero
de divisiones; por ejemplo en Drosophila y Xenopus se pueden encontrar cistos de 16 células
(DiNardo et al., 2011; Hinnant et al., 2017; Narbonne-Reveau ef al., 2006), y en ratones y medaka
se pueden identificar cistos de hasta 32 células (Elkouby and Mullins, 2017; Lei and Allan C.
Spradling, 2013).

Otro rasgo importante es la diferencia temporal entre hembras y machos en relacion al inicio de la
proliferacion cistica y la transicion a la meiosis. Como muestra, en la mayoria de los mamiferos
las hembras presentan proliferacion cistica unicamente en la etapa neonatal, y en los machos
durante la etapa neonatal y en la adultez (Koubova et al., 2006; Lei and Allan C Spradling, 2013;
Pepling, 2006; Tanaka, 2014). Por otro lado en el pez medaka la proliferacion cistica en las
hembras se inicia en estadios embrionarios, mientras que en machos inicia en estadios larvales y
en ambos sexos se mantiene hasta la adultez (Nishimura et al., 2018; Noriyuki Satoh, Egami, 1972;
Schartl, 2004; Tanaka, 2019). En esta especie la proliferacion en estadios adultos también se
observa en hembras porque conservan las células troncales germinales (Nakamura et al., 2010).
Es por esto que la proliferacion de las células germinales en la hembra es una de los primeros
dimorfismos sexuales durante el desarrollo gonadal en vertebrados. Tanto en machos como en
hembras tras varias rondas de proliferacion cistica se da inicio a la meiosis, y a su vez las células
comienzan a diferenciarse. Es importante mencionar que en etapas post-embrionarias a las células
germinales troncales comUnmente se les refiere como gonias, particularmente ovogonias y
espermatogonias, que tras la ovogénesis y espermatogénesis dan lugar a los ovocitos y
espermatozoides, respectivamente (Figura 1). Ademas, las células somaticas en hembras se
diferencian en células de Granulosa y Teca, y en machos en células de Sertoli y Leyding (Brennan
and Capel, 2004; DeFalco and Capel, 2009; Kurokawa et al., 2007; McLaren, 2000). En el capitulo

IT se detallaran los procesos de diferenciacion y morfogénesis de ovarios y testiculos.
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Figura 1. Representacion esquematica del desarrollo gonadal en vertebrados. El esquema ilustra las
principales etapas del desarrollo gonadal, desde la fecundacion hasta la adultez. En primer lugar, los
diferentes componentes de la determinacion del sexo bioldgico segun la especie. La migracion de las PGCs
(del inglés, Primordial Germ Cells) en etapas tempranas del desarrollo embrionario, posteriormente la
proliferacion y formacion de cistos, que daran lugar a la diferenciacion de los diferentes tipos celulares que
componen los ovarios y testiculos durante etapas juveniles y de adultez. Una vez formadas las gonadas se
da inicio a la ovogénesis y espermatogénesis, procesos fundamentales para la reproduccion. Adaptado de

Bachtrog et al., 2014 y DeFalco & Capel, 2009a.

Como he mencionado anteriormente, la regulacion de estas etapas del desarrollo gonadal es
fundamental para una morfogénesis satisfactoria y el consecuente éxito reproductivo de los
individuos. Por tanto, fallas en estas podria generar severos problemas, como desarreglos
morfologicos en ovarios, testiculos y/o 6rganos genitales internos y externos, presencia de
disgerminomas y seminomas en ovarios y testiculos respectivamente, inversion sexual y
problemas de infertilidad y subfertilidad (Brennan and Capel, 2004; Hutson et al., 2014; Stévant
and Nef, 2019). Una de las etapas de mayor grado de conservacion, por ende, con menores

variaciones tanto en invertebrados como vertebrados, es la proliferacion de las PGCs (Saito et al.,
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2007), de la cual atin se desconocen en profundidad los mecanismos moleculares que la regulan,
y por lo tanto, ha sido de gran interés estudiar este proceso. Para estudiarlo se selecciono al pez
medaka como organismo modelo, debido a que presenta caracteristicas idoneas para estudiar el

desarrollo gonadal, especialmente la proliferacion, las cuales seran detalladas a continuacion.

Medaka como modelo para estudiar el desarrollo gonadal

El pez medaka se ha establecido como organismo modelo relevante en investigaciones
relacionadas a la biomedicina, toxicologia y biologia del desarrollo (Wittbrodt et al., 2002),
convirtiéndose en uno de los mejores modelos para estudiar la determinacion sexual y el desarrollo
gonadal en vertebrados no mamiferos (Chakraborty et al., 2016; Matsuda, 2005). Medaka presenta
un sistema de determinacion sexual XX — XY como en mamiferos, aunque a diferencia de estos el
gen determinante del sexo es el dmy (Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002), el cual corresponde
al segundo gen determinante del sexo identificado en vertebrados, después del Sry en mamiferos
(Kinoshita et al., 2012a; Koopman, 1991). El gen dmy esta ligado al cromosoma Y, y es el
resultado de una duplicacion del locus autosomico que contiene el gen DMRTI. Este gen
determinante del sexo codifica para una proteina que presenta el dominio DM (del inglés DNA-
binding Domain) el cual también estd presente en factores de transcripcion relacionados a la
determinacion del sexo en nematodos y moscas (Kobayashi et al., 2004; Nanda et al., 2002;
Ohmuro-Matsuyama et al., 2003; Volff et al., 2003). Adicionalmente, en trabajos recientes se ha
propuesto que dmy determina el sexo masculino a través de la activacion del gen gsdf (del inglés
gonadal soma derived factor), uno de los principales inductores del desarrollo testicular temprano
(Chakraborty et al., n.d.; Shibata et al., 2010; Zhang et al., 2016), mientras que el gen autosémico

dmrtl participaria en el mantenimiento del sexo masculino (Volff ez al., 2003; Zhang et al., 2016).

Como se ha mencionado anteriormente, las PGCs en medaka son especificadas por preformacion,
por lo tanto, el plasma germinal es de origen materno (Kinoshita ef al., 2012a). En medaka las
PGCs son reconocidas desde gastrula temprana (estadio 13 o a las 13 horas post fecundacioén) en
el polo animal proximo a la region del blastodermo. A partir de gastrula tardia (estadio 16 o 21
horas post fecundacion) comienzan a migrar hasta alinearse bilateralmente formando dos grupos

celulares a lo largo de la region del tronco (estadio 20 o 31 horas post fecundacion), hasta llegar
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al plato lateral del mesodermo, a la altura del intestino en desarrollo (estadio 26 o 50 horas post
fecundacion). Finalmente, estos dos grupos de PGCs empiezan a migrar hacia la region dorsal del
intestino, donde se combinan para dar lugar al primordio gonadal (estadio 30-33, 4 dias post
fecundacion) (Figura 2). Las PGCs son atraidas al lugar del primordio gonadal por precursores
gonadales somaticos, los cuales estan presentes mucho antes de la formacion del primordio
gonadal (Kurokawa et al., 2007; Nakamura et al., 2006; Sasado et al., 2008; Tanaka et al., 2001).
El estudio de la especificacion, migracion y proliferacion de las PGCs ha avanzado ampliamente
gracias a la identificacion del marcador olvas, un homoélogo del gen vasa, el cual también es
importante para la especificacion y formacion de PGCs en otras especies (Li et al., 2009; Li et al.,

2015; Saito et al., 2006; Shinomiya et al., 2000; Yoshizaki et al., 2002).
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Figura 2. Migracion PGCs y establecimiento del primordio gonadal en medaka. Representacion de la
migracion de las PGCs a partir de estadio 13, gastrula temprana, momento en el cual estan ubicadas en el
polo animal proximo a la region del blastodermo. En estadio 16, gastrula tardia, comienzan a migrar hasta
alinearse bilateralmente formando dos grupos celulares a lo largo de la region del tronco en estadio 20,
especificamente a la altura del intestino en desarrollo en el estadio 26. La formacion del primordio gonadal
se da entre los estadios 30 y 33, momento en el cual las PGCs migran hacia la region dorsal del intestino,

atraidas por precursores somaticos. Modificada de M Tanaka et al., 2001.

Tras la formacion del primordio gonadal, las PGCs de ambos sexos se dividen de manera

intermitente, denominandose tipo I en medaka. Esta proliferacion es importante para la
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autorrenovacion de las células germinales durante toda la vida, como una division tipica de las
células troncales, que también se observa en otras especies. En los estadios de proliferacion tipo |
(estadio 35, 5 dias post fecundacién) las goénadas de hembras y machos aparecen
morfologicamente indistinguibles, y presentan aproximadamente 30-60 células germinales
separadas entre si y rodeadas por células somaticas (Nishimura and Tanaka, 2014; Noriyuki Satoh,
Egami, 1972; Saito et al., 2007; Schartl, 2004; Tanaka, 2014). El primer dimorfismo sexual
gonadal observado en estadios embrionarios estd dado por el inicio de la proliferacion cistica, o
proliferacion tipo II en medaka, la cual al igual de las demas especies se trata de una division
sucesiva, sincronica e incompleta, generando los ya nombrados cistos. Si bien la proliferacion tipo
IT en hembras comienza en el estadio 37 (7 dias post fecundacion), es en el estadio 39 (9 dias post
fecundacion) donde se puede identificar claramente la primera diferencia morfologica con respecto
a machos (Figura 3). Generalmente se pueden observar gonadas con cistos de 4-16 células, lo que
representaria un total 200 células germinales aproximadamente, mientras que en los machos no se
observan cistos y el nimero total de células germinales es alrededor de 80. En hembras la
proliferacion tipo I y II continua activamente, algunas cé€lulas entran en meiosis a parir del estadio
39, y la estructura ovarica se establece alrededor de los 20 dias post eclosion. Por otro lado, en las
gbénadas de machos recién en este momento, 20 dias post eclosion, se da inicio a la proliferacion
cistica tipo II, tras haber estado arrestada en proliferacion tipo I, y por lo tanto la meiosis comienza
recién alrededor de los 40 y 50 dias post eclosion (Nishimura and Tanaka, 2014; Noriyuki Satoh,
Egami, 1972; Saito et al., 2007; Schartl, 2004; Tanaka, 2014).

A B

300+
Estadio 35 @ 4 @
!

| / 2501

- !

l /

: II %
&3

I
i / )
Estadio 39 ©|__9 ©|_l @

quiescente activa
L 11 ] 0-
Tipo | Tipo Il

150

—0

1004

Numero de Células Germinales

36 37 38 39
Estadio

Figura 3. Proliferacion tipo I y tipo II durante el desarrollo gonadal en medaka. (A) Representacion

esquematica de los diferentes tipos de proliferacion del desarrollo gonadal temprano, en estadio 35,
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momento en el que las gonadas aparecen morfoldgicamente indistinguibles entre hembras y machos, y solo
hay presencia de proliferacion tipo I. En estadio 39, previo a la eclosion, las gonadas son sexualmente
dimorfica, dado que las hembras presentan cistos por el inicio de la proliferacion tipo I1. (B) Cambio en el
numero de células germinales (CGs) durante el desarrollo temprano de hembras (XX) y machos (XY), a
partir de estadio 37 se presenta un aumento en el nimero de CGs de hembras, como resultado del inicio de
la proliferacion tipo 11, la cual permanece activa en estadios posteriores. Tomada y modificada de D. Saito

et al., 2007.

Como ya se ha mencionado, la proliferacion en el desarrollo gonadal es un mecanismo altamente
conservado que precede a la gametogénesis y es crucial para el éxito reproductivo. Sin embargo,
su regulacion molecular permanece sin resolver (DiNardo ef al, 2011; Hinnant et al., 2017,
Narbonne-Reveau et al., 2006; Saito et al., 2007). Esto ha llevado a que en los ultimos afos
numerosos laboratorios hayan dedicado un gran esfuerzo en la bisqueda e identificacion de genes
potenciales pro- o anti-proliferativos, que establecen el numero correcto de células germinales
durante el desarrollo gonadal, tanto en hembras como en machos. En medaka particularmente ha
sido de gran interés distinguir la proliferacion tipo I de la II, asi como el inicio de la meiosis, por
medio de la expresion de algunos marcadores moleculares y enddcrinos, y asi avanzar con el
analisis para comprender la regulacion de ambas proliferaciones y la conservacion en vertebrados
(Saito et al., 2007). Por ejemplo, hay factores de transcripcion como el fox/3, el cual se ha detectado
unicamente en células germinales tipo II de hembras durante estadios embrionarios y larvales; sin
embargo, este factor de transcripcion no actiia como regulador de dicha proliferacion, sino que
puntualmente actia como supresor del inicio de la espermatogénesis (Nishimura et al., 2015;
Tanaka, 2019). Recientemente se han identificado genes con expresion en células germinales
mitoticas que no estan regulados por fox/3, sugiriendo que quizd puedan tener un rol en la
regulacion de la proliferacion y no en la supresion de la meiosis. Dentro de estos genes se
encuentran ndrgl y ndrg3, miembros de la familia Ndrg (M Kikuchi et al., 2019), genes de gran

interés para nuestro grupo de trabajo, que describiré a continuacion.

Familia Ndrg y su rol en la proliferacion celular

La familia Ndrg (del inglés N-myc downstream regulated gene) consiste en 4 miembros, ndrgl,

ndrg2, ndrg3 y ndrg4, los cuales comparten un alto porcentaje de homologia, entre 55-70% segun
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la especie. Las proteinas NDRG se caracterizan por presentar una region NDR y una a/f hidrolasa,
las cuales son altamente homologas entre las 4 proteinas. Sin embargo, ninguno de los 4 miembros
presenta el motivo catalitico requerido para las funciones de proteinas hidrolasas (Shaw et al.,
2002). Analisis filogenéticos (Figura 4) indican agrupaciones de homologia claramente separadas
para cada uno de los miembros de la familia NDGR, agrupando a su vez a los mamiferos de las
especies distantes como Xenopus tropicalis y el pez cebra. Los miembros de la familia NDRG
surgen de maultiples eventos de duplicacion durante la evolucion, y presentan un grado de
conservacion alto entre especies de organismos multicelulares, al igual que entre los diferentes
miembros en una misma especie. La familia ndrg esta subdividida en dos subfamilias, una
compuesta por ndrgl y ndrg3, y la otra por ndrg2 y ndrg4 (Fang et al., 2014; Melotte et al., 2010;
Yang et al., 2013).

El rol de los miembros de ndrg ha sido estudiado en multiples sistemas modelos bajo diversas
condiciones, indicando que todos estos miembros contribuyen a la proliferacion celular, desarrollo,
diferenciacion y respuesta a estrés (Lee et al., 2016; Melotte ef al., 2010; Schonkeren et al., 2019;
Yang et al., 2013; Yu et al., 2019). En un sistema en el cual se ha investigado ampliamente la
funcion de estos genes es en cancer. Mediante técnicas de sobreexpresion y silenciamiento, tanto
en modelos in vitro e in vivo, en los cuales se ha observado roles predominantes para cada
subfamilia. Por ejemplo, para la subfamilia 1 se ha visto que el silenciamiento de NDRG1 resulta
en la reduccion de la proliferacion celular e invasion en diferentes carcinomas (Croessmann et al.,
2015; Sun et al., 2013; Wu et al., 2019; Yan et al., 2008), mientras que la sobreexpresion de
NDRG3 promueve el crecimiento tumoral (Lee ef al., 2015; Wang et al., 2009), por lo tanto, ambos
genes tendrian un rol oncogénico, ya que promueven la proliferacion celular y la invasion (Melotte
et al.,2010; Sun et al., 2013; Yang et al., 2013). Al contrario, en el caso de la subfamilia 2 se ha
observado que la sobreexpresion de NDRG2 resulta en la supresion del crecimiento tumoral de
lineas de celulares de glioblastoma humano, y su silenciamiento ha generado aumento de la
proliferacion celular (Kim et al., 2009; Li et al., 2013). Adicionalmente, la sobreexpresion de
NDRGH4 ha generado reduccion en la proliferacion e invasion en diferentes lineas de carcinomas
(Chu et al., 2015; Ding et al., 2012; Melotte et al., 2009); por consiguiente, estos genes se han
propuesto como supresores tumorales ya que inhiben la proliferacion e invasion (Hwang et al.,

2011; Melotte et al., 2010). Si bien todos los miembros de la familia Ndrg tienen un rol
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fundamental en la proliferacion celular en modelos de cancer, atin hay pocos estudios de su rol
durante el desarrollo (Melotte et al., 2010), y particularmente menos estudios durante el desarrollo

gonadal.
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Figura 4. Arbol filogenético de los miembros de la familia NDRG. Secuencias de las proteinas de todos
los miembros de la familia (NDRG1- 4) de diferentes especies (humano, Homo sapiens; macaco cangrejo,
Macaca fascicularis; vaca, Bos taurus; raton, Mus musculus; rata, Rattus norvegicus; rana, Xenopus
tropicalis; y pez cebra, Danio rerio). Como grupo externo se eligié la proteina relacionada YDJ1 de
Caenorhabditis elegans. Arbol filogenético visualizado usando TreeView Clustal W tomado de Melotte et

al., (2010).

Familia Ndrg en el desarrollo gonadal

Se ha estudiado la expresion de los miembros de Ndrg en diversas especies de vertebrados, tanto
en estadios embrionarios como en adultos. Todos los miembros presentan expresion en diversos
organos y tejidos, como esqueleto, musculo, conductos néfricos, cerebro, corazon, entre otros,

sugiriendo que estos miembros presentan funciones en mecanismos celulares generales, como por
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ejemplo la regulacion de la proliferacion (Fang et al., 2014; Fernandino et al., 2011; Kyuno et al.,
2003; Melotte et al., 2010; Pan et al., 2017; Zhong et al., 2015). En relacion a la expresion de las
subfamilias en gonadas, se ha identificado que NDRG1 se expresa durante el desarrollo de 6rganos
reproductivos y urinarios en la rana africana Xenopus laevis (Kyuno et al., 2003; Melotte et al.,
2010), y en testiculos de oveja (Ovis orientalis aries) (Qu et al., 2019); sin embargo, su funcion
en las gonadas no ha sido elucidada. Por otro lado, la expresion de NDRG3 se ha observado en
ovarios y testiculos de vertebrados, principalmente en testiculos de ratones, humanos (Homo
sapiens) y peces (Fernandino et al., 2011; Qu et al., 2002; Yang et al., 2013; Zhao et al., 2001),
donde ademas de estar regulado por androgenos (Gonzélez et al., 2014; Wang et al., 2009), se ha
identificado que tiene un rol fundamental durante la espermatogénesis de ratones (Pan et al., 2017).
En cuanto a NDRG2 se ha observado expresion en ovarios y testiculos de mamiferos (Hou et al.,
2009; Li et al., 2008), pero su funcion estd relacionada a la apoptosis de las células germinales,
células de Leyding y Sertoli (Hou et al., 2010; Li et al., 2012). Finalmente, hasta el momento no

se ha identificado expresion de NDRG4 ni en ovarios ni testiculos de ningtin organismo modelo.

Tabla 1. Expresion y funcion de la familia ndrg en las gonadas de vertebrados.

Expresion Especie Funcién identificada Referencia
gonadal
NDRGI1 | Gonadas en Rana africana (Xenopus No identificada Kyuno et al., 2003;
desarrollo y laevis); oveja  (Ovis Melotte et al., 2010; Y.
testiculos adultos orientalis aries) H. Quetal., 2019
NDRG?2 | Testiculos y Rata (Rattus norvegicus); Apoptosis de las W.G.Houetal.,2009;S.
ovarios adultos humano (Homo sapiens); células germinales, Li, Huang, Lim, & Kim,
raton (Mus musculus) células de Leyding y 2008; W. Hou et al,
Sertoli 2010; T. Lietal., 2012.
NDRGS3 | Testiculos y Raton (Mus musculus); Regulacion de la Zhao et al., 2001; Wang
ovarios adultos humano (Homo sapiens); profase meidtica et al., 2009; Fernandino
Pez Pejerrey (Odontesthes — durante la et al., 2011; Pan et al.,
bonariensis) espermatogénesis 2017.
NDRG4 | No identificada No identificada
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En base a los antecedentes de la familia Ndrg en proliferacion y expresion gonadal, en la presente
tesis se ha decidido explorar la funcion de el gen ndrgl, debido a que, de los miembros de Ndrg
que se han identificado en gonadas de vertebrados, ndrgl es el unico del cual no se le ha elucidado

su rol durante el desarrollo gonadal (Tabla 1).
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PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Dada la importancia del desarrollo gonadal para el éxito reproductivo, el grado de conservacion
de la proliferacion durante el desarrollo gonadal y la carencia de informacion de sus reguladores
moleculares, sumado a los antecedentes de Ndrgl en la regulacion de proliferacion de células
cancerigenas, y su expresion en gonadas de diferentes especies de vertebrados, hipotetizamos que
ndrgl cumple un rol regulatorio en el desarrollo gonadal, especialmente en la proliferacion de

células germinales.

En base al marco conceptual y la pregunta de investigacion, nuestro principal objetivo ha sido
estudiar la participacion de ndrgl en el desarrollo gonadal, especialmente en la proliferacion de

células germinales, usando como modelo experimental al pez medaka.

En base al objetivo principal nos hemos planteado los siguientes objetivos especificos:

e Identificar la expresion de ndrgl durante el desarrollo gonadal, especialmente en
los momentos importantes de proliferacion de células germinales en medaka.

e Generar la pérdida de funcidon de ndrgl para estudiar su participacion durante el
desarrollo gonadal temprano.

e Analizar el rol de ndrgl, en diferentes momentos del desarrollo gonadal tanto en

hembras como en machos.
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MATERIALES Y METODOS

Peces y muestreos

Todos los experimentos realizados en esta tesis fueron llevados a cabo con la linea hi-medaka (ID:
MTS835) de la especie Oryzias latipes, perteneciente al orden Beloniformes y familia
Adrianichthyidae. Esta linea fue suministrada por el Proyecto Nacional de Recursos Biologicos de
Japon (National BioResource Project: NBRP) (www. shigen.nig.ac.jp/medaka/). Todos los peces
fueron mantenidos y alimentados segtin las condiciones y protocolos estdndar establecidos para

medaka por Kinoshita et al. (2012) y la UFAW (Handbook on the Care and Management of

Laboratory Animals, http://www.ufaw.org.uk). Los huevos fertilizados fueron incubados en placas
de Petri de 35 mm con medio para embriones (17 mM NacCl, 0.4 mM KCI, 0.27 mM CaCl2-2H20
y 0.66 mM MgSO4; pH 7) (Porazinski ef al., 2010) hasta la eclosion, y los juveniles y adultos
mantenidos en tanques de 2L de agua, en condiciones estandar de fotoperiodo 14 horas luz/10

horas oscuridad a 26°C (£1°C).

Las muestras fueron tomadas en diferentes estadios de desarrollo de medaka: estadios
embrionarios 35 y 39 (5 y 9 dias post fecundacion respectivamente) y estadios juveniles de 10 y
20 dias post eclosion (dpe) (Figura S), en base a las descripciones del desarrollo de medaka
(Iwamatsu, 2004). Como se ha mencionado anteriormente en la introduccion, estos estadios son
de importancia en el desarrollo gonadal de medaka, y quisiera mencionarlo de manera puntual en
este apartado. El estadio 35 presenta una gonada indiferenciada en ambos sexos, con presencia
unicamente de proliferacion tipo I, la cual precede al inicio de proliferacion tipo II cistica en
gbénadas de hembras XX entre el estadio 37 y 39. El estadio 39 presenta un considerable aumento
de la proliferacion cistica en hembras, dando lugar al primer dimorfismo gonadal entre sexos antes
del momento de eclosion. A los 10 dpe la proliferacion cistica continua activa unicamente en
hembras, mientras que en machos recién a los 20 dpe se observa presencia de esta. En todos los
estadios la recoleccion de individuos se realiz6 tras la inmersion en tricaina 30-50 mg/L (Sigma-
Aldrich), y fueron procesados de acuerdo a la técnica para la cual se iban a utilizar. En la mayoria

de casos la cola y cabeza se separaban para realizar las extracciones de ADNg.
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Estadio 35 Estadio 39 10 dpe 20 dpe
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Figura 5. Estadios de desarrollo gonadal seleccionados para estudiar la proliferacion. Estadios de
desarrollo empleados en el presente capitulo. Estadio 35 presenta tinicamente proliferacion tipo I y génada
indiferenciada en hembras (XX) y machos (XY). En estadio 39 solo las hembras presentan cistos dado a la
proliferacion tipo II. 10 dias post eclosion (dpe) la proliferacion cistica continua activa Gnicamente en

hembras. A los 20 dpe en los machos hay presencia de la proliferacion tipo II.

Diseiio y sintesis de sondas de ARN marcadas con Digoxigenina

La subfamilia I de Ndrg presenta varios paralogos en medaka (ndrgla, ndrglb y ndrg3a, ndrg3b),
como resultado de la duplicacion del genoma en peces teledsteos (Guo et al., 2011; Kasahara et
al.,2007; Mable et al., 2011). Los miembros de la familia Ndrg en medaka presentan alrededor de
60% de identidad entre ellos (Figura 6) similar a otras especies. Para construir las sondas de los
genes ndrgl (ndrgla y ndrglb), se amplificaron dichos genes empleando oligonucledtidos
especificos para cada uno (Tabla 2) por medio de PCR usando ADNc de embriones de medaka en
diferentes estadios de desarrollo, y su posterior clonacién en el vector pPGEM®-T (Promega). Para
sintetizar las sondas de ARN se procedio a la linealizacion de 10 pg de cada plasmido con enzimas
de restriccion especificas. La linealizacion se realizé hacia el extremo 5° de la secuencia del gen
con la finalidad de sintetizar una sonda de ARN antisentido. Tras purificar el ADN linealizado y
se procedid a realizar la transcripcion in vitro utilizando las ARN polimerasas SP6, T7 o T3, segin
la orientacion de cada inserto, y una mezcla de ribonucleotidos cuyos uracilos estan marcados con
digoxigenina (DIG labeling mix, Roche). Las sondas marcadas fueron purificadas en columnas
Sephadex G50 (GE Healthcare), diluidas 10 veces y almacenadas como stock a -20°C en solucién
de hibridacion (formamida 50%, SSC 1.3X pH 5, EDTA 5mM pH 8, ARNt 200ug/ul, Tween 20
0.1%, CHAPS 0.1%, heparina sodica 100 pg/ul).
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Figura 6. Arbol filogenético de los miembros de la familia ndrg en medaka. Arbol filogenético que
muestra la relacion entre los miembros de la familia Ndrg en medaka, fue obtenido usando el método
Neighbor-Joining y el test Bootstrap en el programa MEGA 7.0 software. La escala de abajo del arbol
refleja las distancias entre las secuencias. Se emplearon secuencias de ENSEMBL, con los siguientes
numeros de acceso a las secuencias: ndrgla, ENSORLP00000004441; ndrgib, ENSORLP00000006022;
ndrg3a, ENSORLP00000017330; ndrg3a, ENSORLP00000029943; ndrg4, ENSORLP00000034803;
ndrg2, ENSORLP00000038714.

Hibridacion in situ en cuerpo entero de embriones

Se realiz6 la HIS en embriones enteros segun el protocolo descripto por Nakamura et al., (2006).
Inicialmente, los embriones fueron fijados en paraformaldehido PFA 4% durante 16 horas a 4°C.
Al dia siguiente se elimind el corion de los embriones con pinzas de diseccion, tras lavados en
PBSw-DEPC (PBS-DEPC, Tween 20 0,1%) a temperatura ambiente. Adicionalmente, los
embriones fueron permeabilizados utilizando Proteinasa K (10pg/ml) a temperatura ambiente
durante distintos tiempos dependiendo del estadio embrionario, seguido de lavados con 2mg/ml
de glicina - PBSw-DEPC, para frenar la permeabilizacion. Posteriormente, se hibrido a 68°C
durante 16 horas con la sonda de ARN marcada con DIG correspondiente para cada gen. Seguido

de lavados a 68°C con solucion de lavado (formamida 50%, SSC 1,3X pH 5, EDTA 5mM pHS,
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Tween20 0.1%, CHAPS 0,1%), e incubacion de 2 horas a temperatura ambiente con Suero Fetal
Bovino 20%, BBR 2% (Blockin Reagent, Roche), para la consecuente incubacion con un
anticuerpo anti-DIG-Alkaline Phosphatatase (Roche) en una dilucion 1:2000 durante 2 horas a
4°C. Finalmente, la deteccion del anticuerpo se realizo a temperatura ambiente en presencia de los
sustratos NBT/BCIP (tetrazolio nitroazul/5-bromo-4-cloro-3-idolil fosfato). Una vez que se
obtuvo la coloracidon deseada se detuvo la reaccion con lavados de TrisHCI 100mM pH 9.5. Las
fotos fueron tomadas utilizando un estereoscopio (ZEISS SteREO Discovery.V12). Algunos de
los embriones posteriormente fueron embebidos en gelatina (ver a continuacion) y seccionados en

criostato en cortes de 14-16um, para ser fotografiados.

Montaje de embriones en gelatina

Para realizar los cortes histologicos en criostato los embriones fueron embebidos en PBS-sucrosa
5% a 4°C, transcurridas 16 horas se pasaron a PBS-sucrosa 15% a 4°C, posterior a otras 16hs, se
incubaron en PBS-sucrosa 15% y gelatina 7,5% (Sigma-Aldrich) minimo por 4 horas a 37°C.
Finalmente, las muestras fueron ubicadas en moldes, las cuales fueron congeladas rapidamente en
nitrogeno liquido y guardadas a -80°C hasta su procesamiento en el criostato. Los cortes se
realizaron en criostato (Leica) a -30°C, generando secciones transversales de 14-16um en
portaobjetos tratados con TESPA (Sigma-Aldrich), la posterior desgelatinizacion se realizé con

lavados de PBS a 42°C durante 10 minutos.

Extraccion de ADNg con solucion salina

Para la extraccion de ADN genomico (ADNg) se empleo el protocolo de extraccion de ADN con
solucion salina (NaCl 0.4 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y EDTA 2 mM pHS) adaptado de Aljanabi
& Martinez, (1997). Se incubaron la cola y/o cabeza de cada individuo en solucién salina, con
SDS 20% y proteinasa K, durante 60 minutos a 65° C. Seguido de la precipitacion del ADNg
empleando alcohol isopropilico y NaCl 5 M, durante 30 minutos a -20°C y la posterior elucion del

ADNg en agua Ultra Pura para realizar el sexado genético.
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Sexado genético

Para determinar el sexo de los individuos muestreados se procedi6 primero a identificar por PCR
la presencia del gen que determina el sexo en machos de medaka, dmy/dmrt1by (Patil and Hinze,
2008), para lo cual se emplearon oligonucleotidos especificos para amplificar la presencia este gen
(Nanda et al., 2002), y como control de carga de ADNg se utilizo el gen autosomal B-actina (Tabla
2). Los productos de amplificacion fueron analizados por medio de electroforesis en gel de agarosa

1%.

Extraccion de ARNm y sintesis de ADN copia (ADNc)

La region del tronco donde se encuentra la gonada fue escindida para cada individuo en estadio
35, 39, 10 y 20 dias post eclosion, y luego fueron congelados en nitrogeno liquido y guardados a
-80°C de manera individual; mientras que las colas y cabezas se procesaron inmediatamente para
realizar el sexado genético por PCR. Una vez identificado el sexo de cada individuo se procedio a
realizar la extraccion de ARNm utilizando el reactivo TRIzol (Life Technologies), siguiendo las
recomendaciones del fabricante del producto. Para los estadios embrionarios se realizaron
extracciones de conjuntos (pools) de 5 individuos del mismo sexo, y para el resto de los estadios
de muestreo las extracciones se realizaron en forma individual. El ARNm fue cuantificado en el
espectrofotometro Synergy H; (Hybrid Reader) y se descartaron las muestras con relaciones de
absorbancias A260/280 que no estuvieran en el rango 1,9 - 2,1. Posterior al tratamiento con
DNasel-Amplification Grade (Invitrogen), se realizo la sintesis de ADNc a partir de 500 ng de
ARN para cada muestra, utilizando la trasncriptasa reversa SuperScriptll (Invitrogen) y

oligonucleotidos dT (Life Technology), siguiendo las instrucciones del fabricante.

PCR cuantitativa en Tiempo Real (RT-qPCR)

Para llevar a cabo los ensayos de RT-qPCR se disenaron oligonucleotidos especificos para cada

gen (Tabla 2) usando el software Primer3plus (http://www.bioinformatics.nl). Previo al uso de

cada oligonucleotido se valido su especificidad y se determino6 su eficiencia de amplificacion (100
+ 10%, R2 > 0.98). Las reacciones de qPCR se realizaron en placas de 96 pocillos en el
termociclador de tiempo real Agilent MX3005P Multiplex qPCR (Stratagene). Cada reaccion fue
llevada a cabo con 2x Fast Start SYBR Green Universal Master Mix con ROX (Roche), empleando
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condiciones estandar de amplificacion con un ciclo inicial de 1 minuto a 95°C, seguido de 45 ciclos
de 95°C por 10 segundos y 60°C por 30 segundos. Para cada amplificacion se realizo dos replicas
técnicas, y al final de cada amplificacion se analizd las curvas de melting para verificar la
amplificacion especifica de cada producto, descartando aquellas muestras que presentaran algin
desvio de la normalidad. En cada experimento se incluyeron controles negativos, sin ADNc, para
confirmar la ausencia de productos amplificables en el medio de la reaccion. Finalmente, el método
de cuantificacion empleado fue el delta-delta Ct (AACt), utilizando como gen de referencia el gen
de la proteina ribosomal L7 (#pl7) (Zhang and Hu, 2007), y las diferencias estadisticas de los

valores de Ct fueron analizados con el software fgStatistics (Di Rienzo et al. 2010).

Tabla 2. Oligonucle6tidos empleados en técnicas de caracterizacion de ndrgl en la presente tesis.

Gen Numero de acceso a Secuencia oligonucleétidos (5°-3") Experimento

ENSEMBL

Fw:GACGATATCCAGGTTGTCGAGTCC
Rv:CGATGATATGGTTGCGATATCTCGC
ndrglb | ENSORLG00020022631 FWCATGTTOAGGETCCAGGACAAC HIS
Rv:CTGCAGCTCGTTGGTATGTGAG
Fw:GGCCCCGGCTTTCTTTG
Rv:CTCCGCTTCCTCTTCCTGGTG
Fw:CAACTTTGTCCAAACTCTGA
Rv:TGATGCAGCATTTTGACACATTTA Sexado
Fw:GGATGACATGGAGAAGATCTGG genético
Rv:ATGGTGATGACCTGTCCGTC-3’
Fw:ATGTCAACCCCAATGCTGAG
Rv:CGTTGGACTGGTTCATGGTT
Fw:CGCCAGATCTTCAACGGTGTAT
Rv:AGGCTCAGCAATCCTCAGCAT

ndrgla | ENSORLG00020002065

Oct4 ENSORLG00000010471.2

dmy | ENSORLG00000020486

p-actin | ENSORLG0000001367

ndrglb | ENSORLG00020022631
RT-qPCR

rpl7 | ENSORLG00000007967.2

Diseiio de guias para el sistema CRISPR/Cas9

En base a la secuencia gendémica disponible en la base de datos Ensembl (Ensembl gene:

ENSORLG00020022631) se procedid a identificar y disenar secuencias guias con la ayuda del
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predictor online CCTop — CRISPR/Cas9 disenado para Medaka (CCTop, http://crispr.cos.uni-
heidelberg.de/) (Stemmer et al., 2015), se identificaron dos secuencias target en el exon 6 de
ndrglb (Tabla 3 y figura 9) segun el sitio PAM (NGG — del inglés Protoespacer Adjacent Motif)
identificado “5'-N21GG-3" 0 “5'-CCN21-3", basandose en los criterios previamente establecidos

por Ansai & Kinoshita, (2014).

Sintesis de las guias de ARN

Cada guia de ARN (sgARN) fue sintetizada siguiendo los parametros de Ansai & Kinoshita,
(2014). Como paso inicial se procedid a realizar la hibridacion de cada par de oligonucledtidos
inversamente complementarios para cada guia (Tabla 3), utilizando 100 uM de cada
oligonucledtido en solucion de hibridacion (100mM Tris-HCI pH 7,5; 1M NaCl; 10mM EDTA en
agua libre de RNAsas), calentando 5 minutos a 95°C y dejando enfriar lentamente hasta
temperatura ambiente. Posteriormente cada par de oligonucle6tidos hibridados fueron clonados en
el vector pDR274 (Addgene, #42250) previamente purificado y digerido con la enzima de
restriccion Bsal (Biolabs). Cada vector clonado se chequeo por PCR de colonias bacterianas y se
envid a secuenciar para su confirmacion, empleando los oligonucleotidos forward (Fw) de cada
guia y el oligonucleo6tido forward M13 de unién al vector pDR274 (Tabla 3). Previo a la sintesis
de ARN cada vector fue linealizado con la enzima Dral (Biolabs) y se purificaron utilizando una
incubacion de 30 minutos a 55°C con proteinasa K y SDS 10% para eliminar las RNAsas
residuales, seguido de una extraccion con fenol/cloroformo y una precipitacién con etanol. Tras
purificar el ADN linealizado se procedio a realizar la transcripcion in vitro utilizando una
concentracion minima de 1 pg de cada plasmido como templado y la ARN polimerasas T7 del kit
de transcripcion MEGAshortscript (Thermo Fisher Scientific), seguido del tratamiento con la
DNasa TURBO durante 15 minutos a 37°C, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Finalmente, cada ARN guia (sgARN) sintetizada fue purificada usando el mini kit de purificacion
RNeasy (Qiagen), cuantificada en el espectrofotometro Synergy Hi (Hybrid Reader), confirmando
que la relacion de absorbancias A260/280 estuviera en el rango 1,9 - 2,1 para asi proceder a diluir
en agua libre de RNAsas a una concentracion de 100 ng/ul y guardar a -80°C hasta su posterior

uso en las microinyecciones.
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Sintesis del ARN de la Cas9

Siguiendo los parametros de Ansai & Kinoshita, (2014), se procedid a la linealizacion de 10 pg
del plasmido pCS2-nCas9n vector (Addgene, #47929) con la enzima Notl (biolabs). La digestion
fue chequeada por electroforesis en un gel de agarosa del 2%, donde una digestion exitosa debe
liberar un fragmento de 285 pb. Seguidamente se realizé una incubacion de 30 minutos a 55°C
con proteinasa K y SDS 10% para eliminar las RNAsas residuales, seguido de una purificacion
con el kit QIAquick (Qiagen). Posteriormente, se procedid a realizar la transcripcion in vitro
utilizando una concentracion de 1 pg del plasmido linealizado y la ARN polimerasas SP6 del kit
de transcripcion mMessage mMachine (Thermo Fisher Scientific) en presencia de CAP, siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Tras el tiempo de transcripcion se realiz6 el tratamiento con
la DNasa TURBO durante 15 minutos a 37°C. Finalmente, el ARN de la Cas9 con caperusa (cas9)
fue purificado usando el mini kit de purificacion RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante, y cuantificado en el espectrofotometro Synergy Hi (Hybrid Reader), confirmando que
la relacion de absorbancias A260/280 estuviera en el rango 1,9 - 2,1 para proceder a diluir en agua
libre de RNAsas a una concentracion de 200 ng/ul y guardar a -80°C hasta su posterior uso en las

microinyecciones.

Microinyeccion del sistema CRISPR/Cas9 en embriones de medaka

Todas las microinyecciones se llevaron a cabo en embriones en estadio de una célula. Para obtener
embriones en este estadio, se separaron los machos y las hembras la noche previa a la
microinyeccion para controlar la hora de fecundacion de los huevos desovados. Al dia siguiente
se juntaron los machos y hembras 15-20 minutos previos a la hora de recoleccion de los embriones.
Una vez recolectadas las ovas se procedio a la limpieza, separacion y seleccion de los huevos
fecundados, descartando todos los embriones que estuvieran en estadios posteriores a una célula.
Los embriones se mantuvieron a 4-10°C durante todo el proceso para ralentizar la division celular.
Para microinyectar se utilizd el Nanoject I Auto-Nanoliter con micromanipulador (Drummond
Scientific) acoplado a un estereoscopio (Olympus). El volumen aproximado de inyeccion fue de
4,6 nl por embridn. Para chequear la eficiencia de cada guia de ARN se siguid el siguiente esquema
de inyeccion: cada embrion fue inyectados con 100 ng/ul de ARN de Cas9 junto a 50 ng/ul de la
sgl ARN ndrglb, y 50 ng/ul de la sg2ARN ndrglb respectivamente, y como control fueron

inyectados embriones tnicamente con 100 ng/ul de ARN de Cas9 y el agua empleada para diluir
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las ARN guias. La definicién de las concentraciones optimas de inyeccion fue previamente

evaluado y establecido para Medaka por Ansai & Kinoshita, (2014).

Deteccion de mutaciones en embriones microinyectados por medio de HMA

Para analizar la eficiencia del sistema CRISPR/Cas9 se realizaron ensayos de movilidad de
heteroduplex (del inglés, Heteroduplex mobility assay HMA) (Ota et al., 2013). Para ello se extrajo
el ADNg de cada individuo mediante una solucion de lisis alcalina (25mM NaOH, 0.2mM EDTA)
a 95°C durante 5 minutos y luego diluido en solucion neutralizante (40mM Tris-HCI, pH8.0) en
embriones 3 dias post microinyeccion y se procedidé a la extraccion adaptada de Aljanabi &
Martinez, (1997) para el caso de muestras de colas y/o cabezas de individuos de estadios mas
avanzados. Cada ADNg se utiliz6 como templado en la PCR usando oligonucledtidos que
amplifican la region que flanquea el sitio de union de las ARN guias (Tabla 3) empleando
condiciones estandar de amplificacion con un ciclo adicional final de 60°C. Los productos de
amplificacion fueron analizados por medio de electroforesis en gel de acrilamida 12% y tefiido
con bromuro de etidio. La tasa de eficiencia de cada ARN guia de ndrglb fue calculada en base al
numero de multiples bandas de heteroduplex generadas en las amplificaciones de PCR en 20
embriones inyectados con cada guia. Para cada una de las subsecuentes metodologias cada

individuo fue analizado por HMA usando ADNg de un porcion de cola, cabeza o aleta.

Chequeo del sistema CRISPR/Cas9: off-targets y secuenciacion

Una vez elegida la ARN guia de mayor eficiencia se procedio a analizar la especificad y eficiencia
del sistema CRISPR/Cas9, para lo cual se realizaron ensayos de analisis de off-targets y seguidos
de una secuenciacion. Los sitios off-targets, es decir potenciales lugares del genoma donde se
podrian generar cortes inespecificos por parte de la Cas9 debido a la posible union de la guia de
ndrglb, fueron buscados usando la herramienta “Pattern Match” en el sitio web de Medaka —
NBRP (http://viewer.shigen.info/medakavw/patternmatch) y con el predictor online CCTop-
CRISPR/Cas9 (CCTop, http://crispr.cos.uni-heidelberg.de/) (Stemmer et al., 2015). El criterio de

seleccion de los mismos fue basado en el trabajo de Ansai & Kinoshita (2014), segun la ubicacion
y tamafio de la microhomologia de las secuencias, debido a que los efectos off-target varian

dependiendo de donde se encuentre el desarreglo en el apareamiento o mismatch y el numero de
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ellos, teniendo mayor relevancia aquellos mismatches adyacentes al sitio PAM (NGG). Todos los

potenciales sitios identificados fueron analizados por HMA usando oligonucledtidos especificos

para cada uno (Tabla 3) y ADNg de embriones inyectados con la Cas9 y guia de ndrglb.

Adicionalmente, se confirmo los indels generados en los mutantes bialélicos de ndrglb por medio

de secuenciacion de individuos de generacion 1, para lo cual individuos adultos de generacion 0

(GO o individuos microinyectados) fueron cruzados con individuos salvajes de Medaka. Luego se

envid a secuenciar productos de PCR que presentaron multiples bandas en el HMA, los cuales

fueron amplificados con los oligonucleodtidos especificos para ndrglb (Tabla 3) usando como

templado ADNg de una porcion de aleta extraido con el protocolo adaptado de Aljanabi &

Martinez, (1997) mencionado anteriormente.

Tabla 3. Oligonucledtidos empleados en el sistema CRISPR/Cas9 para mutar ndrglb.

Nombre Numero de acceso a Secuencia oligonucleétidos (5°-3") Experimento
ENSEMBL

ndrglb | ENSORLG00020022631 | Fw:tagegGATTTAGTGGACGGGCTG

guia 1 Rv:2aacAGCCCGTCCACTAAATCA Diseiio guias

ndrglb | ENSORLG00020022631 | Fw:tagegGCAGGAGCATACATCCTG CRISPR/Cas9

guia 2 Rv:2aacCAGGATGTATGCTCCTGC

M13 Fw:GTAAAACGACGGCCAGT Chequeo

guias pDR274

ndrglb | ENSORLG00020022631 | Fw:CTTGACATGCCTTTATCTAGAGAC HMA'y
Rv:CATTTCTGTCACCAGCTTAAG secuenciacion

Cr.1 chr1:5601523-5601805 Fw:GGGTGAATGTTGCAGAAGTTG
Rv:GGACTGTTGGAATGTGGGTG

Cr.3 chr3:4654886+4655208 Fw:CTCTGTGGTCCAGTACCAACTG Analisis de
Rv:GGTGAGTTGATAATGCGGTC Off-targets

Cr.7 chr7:21163167+21163418 | Fw:GGAGCCGCCTGTTAGCTTC
Rv:CTGGCTCGTGTGACACATACG

Inmunofluorescencia en tejidos fijados y preservados en parafina

Los individuos mutados y controles de estadio 39 fueron fijados en solucion de Bouin (Formol,

Acido Picrico y Acido Acético), embebidos en parafina y cortados sagitalmente cada 5 pm en
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microtomo de deslizamiento (Leica) ubicandolos en portaobjetos previamente tratados con TESPA
(Sigma-Aldrich). Posteriormente se procedi6 a desparafinar las muestras con xileno, rehidratarlas
con concentraciones decrecientes de etanol y permeabilizarlas con PBS-T (PBS pH 7.4,
TritéonX100 0,5%) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego, se bloquedé en PBS-T, BSA
0,5% (albumina sérica bovina, Sigma-Aldrich) por 1 hora a temperatura ambiente, previo a la
incubacion durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente para cada
experimento diluidos 1:200, anti-OLVAS (conejo, Abcam 209710) y/o anti-PCNA (raton, Sigma
P8825). Tras la incubacion, los cortes fueron lavados en PBS-T e incubados durante 2 horas a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes diluidos 1:2000, anti-
conejo IgG conjugado a un Alexa Fluor 488 (ThermoFisher Scientific, A-11008) y/o anti-raton
IgG conjugado a un Alexa Fluor 594 (ThermoFisher Scientific, A32742). Tras la incubacion los
cortes fueron lavados en PBS y montados con medio de montaje Fluoromount (Sigma-Aldrich)
que contenia 4',6-diamidino-2-phenylindole 1pg/ml (DAPI, Life Technologies) para ser

analizados y fotografiados en el microscopio.

Analisis de muerte celular programada (apoptosis) por medio de la técnica de TUNEL

Los individuos mutados y controles de estadio 39 fueron fijados en solucion de Bouin (Formol,
Acido Picrico y Acido Acético), embebidos en parafina y cortados sagitalmente cada 5 um en
microtomo de deslizamiento (Leica) ubicandolos en portaobjetos tratados con TESPA (Sigma-
Aldrich). Tras desparafinar los cortes se procedid con la técnica de TUNEL (del inglés, TdT-
mediated dUTP Nick End Labeling, TdT: Terminal deoxynucleotidyl Transferase), la cual marca
el fragmento terminal de los 4acidos nucleicos resultado del corte de ADN generado durante la
apoptosis (en otras palabras: el Marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil
transferasa), para lo cual se utilizo el kit de deteccion de muerte celular in situ con fluoresceina
(Roche) siguiendo las recomendaciones del fabricante, permeabilizando con PBS-T (PBS pH 7.4,
TritéonX100 0,1% vy citrato de sodio 0.1%), seguido de la reaccion de marcaje durante 1 hora a
37°C. Adicionalmente se prosiguid con la inmunodeteccion de OLVAS tal como se describid

anteriormente analizando y fotografiando en el microscopio.
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Analisis histolégico

Los individuos mutados y controles de 20 dias post eclosion fueron fijados en solucién de Bouin
(Formol, Acido Picrico y Acido Acético), embebidos en parafina y cortados transversalmente cada
5 um en microtomo de deslizamiento (Leica). Posteriormente se procedié a desparafinar las
muestras con Xxileno, rehidratarlas con concentraciones decrecientes de etanol, tefirlas con
Hematoxilina & Eosina (H&E; Biopack) y montarlas en balsamo de Canada sintético (Biopack),

para ser analizados y fotografiados en el microscopio.

Analisis microscopico y cuantificacion celular

Todas las fotografias de inmunodetecciones y tinciones de H&E fueron tomadas usando la camara
Nikon Digital Sight DSQi1Mc acoplada en el microscopio Nikon Eclipse E600, y la camara
AmScope MU1003 10MP CMOS Digital acoplada al microscopio ZEISS Axio Observer Led
colibri 7. Las imagenes fueron analizadas usando el programa FIJI (https://imagej.nih.gov/ij/). Las
células fueron contadas manualmente usando la herramienta de conteo celular de FIJI. En el caso
de las imagenes de las inmunodetecciones de estadio 39, se contaron todas las células
inmunoreactias para OLVAS, PCNA y TUNEL presentes en los cortes sagitales de la gonada. En
el caso del conteo de células tipo I y II se siguieron los parametros establecidos por Saito et al.,
(2007), donde las células aisladas se contaron como tipo I y el conjunto de mas de dos células se
contaron como tipo II. Por otro lado, en las imagenes de las tinciones en 20 dias post eclosion, los
conteos se realizaron en minimo 3 cortes transversales elegidos al azar evitando los extremos
gonadales, ademas se tuvo en cuenta de que tuvieran una separaciéon minina de 20 - 100 um entre

si, para evitar el conteo de una misma célula en diferentes cortes.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos de las comparaciones relativas de las expresiones del transcripto de
ndrglb por RT-qgPCR se llevaron a cabo usando el programa FgStatistics software

(http://sites.google.com/site/fgStatistics/) segiin lo establecido por Pfaffl, (2001). Los graficos y

analisis estadisticos se realizaron en el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego,
CA). Las variables de dos grupos fueron comparadas por medio de la prueba de Student de dos

“colas” sin emparejar, aplicando la correccion de “Wlech” para varianzas diferentes. Para las
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variables de mas de dos grupos, se realizé un anélisis de varianza de una via (ANOVA), aplicando
la correcciéon de Tukey, comparando la media de cada grupo experimental. Se consideraron

diferencias estadisticas significativas con valores P<0,05.
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RESULTADOS

Expresion de ndrgl durante el desarrollo gonadal

Con el fin de identificar la expresion de ndrgl durante el desarrollo gonadal de medaka, se analizé
la presencia de los transcriptos de los pardlogos ndrgla y ndrglb por medio de hibridacion in situ
en estadio 35 (Figura 7). ndrgla se detectd en conductos néfricos e intestino, pero no en el
primordio gonadal (Figura 7A), mientras que ndrglb se observo especificamente en gonadas

(Figura 7B).

Figura 7. Expresion de ndrgl durante el desarrollo gonadal. Cortes transversales de la region gonadal
(linea roja) de embriones enteros en estadio 35 para detectar los transcriptos de ndrgla (A) y ndrglb (B)
por medio de la técnica hibridacion in situ en cuerpo entero. La region gonadal esta rodeada por lineas

punteadas color blanco. La barra de escala representa 20um.

Teniendo en cuenta que ndrglb fue el tnico pardlogo de ndrgl del cual se observd expresion en
la génada durante el desarrollo embrionario, y con el fin de comprender el rol del mismo durante
el desarrollo gonadal, se procedi6 a cuantificar el nivel de transcripto de ndrglb mediante RT-
gPCR en los momentos claves de proliferacion de células germinales (Figura 8). Particularmente,
en el estadio 35, cuando las gonadas de hembra (XX) y machos (XY) aparecen morfologicamente
indistinguibles y las células germinales solo presentan proliferacion tipo I, no se detectaron
diferencias en los niveles de transcripto de ndrglb entre hembras y machos (Figura 8A).
Posteriormente, en los estadios 39 y los 10 y 20 dias post eclosion (dpe) se observo una expresion

sexualmente dimorfica de ndrglb (Figura 8B, C, D). En el estadio 39 y los 10 dpe, momentos en
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los cuales las gonadas de hembras presentan un mayor numero de células germinales en
comparacion de los machos debido a la proliferacion tipo 11, o proliferacion cistica, se detectd un
mayor nivel de transcripto de ndgrlb en machos con respecto a hembras (Figura 8B, C). El perfil
opuesto de transcripcion de ndgrib fue observado a los 20 dpe (Figura 8D), siendo mayor en
hembras que en machos, momento en el cual la proliferacion tipo II ha comenzado en los machos.
Estos resultados indican que la expresion de ndrglb es opuesta a los momentos de proliferacion

tipo II cistica de las células germinales en ambos sexos.

Hembra (XX) Macho (XY).

A B Cc D
44 44 4 44
© p =0.0039
>
EnN 3 3 3 3
o ~
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& Co— e — =

Figura 8. ndrglb tiene una expresion opuesta a la proliferacion tipo II cistica durante el desarrollo
gonadal. Nivel de abundancia relativa del transcripto de ndrglb en hembras (XX) y machos (XY) en
diferentes estadios de desarrollo gonadal: (A) estadio 35, (B) estadio 39, (C) 10 dias post eclosion (dpe) y
(D) 20 dpe. La cuantificacion se llevo a cabo usando el método 2*“'y los valores fueron normalizados al
gen rpl7. El sexado genético fue determinado por la presencia/ausencia de el gen dmy a partir de muestras
de ADNg de cola y cabeza, el resto del cuerpo se empled para cuantificar el transcripto de ndrglb. Las
hembras (XX) estan representadas con violines vacios, y los machos (XY con barras violines rellenos de
color gris. n= 5-6 pool de 5 individuos por sexo en estadio 35 y 39, n=7 individuos por sexo en 10 dpe y
n=5 individuos por sexo en 20 dpe. Los valores P estan indicados cuando los grupos difieren
estadisticamente (P<0.05). NS, cuando no hay diferencias estadisticas. Se aplic6 el método de comparacion

relativa de expresion genética (Pfaffl, 2001).
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Establecimiento de mutantes bialélicos para ndrglb mediante CRISPR/Cas9

Para explorar el rol de ndrglb durante el desarrollo gonadal y la proliferacion tipo II cistica se
generaron mutantes bialélicos de ndrglb, es decir individuos GO con indels (presencia de
inserciones o deleciones) generados por la tecnologia de CRISPR/Cas9, mediante la inyeccion de
Cas9 y una guia de ARN. Se disefiaron y sintetizaron dos guias en el exon 6 de ndrglb (Figura
9A), las cuales fueron inyectadas separadamente en embriones de una célula (Figura 9B). La
eficiencia de mutagénesis de cada guia fue evaluada por medio del ensayo HMA (Figura 9C, D)
a partir de ADNg de los embriones inyectados con cada una (Ota et al., 2013), en los cuales se
puede observar los diferentes heteroduplex formados tras los diferentes cortes posibles que puede
generar la Cas9 en cada sitio target de ndrglb, comparado con los individuos controles inyectados
con cas9, en los cuales se observa una tnica banda. En cuanto a la eficiencia de mutagénesis de
cada guia, calculada con 20 individuos inyectados, fue de 96.6% para la sgl ARN ndrglb (Figura
9C) y de 80% para sg2ARN ndrglb (Figura 9D). Por lo tanto, se seleccion6 la sgl ARN _ndrglb

para los analisis posteriores.

A
Cromosoma 16: ndrg1b 0.5 kb
Exon6
J " ; —H - '_.7}_1—i’— ;—1:)— r——'j
___________ sglARN_ndrg1b PAM pAM
S-ATCACCAEFSEREFYREEPAANANRMEA]ITTC -3’ 5-GAGTTG Q<R C C A -3’
F-TAGTGGENERF V-V Ry Nellsh AcioNolNFENIAAG -5 3-CTCAAC A C CleichpE.
B C D
Cas9 + Sg1ARN_ndrglb Cas9 +

ARN Cas9 + sgARN_ndrg1b

Cas9 1 2 3 4

VV\AAA
\ l Microinyeccion

l

Crecer 3 dpf

Figura 9. CRISPR/Cas9: diseiio de sglARN ndrglb y sg2ARN ndrglbh, eficiencia y HMA. (A)
Representacion esquematica del locus de ndrglb en el cromosoma 16. Las regiones codificantes exonicas

estan representadas con cajas solidas azules, la secuencia target de la guia 1 sgl ARN ndrglb esta indicada
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con una caja color cian, y la secuencia target de la guia 2 sg2ARN ndrglb esta indicada con una caja color
naranja, ambas guias adyacentes a las respectivas regiones PAM (protospacer adjacent motif) con la
secuencia NGG en una caja color gris. (B) Representacion esquematica del procedimiento de
microinyeccion para generar los mutantes CRISPR/Cas9. (C-D) Imagenes del ensayo de HMA en
embriones inyectados con cas9 como controles (inica banda), y 4 embriones (multiples bandas) inyectados

con (C) cas9 + sgl ARN ndrglby (D) cas9 + sg2ARN ndrglb.

En segunda instancia se analizd por medio de un ensayo de HMA la presencia de indels en los
sitios off-target (potenciales sitios del genoma donde se podria unir la guia inespecificamente)
seleccionados in silico. En total se analizaron 3 sitios off-target ubicados en diferentes cromosomas
de medaka, para los cuales no se detectaron indels en los embriones inyectados con
cas9+sgl ARN ndrglb, mostrando un porcentaje de mutagenesis de 0%, al igual que los controles
inyectados con cas9 (Figura 10A, B). Este resultado indica que la sgl ARN ndrglb seleccionada

es especifica para ndrglb.

Adicionalmente, algunos individuos mutantes bialélicos (inyectados con cas9 + sgl ARN ndrglb)
generacion 0 (GO) fueron cruzados con individuos controles (inyectados con cas9), con el fin de
obtener la generacion 1 (G1) de individuos heterocigotos, y secuenciar el sitio target de
sgl ARN ndrglb para confirmar y conocer los indels observados por medio de HMA en la GO. Se
identificaron 7 indels diferentes, entre ellos una sustitucion, y 6 deleciones (A) de 1, 2, 3,4y 31
pares de bases (pb) en diferentes individuos (ind.) (Figura 10C). De manera que la

sgl ARN ndrglb seleccionada es especifica y eficiente para generar mutaciones en ndrglb.
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A B
Cas9 Cas9 + sglARN_ndrglb

Sitio Secuencia % mutacién Cri16 Cri6 Cr1 Cr3 Cr7

Cr. 16 Sg1_ndrg1b CTGATTTAGTGGACGGGCTGG  96,6% (20/20)

Cr. 1_Off target CTAATTTTT TGGACGGGCTGG 0% (0/5)

Cr. 3_Off target CTGCTTTAC TGGATGGGCTGG 0% (0/5)

Cr. 7_Off target CTGGTTTAGTGGACAGGCTGG 0% (0/5)

C

Secuenciacién de indels en sitio target de Sg1ARN_ndrglb Indel Ind.
GTCAACTTAGTGGBAETAAATEACETGECCGAAc WT 0/18
GTCAACTTAGTGGGACTGCCCGACCTGCCCGACCAAG 0 3/18
GTCAACTTAGTGGGACT-AATCACCTGCCCGACCAAG Al 1/18
GTCAACTTAGTGGGACT - -ATCACCTGCCCGACCAAG A2 1/18
GTCAACTTAGTGGG - - -AAATCACCTGCCCGACCAAG A3 4/18
GTCAACTTAGTGGG - - «--AATCACCTGCCCGACCAAG A4 4/18
GITCAACTTAGTGGGAC-+---TCACCTGCCCGACCAAG 04 4/18
L e CAAG A31 1/18

Figura 10. Eficiencia y especificidad de la sglARN ndrglb: anilisis de sitios off-target y de indels
generados con el sistema CRISPR/Cas9. (A) Lista de potenciales sitios off-target con su respectivo
cromosoma (Cr.), su secuencia (en negrita el sitio PAM, y en celeste los mismatches), y el porcentaje de
mutacion detectado en base al analisis por HMA, entre paréntesis el nimero de individuos. (B) Los sitios
off-target fueron analizados por el ensayo de HMA usando ADNg de embriones inyectados con cas9 +
sgl ARN ndrglb, el control corresponde a embriones inyectados como Cas9 (unica banda, Cr. 16). (C)
Secuenciacion de indels en la G1 de embriones inyectados con cas9+sgl ARN ndrglb, la secuencia del
sitio blanco de la sgl ARN ndrglb esta indicada con una caja gris, con su respectivo sitio PAM a la derecha,
las letras celestes indican una insercion, y las lineas rosas las diferentes deleciones (A) identificadas, el
tamario de los indels estd indicado al lado derecho de cada secuencia, seguido del nimero de individuos

que presentaron dicho indel en un total de 18 individuos secuenciados.

Por otro lado, se eligio el A31 (delecion de 31 pb) como fundadora para obtener la linea mutante
homocigota, para lo cual se dejo crecer los individuos heterocigotos (ndrglb*3'*-) G1. Luego de
realizar el entrecruzamiento entre individuos ndrglb®3'*- para obtener la G2, la cual estaria
compuesta por individuos heterocigotos (ndrglb3'*-), homocigotos controles (ndrglb®3'**) y
mutados (ndrglb™3'”") (Figura 11A), se procedio al analisis por HMA a partir de ADNg. Los
individuos heterocigotos presentan 4 bandas diferentes (Figura 11C), mientras que los
homocigotas y controles presentan una sola banda. Para distinguir entre homocigotos mutados y

controles, se procedié a combinar cada producto de PCR con el producto de un individuo control
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inyectado con cas9, realinear y analizar nuevamente por HMA (Figura 11D). De los 50 individuos
G2 analizados, no fue posible identificar individuos homocigotos mutados ndrglb*3'"",
identificando unicamente 56% de individuos heterocigotos y 44% de homocigotas salvajes

(Figura 11B).

De igual modo, en estudios previos en medaka se ha observado una altisima eficiencia de
mutaciones bialélicas en GO usando la técnica CRISPR/Cas9 (Castaieda Cortés et al., 2019;
Edvardsen et al., 2014; Sawamura et al., 2017), mayores al 90%. Ademas, la alta especificidad y
eficiencia de sgl ARN ndrglb observada en la GO, sumado a los menores tiempos para analizar
los fenotipos en GO, nos llevo a decidir continuar con el analisis del posible rol de ndrglb en el

desarrollo gonadal, particularmente en la proliferacion tipo II de los individuos de la GO.

A B
G1 Q X 9 = Generacion2| N
XX Xy Heterocigotos 28
+- A31pb +- A31pb (+/-) (56%)
' - y Homocigotos 22
G2 ° < 9 d (+/+) (44%)
+/- +l- o - Homocigotos 0
(--) (0%)

HMA 1 HMA 2

Figura 11. Seleccion de indel A31 para obtener la linea homocigota mutante de ndrglb. (A) seleccion
de hembra (XX) y macho (XY) heterocigotos (ndrglb*'*") de la G1, para producir la G2 la cual estaria
compuesta por individuos heterocigotos (ndrglb™'*"), homocigotos controles (ndrglb®'*") y mutados
(ndrglb™'"), segln la ley de segregacion de alelos de Mendel. (B) Composicion de la Generacion 2
analizada. (C) Imagen de la primera ronda de HMA de individuos de la G2, en el cual se pueden identificar
individuos heterocigotos (a, b, g, i) y los posibles homocigotos controles (ndrglb™'**) y mutados
(ndrg1b™'") los cuales estan indicados con signo de pregunta (c, d, e, f, h, j, k). (D) Imagen de la segunda
ronda de HMA, en la cual cada producto de PCR del ensayo de HMA 1 de los individuos identificados

como posibles homocigotos, se mezcld con el producto de PCR de un individuo salvajes, para realizar un
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segundo HMA. Todos los individuos (c, d, e, f, h, j, k) se identificaron como homocigotos controles

(ndrg]b‘””“),

Mutacion de ndrglb afecta el desarrollo gonadal en embriones

En primera instancia se procedio a analizar el desarrollo de la gonada en ambos sexos en dos
momentos claves de la proliferacion tipo II en medaka, en los cuales se observd expresion
diferencial de ndrglb, que son los estadios 39 y 20 dpe (Figura 12B, C). A partir de este punto
todos los individuos controles microinyectados con cas9, seran referidos como Cas9, y los
individuos mutados GO (microinyectados con cas9 + sgl ARN ndrglb) seran referidos como

sgN1b.

Inicialmente se cont6 el nimero de células germinales, identificadas como células inmunoreactivas
al anti-OLVAS, en estadio 39 (Figura 12A, B, C). El nimero total de células germinales en
machos sgN1b no fue alterado respecto a los machos Cas9; sin embargo, dicho numero si se vio
reducido en hembras sgN/b comparadas con hembras controles (Figura 12D), fenocopiando el
numero de células ir-OLVAS de los individuos machos controles (Cas9). Adicionalmente, cuando
se cuantificd el nimero de células en proliferacion tipo I y II, se observo que solo se altero la
proliferacion tipo II cistica en las hembras mutadas sgN/b, en comparacion con las hembras
controles Cas9 (Figura 12F). Ademas, el numero de células germinales en cada cisto fue inferior

en las hembras sgN/b con respecto a las hembras controles Cas9 (Figura 12E).

A continuacidn, nos preguntamos si la disminucion en el nimero de células germinales en las
hembras mutadas sgNIb se debia a una reduccion de la proliferacion, para lo cual se realizo
inmunodeteccion del marcador de células en mitosis PCNA (Figura 12B, C). Identificando que el
numero de células germinales en proliferacion tipo I con respecto al numero total de células
germinales, no difieren entre hembras y machos Cas9 y sgN1b en estadio 39, pero si difieren las
células germinales en proliferacion tipo II de hembras sgN/bh comparadas con hembras control
Cas9 (Figura 12G). Entre los machos sgN/b y control Cas9 no se observaron diferencias de la

proliferacion de tipo 11, ya que no presentan este tipo de proliferacion en este estadio estudiado.
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Adicionalmente, se realiz6 un ensayo de TUNEL con el fin de evaluar si la disminucion en el
numero de células germinales en las hembras sgN1b se debia a un aumento de células en apoptosis
en estos individuos. Sin embargo, no se detectd presencia de células TUNEL positivas en ningiin
individuo sgN1b y control Cas9 de ambos sexos (Figura 13). En definitiva, las hembras mutadas
para ndrglb presentaron menor proliferacion de células germinales tipo II cisticas, conllevando a
la reduccion del namero total de células germinales en estos individuos con respecto a las hembras

controles Cas9, semejando a las gébnadas masculinas en estadio 39.

A Cortes sagitales Hembras (XX) Machos (XY)
Microi;\ve&clijén —_ " _IF_P Cas9 sgNib[__]  caso B sevic
Casd / sg na
D Nimero de CGs E Namero de CGs/Cisto
Crecer st. 39 - b
p =0.0001 l p =0.0001
o waai Aleta caudal: Analisis de ; .
HMA y sexado genético
6
100 ! !
B Hembras (XX y : 4
s0
2 S
0 0
i F 150, NUmero de CGs por tipo de proliferacién
NS
e —
100 - p = 0.0001
E :" “. x
S ;
50
C Machos (XY R ©. 3 _L
G Proliferacion Tipo | Proliferacion Tipo Il
Nuamero de CGs PCNA + por tipo de proliferacion
- 70
< NS
W R p = 0.0006
[ ——
42 #-
-
a 28 \/
= 0
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Proliferacion Tipo | Proliferacion Tipo Il

Figura 12. Mutacion de ndrglb afecta el desarrollo gonadal en estadio 39. (A) Representacion
esquematica del procedimiento experimental empleado para analizar el efecto de las mutaciones de ndrglb

en el estado gonadal en individuos de estadio 39, (A: anterior, P: posterior, D: dorsal and V: ventral). (B)
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Cortes sagitales con fluorescencia de embriones de embriones XX y (C) XY en estadio 39, controles
inyectados con cas9 y mutados sgN1b inyectados con cas9 + sglARN ndrglb, las células germinales
fueron detectadas usando un anticuerpo anti-OLVAS (verde), ntcleo tefiido con DAPI (azul) y células
proliferantes con anticuerpo anti-PCNA (rojo), la barra de escala representa 20 um. Se cuantifico
manualmente el (D) nimero total de células germinales (CGs) en hembras (XX) y machos (XY) cas9 y
sgN1b, (E) el nimero de CGs por cisto en hembras (XX) cas9 y sgN1b, (F) el nimero de CGs segun
proliferacion tipo I y I en hembras (XX) y machos (XY) cas9 y sgN1b, y (G) el nimero de CGs positivas
para PCNA segun proliferacion tipo I y II en hembras (XX) y machos (XY) cas9 y sgN1b, las hembras
Cas9 estan representadas con violines vacios color gris, las hembras sgN1b con violines vacios color cian,
los machos Cas9 con violines rellenos color gris, y los machos sgN1b con violines rellenos de color cian,
n=8 por cada grupo control y n=12 por cada grupo mutado, a excepcion de grafico G (n=4 controles y n=8
sgN1Db). Los valores P estan indicados cuando los grupos difieren estadisticamente (P<0.05). NS, cuando
no hay diferencias estadisticas. Para el grafico E se aplico la prueba de Student y para los demas ANOVA
aplicando la correccion de Tukey.

A C
Hembras (XX)

Cas9
% CGs TUNEL POSITIVAS

cas9 sgN1b
XX 0 0
XY 0 0

D  Control positivo TUNEL

Cas9

Figura 13. Apoptosis de células germinales en embriones XX y XY mutados para ndrglb en estadio
39. (A) Cortes sagitales de embriones XX y (B) XY en estadio 39 de controles inyectados con cas9 y
mutados sgN1b inyectados con cas9 + sgl ARN ndrglb. Las células germinales fueron detectadas usando
un anticuerpo anti-OLVAS (verde), los nucleos fueron tefiiddo con DAPI (azul) y las células en apoptosis
detectadas con TUNEL (rojo), la barra de escala representa 20 um. (C) Porcentaje de células germinales
(CGs) positivas para TUNEL en estadio 39 en 10 cortes sagitales por individuo (n=4). (D) Células de los

arcos branquiales positivas para TUNEL.
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Como un control adicional de la especificidad de la técnica de CRISPR/Cas9 se decidi6 analizar
si el fenotipo observado en estadio 39 también lo podriamos observar con la guia 2 de ndrglb,
para lo cual se realizaron conteos de las células germinales ir-OLVAS en estadio 39, previamente
inyectados con la guia 2 de ndrglb (sg2 ndrglb) o con cas9 como control (Figura 14A, B). El
numero total de células germinales en machos sg2 ndrglb no fue alterada respecto a los machos
Cas9; sin embargo, el nimero se vio reducido en hembras sg2 ndrglb comparadas con hembras
controles (Figura 14C). Este fenotipo es el mismo observado anteriormente en los mutantes
generados con la guia 1 de ndrglb (Figura 12), reforzando los resultados y la eficiencia del sistema

CRISPR/Cas9 para mutar el gen ndrglb.

Cas9 Cas9 + Numero de CGs

XX XY XX XY

200
p< 0,0005
e
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Figura 14. Mutacion generada con la guia 2 de ndrglb afecta el desarrollo gonadal en estadio 39. (A-
B) Cortes sagitales en embriones en estadio 39 XX y XY, de controles inyectados con cas9 (A) y mutados
inyectados con cas9 + sg2 ndrglb (B) las células germinales fueron detectadas usando un anticuerpo anti-
OLVAS (verde), ntcleo tefiiddo con DAPI (azul) y células proliferantes con anticuerpo anti-PCNA (r0jo),
la barra de escala representa 50 um. (C) Numero total de células germinales en hembras (XX) y machos
(XY) cas9 y sg2 ndrglb. Las hembras Cas9 estan representadas con violines vacios de color gris, las
hembras mutadas con violines vacios de color naranja, los machos Cas9 con violines rellenos de color gris,
y los machos mutados con violines de color naranja, n=3 por grupo. Los valores P estan indicados cuando

los grupos difieren estadisticamente (P<0.05). Se aplico ANOVA con correccion de Tukey.
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La mutacion de ndrglb afecta el desarrollo gonadal en juveniles

Otro momento de gran interés para analizar el fenotipo de los mutantes de ndrglb es a los 20 dias
post eclosion, no solo debido al patron de expresion observado para ndrglb durante el desarrollo
gonadal y momento de inicio de proliferacion tipo I en machos, sino ademas para explorar qué
sucede con los machos mutados, en los cuales no se observo alteraciones en estadio 39. Para ello
se analizo la morfologia gonadal en los juveniles de 20 dpe de ambos sexos usando la tincidon con
H&E en cortes transversales (Figura 15A). Los analisis histoldgicos evidenciaron ovarios y
testiculos con desarrollo aparentemente normal (Figura 15B, E); sin embargo, se observd una
disminucién en el nimero de ovogonias y ovocitos previtelogénicos en las hembras sgNI1b
comparadas con las hembras control Cas9 (Figura 15C, D). Con respecto a los machos se observo
una reduccion significativa en el nimero de cistos y numero de células germinales por cisto en los
machos sgN1b ¢ comparadas con machos Cas9 (Figura 15F, G). Dichas reducciones indican que
el namero de células germinales es afectado en los mutantes de ndrgl/h en ambos sexos en los

momentos claves de proliferacion tipo Il cistica.
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Figura 15. La mutacion de ndrglb afecta el desarrollo gonadal a los 20 dpe. (A) Representacion
esquematica del procedimiento experimental empleado para analizar el efecto de la mutacion de ndrglb en
la histologia gonadal a los 20 dias post eclosion (20 dpe) en hembras (XX) y machos (XY) controles y
mutados (D: dorsal, V: ventral). (B) Cortes histologicos transversales de hembras controles inyectadas con
cas9 (Cas9) e inyectadas con cas9+sgl ndrglb (sgN1b). Cada ovario esta encerrado por una linea punteada
negra. Se contd manualmente (C) el numero de ovogonias (O) y (D) el nimero de ovocitos pre-
vitelogénicos (OPV). Las hembras Cas9 estan representadas con violines vacios color gris, y las hembras
sgN1b con violines vacios de color cian, n=16 por grupo. (E) Cortes histologicos transversales de machos
controles y sgN1b, los testiculos estan encerrados por una linea punteada negra, y cada cisto esta encerrado
por una linea punteada blanca. Se conté manualmente (F) el niimero de cistos y (G) el nimero de células
germinales (CG) por cisto. Los machos Cas9 estan representados con violines vacios de color gris, y los
machos sgN1b con violines rellenos de color cian, n=20 por grupo. La i sefala el intestino y la barra de
escala representa 50 um. Los valores P estan indicados cuando los grupos difieren estadisticamente

(P<0.05). NS, cuando no hay diferencias estadisticas. Se aplico la prueba de Student.
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DISCUSION

La produccion de un nimero adecuado de gametos en ambos sexos es un proceso fundamental
para el éxito reproductivo, y puede verse afectada tanto durante el desarrollo embrionario como en
la edad adulta. A pesar de la importancia de este proceso, todavia se conoce muy poco de los
reguladores moleculares de la proliferacion de las células germinales, en particular la proliferacion
cistica. Los resultados de este capitulo indican que ndrglb se expresa en la gébnada de modo
diferencial entre hembras (XX) y machos (XY) y de manera opuesta a los momentos de
proliferacion tipo II cistica en ambos sexos. Al generar mutaciones bialélicas en este gen, se dio
lugar a la reduccion de células germinales en ambos sexos de medaka, particularmente debido a la
alteracion de la proliferacion tipo II en estadio 39 y 20 dpe, indicando que este gen es un regulador

clave en el nimero de células germinales embrionarias.

En las investigaciones en modelos de cancer, donde han realizado disrupcion de NDRG1 mediante
diversas técnicas, han encontrado una reduccion en la proliferacion de los diferentes tipos de
células cancerigenas estudiadas, como hepatocarcinoma, cancer endometrial, cancer colorectal,
entre otras (Cheng et al., 2011; Croessmann et al., 2015; Sun et al., 2013; Wu et al., 2019; Yan et
al., 2008). Adicionalmente, en trabajos recientes han identificado que NDRG1 participa en el ciclo
celular, siendo necesario para que se dé satisfactoriamente la mitosis, debido a que NDRG1 podria
interactuar con PCNA, y ademas ser sustrato de proteinas quinasas para ser fosforilado en los
centromeros durante la fase G1/S y G2/M del ciclo celular (McCaig et al., 2011; Zhang et al.,
2019). Probablemente por la importancia de este gen en procesos criticos, la secuencia de Ndrgl
esta altamente conservado entre invertebrados y vertebrados (Fang et al., 2014; Kovacevic et al.,
2013; Sun et al., 2013); y en particular en medaka, hay dos pardlogos, ndrgla y ndrglb. De estos
paralogos solo observamos que ndrglb se expresa en las gonadas, y aunque con la técnica de
hibridacion in situ no hemos tenido la resolucidon para determinar en qué tipo de células gonadales
se esta transcribiendo, resultd muy interesante el patron de expresion identificado por medio de
analisis de expresion cuantitativa. La expresion de ndrglb en estadio 35 donde inicamente hay
presencia de proliferacion tipo I y no hay dimorfismo sexual gonadal no se detectaron diferencias
en los niveles de transcripto entre hembras y machos genotipicos, sin embargo, este gen presentd

una transcripcion opuesta a la proliferacion tipo II cistica en ambos sexos. Tal patron de expresion
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diferencial entre sexos durante el desarrollo gonadal se ha observado en otros genes en medaka,
tal como fox/3 que es un gen interruptor involucrado en la decision del destino sexual de la linea
germinal (Kikuchi et al., 2020), el cual se puede detectar en ambos sexos en estadio 35, y a partir
de estadio 39 se expresa de manera dimorfica, siendo mayor en hembras con respecto a machos
(Nishimura et al., 2015). Adicionalmente, en un trabajo reciente de fox/3 se identifico a ndrgl en
células germinales mitéticas de ovarios, mostrando una expresion opuesta a fox/3 (M Kikuchi et
al.,2019). Sin embargo, en los trabajos donde identificaron a ndrgl en géonadas de otras especies,
como la rana africana (Xenopus laevis) y oveja (Ovis aries), no dilucidaron el linaje celular en el
cual se expresaba (Kyuno et al., 2003; Melotte et al., 2010; Qu et al., 2019), siendo necesario
ampliar los estudios para identificar la localizacién de la expresion de ndrgl en las gonadas de

diferentes organismos modelos en estadios tempranos del desarrollo.

Como mencionamos anteriormente, en mamiferos se ha establecido que ndrgl ejerce un efecto
inhibitorio en la proliferacion de diferentes células cancerigenas (Chang et al., 2014; McCaig et
al., 2011; Xi et al., 2017; Zhang et al., 2019), sin embargo, su rol en la proliferacion de células
germinales, desarrollo gonadal y por lo tanto en la reproduccion, atun es desconocido (Burl ef al.,
2018; M Kikuchi et al., 2019; Kyuno et al., 2003; Qu et al., 2019; Stévant and Nef, 2019). Por lo
tanto, los resultados expuestos en la presente tesis aportan informacion apreciable en el area de
estudio del desarrollo gonadal, principalmente de la proliferacion tipo II cistica, cuya regulacion
molecular permanece sin resolver (DiNardo et al., 2011; Hinnant et al., 2017; Narbonne-Reveau
et al.,2006). En el presente estudio hemos generado mutantes bialélicos en la GO usando la técnica
CRISPR/Cas9, mostrando que la disrupcion de ndrglb conduce a la reduccion en el numero total
de células germinales, debido principalmente a la reduccion de la proliferacion tipo II cistica en
ambos sexos. Principalmente observamos la alteracion de la proliferacion cistica identificada en
hembras en estadio 39 se mantiene hasta los 20 dpe, donde las génadas de ambos sexos se
observaron afectadas, abriendo el interrogante de si tal alteracion repercute en el estado gonadal
en adultos, el cual es estudiado en el Capitulo II. A pesar de que no hemos explorado de manera
minuciosa los detalles que componen la division celular, hemos evaluado el resultado final de la
proliferacion tipo II, que corresponde a los cistos y numero de células, representando valiosa

evidencia y la puerta de entrada para estudiar a ndrglb como regulador de la proliferacion cistica
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en ambos sexos de medaka, y por qué no en otros vertebrados, teniendo en cuenta los interrogantes

que aun no se han resuelto en el estudio de tal proliferacion.

Cabe senalar que el fenotipo observado en los mutantes de ndrglb podrian sorprender, debido a
que es opuestos a lo esperado de un inhibidor de la proliferacion celular, segun el patréon de
expresion observado en hembras y machos en estadio 39 y 20 dpe. Sin embargo, se ha observado
fenotipos en medaka de manera semejante al de ndrglb, tal es el caso de fox/3, mencionado
anteriormente, el cual se detecta en ambos sexos en estadio 35, y de manera dimorfica en estadio
39, siendo inversa a la expresion de ndrglb (Nishimura et al., 2015), corroborado también en
ovarios de hembras knock out de foxI3 (M Kikuchi et al., 2019). El fenotipo de los mutantes de
foxI3 también sorprendi6 inicialmente, debido a que las hembras mutadas desarrollaron ovarios
tipicos y proliferacion tipo Il normal en los estadios donde su expresion es superior en gonadas de
hembras con respecto a las de machos (Nishimura et al., 2015; Tanaka, 2019). Estos casos
indicarian dos posibles hipotesis: la primera es que en tales momentos de desarrollo gonadal de
medaka estarian actuando diferentes vias moleculares en paralelo, dependientes de fox/3, e
independientes de fox/3, donde estaria actuando ndrglb segin lo propuesto por M. Kikuchi et al.,
(2020). La segunda hipotesis es que ndrglb requiere un aumento inicial de su expresion antes de
la proliferacion, y una disminucion posterior de la misma para desencadenar la proliferacion tipo
II. Este trabajo de tesis deja abierta estas hipodtesis para ser corroborada en futuros trabajos,
necesarios para dilucidar de forma mas minuciosa la red de regulacion molecular en este proceso

necesario para la reproduccion.
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CAPITULO 11
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INTRODUCCION

La temporalidad en la proliferacion de las células germinales es un rasgo variable entre las
diferentes especies, ya que se ha observado que este proceso puede estar presente inicamente
durante la embriogénesis en algunas, mientras que en otras la proliferacion se da a lo largo de toda
la vida, jugando un rol importante en la adultez (Koubova et al., 2006; Lei and Allan C Spradling,
2013; Pepling, 2006; Tanaka, 2014). Ademas, la proliferacion es temporalmente dimorfica si se
toma en cuenta el sexo bioldgico. Por ejemplo, en la mayoria de las hembras de mamiferos la
proliferacidn solo se ha observado durante la embriogénesis, por lo tanto, no ocurre en el ovario
adulto, limitando el niumero de ovocitos durante la etapa reproductiva, o en otras palabras, el
reservorio ovarico. Por ejemplo en las hembras de raton, en las cuales la proliferacion se da en los
dias 12,5 y 13,5 post coito, todas las células entran en meiosis en el periodo prenatal (Di Carlo and
De Felici, 2000; Pepling, 2006). Algo similar ocurre en mujeres, donde las ovogonias, después de
dividirse sincronicamente de forma cistica, se detienen en metafase de la primera divisién meiotica
y permanecen arrestadas, es decir, sin cambios hasta la pubertad, que es cuando se reinicia la
maduracion del ovocito primario por medio de un proceso de seleccion, reclutamiento y
maduracion folicular (Biason-Lauber, 2010; Findlay et al., 2015). Por el contrario en vertebrados
con fecundidad alta, como por ejemplo los peces, el nimero de ovocitos es ilimitado durante la
vida reproductiva, observandose proliferacion en los ovarios adultos, lo que permite el suministro
de ovocitos continuamente (Nakamura ef al., 2011). Tal es el caso de medaka (Figura 16), donde
hace una década se encontré que el ovario adulto presenta ovogonias, y que la proliferacion [ y II
se dan a lo largo de todo el desarrollo gonadal (Kurokawa et al., 2007; Nakamura et al., 2011).
Todavia cabe sefalar que, en la mayoria de las especies, los machos presentan proliferacion
durante toda la vida reproductiva para asegurar la produccién continua de un alto nimero de
espermatozoides (Figura 16), por lo tanto, los testiculos presentan espermatogonias para dar inicio
a la espermatogénesis durante la adultez (Schulz et al., 2010a). Si bien medaka representa un buen
modelo para estudiar la proliferacion, tanto en hembras como en machos a lo largo de todo el
desarrollo gonadal, hasta el momento no se tienen dilucidados los mecanismos moleculares

subyacentes a la continua proliferacion en ambos sexos, ni en esta ni en otras especies.
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Figura 16. Proliferacion durante la morfogénesis en ratones y medaka. Diagrama de la prevalencia de
proliferacion tipo I y cistica durante el desarrollo embrionario y la morfogénesis gonadal en la adultez, en
hembras (panel superior) y machos (panel inferior) de ratones y medaka. En hembras de ratones, todas las
células germinales presentan proliferacion tipo Iy tipo II en estadios embrionarios y no en el ovario adulto,
mientras que en medaka se observan ambas proliferaciones tanto en estadios embrionarios como en el
ovario adulto. En machos de ratones y medaka, la mitosis de las células germinales suele quedar arrestada,
reanudandose en estadios juveniles y en la adultez para dar lugar a la proliferacion tipo I y tipo II. Tomada

y modificada de Minoru Tanaka, (2014).

La proliferacion inicial de las células germinales es un proceso clave para la subsiguiente
diferenciacion y especificacion de las mismas, asi como de las células somaticas, y dependera del
componente genético de cada sexo, asi como del entorno del primordio gonadal, para formar los
ovarios o los testiculos (Tanaka, 2019). Las gonias se diferencian en ovocitos y espermatocitos, y
las células somaticas en células de Granulosa y Teca, y en células de Sertoli y Leyding, en ovarios
y testiculos respectivamente. Las células que le dan soporte a las células germinales son las células
de la Granulosa y Sertoli, mientras que las encargadas de producir las hormonas esteroideas
sexuales son las células de Teca y de Leyding (Kurokawa et al., 2007). Sin bien la morfogénesis
de las goénadas despliega una gran diversidad entre especies y entre ovarios y testiculos, la mayoria
de los vertebrados poseen un par de gonadas, que comprende un I6bulo derecho y un I6bulo

izquierdo. Aunque, en varios peces teledsteos como medaka, tales lobulos se encuentran

59



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

fusionados y localizados en la region dorsal de la cavidad abdominal (Kinoshita ez al., 2012a). En

los siguientes apartados se hara una descripcion de la estructura de ovarios y testiculos en medaka.

Morfologia de los ovarios

A pesar de que el ovario puede variar ampliamente a nivel morfologico en vertebrados, en la
mayoria de los grupos su ubicacién y compartimientos no cambia, encontrandose localizado en la
cavidad abdominal debajo de la vejiga y superior al intestino. El ovario esta englobado por un
epitelio ovarico, y presenta dos compartimientos, el estromal y la cavidad ovérica, separados en
entre si por el epitelio germinal. En el compartimiento estromal se encuentran las células
germinales indiferenciadas u ovogonias, las cuales dan origen a los diferentes estadios de ovocitos.
Los ovocitos maduros son ovulados en la cavidad ovarica, que se convierte en un oviducto que se
despliega a lo largo del intestino y termina en la cloaca o papila urogenital (Brennan and Capel,

2004; DeFalco and Capel, 2009; Ditewig and Yao, 2005; Nakamoto et al., 2009).

En peces teleosteos, se han descrito tres tipos de desarrollo ovarico, basados en la distribucion de
los ovocitos en el ovario, conocidos como sincrénico, sincronico por grupo y asincronico (Wallace
and Selman, 1981). En los ovarios con desarrollo sincronico todos los ovocitos se desarrollan,
maduran y son ovulados simultineamente. Por otro lado, en los ovarios con desarrollo sincronico
por grupos hay al menos dos poblaciones de ovocitos presentes al mismo tiempo; el grupo de
ovocitos de mayor tamafio corresponde a los huevos que potencialmente seran liberados durante
el ciclo reproductivo. Por ultimo, en los ovarios con desarrollo asincronico hay presencia
simultanea de ovocitos en todos los estados de desarrollo, y su distribucion es continua (Kinoshita

et al., 2012a; Lubzens et al., 2010).

Medaka presenta un ovario asincronico, por lo tanto, exhibe todas las etapas de desarrollo de los
ovocitos al mismo tiempo (Figura 17A). El desarrollo de los ovocitos en medaka, al igual que en
el resto de teledsteos, esta clasificado en cuatro fases diferentes: previtelogénica, vitelogénica,
postvitelogénica y ovulatoria (Figura 17B), segun la morfologia y tamafio de los ovocitos
(Iwamatsu and Nakashima, 1996). Todos los ovocitos son diferenciados a partir de las ovogonias,

las cuales se mantienen temporalmente por proliferacion tipo I (Nakamura et al., 2010), y se
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multiplican por proliferacion Il para luego dar inicio a la meiosis y pasar por las siguientes fases

del desarrollo (Nishimura and Tanaka, 2014).

La fase previtelogénica presenta cuatro etapas (Figura 17B), las cuales dependen del diametro del
ovocito, el cual puede ir desde 20 hasta 150 um. Por lo general en estas fases el nucleo se tifie bien
con hematoxilina, y en la fase mas avanzada se pueden observar vacuolas en el citoplasma
(Iwamatsu and Nakashima, 1996; Kinoshita et al., 2012a). La fase vitelogénica se caracteriza por
la aparicion de vesiculas o alveolos de vitelo en el citoplasma. Con la tincion convencional de
H&E, estas estructuras se observan como esferas huecas. Estas vesiculas aumentan de tamafio y
numero hasta formar varias filas en la periferia del citoplasma, dando origen a los alveolos
corticales, los cuales seran liberados posteriormente durante la fecundacion. A medida que las
vesiculas aumentan de tamano, el diametro del ovocito también aumenta, lo cual define las cuatro
etapas de la fase vitelogénica, que van desde 151 hasta 800 um (Figura 17B). Los ovocitos
vitelogénicos estan rodeados por dos capas de células, una capa exterior estereidogénica o teca y
otra interior de soporte o granulosa, separadas entre si por una membrana basal. En la fase
postvitelogénica o de maduracion (Figura 17B), los ovocitos tienen un diametro de 801-1200 um,
el vitelo ocupa la mayor parte del ovocito, las vesiculas de vitelo se encuentran dispersas en la
parte externa del citoplasma y la envoltura del huevo esta bien desarrollada y todavia esta unida a

la capa folicular (Kinoshita et al., 2012b).

En la fase de ovulacion, el ovocito tiene 1200 um de didmetro, estan separados de la capa folicular
y son ovulados dentro de la cavidad ovarica. La superficie de la envoltura del huevo presenta varias
vellosidades cortas y algunos filamentos adheridos, los cuales quedan dentro de la papila
urogenital, favoreciendo la adherencia de los huevos a esta papila por un largo periodo de tiempo
una vez los huevos han sido desovados y fecundados. Hay que sefialar que la ovulacion y el desove
son dos procesos totalmente separados, controlados por distintos mecanismos. La ovogénesis se
da durante todo el afio y el nimero de huevos desovados varia entre 20-40 por dia, con algunas
variaciones individuales dependiendo de las condiciones ambientales y el tamafo (Iwamatsu and

Nakashima, 1996; Kinoshita et al., 2012a).
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Figura 17. Representacion esquematica de la estructura ovarica en medaka. (A) ovario asincronico de
medaka con presencia de todas las fases de desarrollo de los ovocitos. (B) Fases de desarrollo de los
ovocitos, partiendo de las ovogonias, las cuales se autorrenuevan por proliferacion tipo I y se multiplican
por proliferacion II, para dar lugar a las siguientes fases del desarrollo, previtelogénica, vitelogénica,
postvitelogénica y ovulatoria. Los ovocitos previtelogénicos presentan cuatro etapas dependiendo del
diametro del ovocito. Los ovocitos vitelogénicos presentan vesiculas de vitelo en el citoplasma y presentan
cuatro etapas dependiendo del diametro del ovocito. Los ovocitos postvitelogénicos o de maduracion, el

vitelo ocupa la mayor parte del ovocito. Representacion tomada y modificada de (Kinoshita et al., 2012a).

Morfologia de los testiculos

En todos los vertebrados, desde peces hasta mamiferos, los testiculos estan compuestos de dos
compartimientos principales, el intertubular o intersticial y el tubular o germinal, ambos separados
por una membrana basal. El compartimiento intertubular contiene las células estereidogénicas de
Leyding, los vasos linfaticos y sanguineos, macrofagos y mastocitos, células del tejido conectivo

y nervioso. Por otro lado, el compartimiento tubular contiene las células somaticas de Sertoli, las
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cuales brindan soporte a las células germinales en sus diferentes fases de division y diferenciacion

celular (Nishimura et al., 2016).

En peces teledsteos, se han descrito dos tipos de disposicion espacial para los testiculos, basados
en la distribucion de las espermatogonias en el compartimiento germinal (Grier, 1981). El primer
tipo de distribucion restricta, es encontrado principalmente en Atheriniformes,
Cyprinodontiformes y Beloniformes, y se caracteriza porque las regiones distales del
compartimiento germinal estan ocupadas por células de Sertoli rodeando a las espermatogonias
indiferenciadas. El segundo tipo de distribucion irrestricta, presenta un patron mas primitivo y es
encontrado en Cypriniformes, Characiformes, y Salmoniformes, se caracteriza porque las
espermatogonias estan distribuidas a lo largo de todo el compartimiento testicular (Parenti & Grier,

2004; Schulz et al., 2010).

Medaka presenta testiculos restrictos (Figura 18A), por lo tanto, las espermatogonias mas
indiferenciadas se encuentran en la region distal de cada tubulo, denominadas espermatogonias
tipo A, las cuales se dividen por proliferacion tipo I para autorrenovarse y mantener su poblacion,
y por proliferacion tipo II cistica para diferenciarse a espermatogonias tipo B (Figura 18B).
Ambos tipos de espermatogonias son de gran tamafio, comparandolas con el resto de células del
testiculo. Sin embargo, las espermatogonias A presentan nucleo grande y nucléolo conspicuo y las
espermatogonias tipo B son de menor tamafio y con nucléolo menos conspicuo (Kinoshita et al.,
2012a; Lacerda et al., 2014; Nobrega et al., 2010). Las espermatogonias tipo B entran luego en
meiosis dando lugar a espermatocitos primarios, los cuales se encontraran en profase meiotica.
Una vez avanza la meiosis se producen los espermatocitos secundarios haploides de vida corta,
que rapidamente avanzan dando lugar a las espermatidas (Figura 18B). Estas espermatidas
haploides se transformaran en espermatozoides durante las espermiogénesis, que involucra el
empaquetamiento de la cromatina y la formacion del flagelo. Es por esto que la gametogénesis
procede desde la zona distal en cada cisto de espermatogonias hasta el ducto eferente interno,
donde el esperma es guardado hasta su eyaculacion (Kinoshita ef al., 2012a; Schulz et al., 2010b).
Finalmente, el esperma de medaka tiene una morfologia primitiva, redondeada, el ntcleo

condensado de 2-3 um de didmetro y un flagelo de aproximadamente 25 pm de largo (Grier, 1981;
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Iwai et al., 2006). La espermatogénesis ocurre diariamente durante todo el afio, con algunas

variaciones individuales dependiendo de las condiciones ambientales (Kinoshita ef al., 2012a).

Testiculos
Medaka

‘ Espermatogonia A

: Proliferacion
. ® Espermatogonia B

® Espermatocitos
; 1rios y 2rios Meiosis

Espermatidas

Espermiogénesis
Espermatozoide

Figura 18. Representacion esquematica de la estructura de testiculos en medaka. (A) Testiculos
restrictos de medaka con presencia de las espermatogonias en la region distal. (B) Composicion de cada
tubulo testicular, en la parte externa encontramos las espermatogonias tipo A, las cuales se dividen por
proliferacion tipo I para autorrenovarse, y por proliferacion tipo II cistica para diferenciarse a
espermatogonias tipo B. Las espermatogonias tipo B entran a meiosis dando lugar a los espermatocitos
primarios (1rios), y una vez avanzada la meiosis se da lugar a los espermatocitos secundarios (2rios), que
rapidamente avanzan dando lugar a las espermatidas. Las espermatidas se transforman en espermatozoides,

durante las espermiogénesis. Esquema modificado de Iwai et al., (2006).

Caracteristicas sexuales secundarias

Como se ha mencionado anteriormente, los ovarios y testiculos son los 6rganos donde se da la
produccion de gametos, lo cual estd bajo un estricto control hormonal, con la produccion de

hormonas esteroideas gonadales, ademas de las hormonas producidas en las glandulas pituitaria,
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la uropofisis y la pineal, las cuales se ha visto que tienen un efecto no solo en la gametogénesis,
sino también en caracteristicas corporales secundarias (Kinoshita ef al, 2012a), tales
caracteristicas secundarias presentan gran diversidad entre las especies (Arnegard et al., 2010),
existiendo modificaciones corporales exclusivas para la reproduccion e incluso para el
comportamiento. Las aletas de los peces son un buen ejemplo porque en varias especies se han
modificado para atraer o para facilitar la copula. En particular diversas especies del genero Oryzias
presentan dimorfismo sexual, como la aleta dorsal y anal, siendo generalmente mas largas en
machos comparando con hembras, para lo cual se ha indicado que este rasgo esta relacionado con

el éxito reproductivo en machos (Fujimoto et al., 2014).

Las caracteristicas sexuales secundarias de medaka pueden ser facilmente identificadas por
observacion del tamafio y la forma de la aleta anal y dorsal, y la papila urogenital (Kinoshita et al.,
2012a). La aleta dorsal del macho es mas larga que la de la hembra y el borde distal presenta una
forma “aserrada” y el margen posterior tiene una hendidura, formada por la separacion de los rayos
posteriores de la aleta al cuerpo del macho (Figura 19), en cuanto a la aleta anal, es mas pequena
que en machos y presenta una forma triangular en angulo recto y extremo posterior estrecho, al
contrario de la forma de paralelogramo en machos y con el margen posterior bifurcado. Otra
caracteristica importante es la presencia de pequefias osificaciones entre la raya 6 y 8 de la aleta
anal de machos. Adicionalmente la papila urogenital es una protuberancia ubicada en la superficie
ventral posterior al ano, la cual estd més desarrollada en las hembras, y pobremente desarrollada

en machos (Figura 19) (Kinoshita et al., 2012a).
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Rasgo Hembra Macho
Aleta dorsal Sin hendiduras y de menor longitud  Larga y aserrada en la parte dorsal, y
con respecto a la de machos con hendidura en el margen posterior
Aleta anal Mas pequena que en machos y con Larga, forma de paralelogramo y
forma triangular extremo posterior bifurcado
Osificaciones Ausentes Presentes en la aleta anal
Papila urogenital Muy visible y desarrollada Poco desarrollada

Figura 19. Representacion esquematica y descripcion de las caracteristicas sexuales secundarias en
medaka. En la parte superior se representa esquematicamente una hembra Q y un macho & adultos. En la

parte inferior se describe de cada caracteristica sexual secundaria presente en cada sexo.

Comportamiento sexual en medaka

Como se ha mencionado anteriormente, existe gran diversidad de las caracteristicas sexuales
secundarias entre las especies, incluidas las modificaciones y ornamentos exclusivos para la
reproduccion y el comportamiento socio sexual, las cuales han sido seleccionadas sexualmente
durante la evolucion de las diferentes especies, conduciendo a una amplia diversidad y
complejidad de los rasgos de comportamiento socio sexual en invertebrados y vertebrados
(Arnegard et al., 2010; Fujimoto et al., 2014; Jones and Ratterman, 2009; Mank and Avise, 2009).
El comportamiento socio-sexual es exhibido comUnmente tras la morfogénesis gonadal y la
maduracion sexual de hembras y machos (Isoe ef al., 2016), y a pesar de la gran diversidad entre
las especies, hay rasgos caracteristicos que involucran pasos casi ritualizados que pueden ser
identificados y cuantificados facilmente, debido a que han sido sujetos a procesos de seleccion
sexual pre-copulatoria y post-copulatoria (Jones and Ratterman, 2009). Dentro de los rasgos pre-
copulatorios, se pueden identificar las relaciones intrasexuales o de competencia, presentes
generalmente entre machos para poder establecer una pareja, un rasgo fundamental es el

despliegue del cortejo sexual, el cual favorece la eleccion y aceptacion de la pareja para continuar
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a la fase copulatoria, el cual seglin la especie puede incluir la exhibicidon de caracteres secundarios,
la produccion de sonidos, movimientos especificos, seguimientos a la pareja, etc. (Freeberg, 2000;
Hiraki-Kajiyama et al., 2019; Okuyama et al., 2017). Dentro de los rasgos post-copulatorios, por
lo general adquiere importancia la calidad de los gametos, la eficacia de la copula en las relaciones
intersexuales para asegurar el éxito reproductivo biolégico, es decir la fecundacién (Eberhard,
2009; Jones and Ratterman, 2009; Kelly and Jennions, 2011; Sekii et al., 2013; Trejo-Sanchez et
al., 2020).

El pez medaka es un organismo que se ha utilizado ampliamente para el estudio del
comportamiento socio-sexual (Isoe et al., 2016; Okuyama et al., 2017). Dentro de sus rasgos pre-
copulatorios se ha identificado competencia intrasexual entre machos, los cuales en relaciones
triadicas (2 machos y 1 hembras) exhiben comportamientos agresivos. Por lo general hay presencia
de un macho dominante que permanece cerca de la hembra, bloqueando la posibilidad de
familiarizacion entre el macho rival y la hembra, y asi aumentar el éxito de copula del macho
dominante (Okuyama et al., 2017; Yokoi et al., 2015). Adicionalmente, las hembras son capaces
de discriminar visualmente a los machos conspecificos, prefiriendo socializar con machos
familiares y rechazar a los machos que no le son familiares, de alli la importancia de la
familiarizacion visual para la reproduccion de esta especie, ya que no se ha identificado que sea

mediado por feromonas (Isoe ef al., 2016; Okuyama ef al., 2014; Okuyama et al., 2017).

Una vez que la hembra de medaka empieza a ser receptiva a un determinado macho familiar, el
comportamiento sexual consiste en un ritual compuesto por los siguientes pasos: primero, el macho
se aproxima a la hembra y empieza a perseguirla muy de cerca (Figura 20A), paso llamado
“seguimiento”. Si la hembra no escapa, el macho comienza a descender ubicandose en la parte
diagonal inferior a la hembra, a aproximadamente 2 centimetros de distancia, y empieza a nadar
lentamente por unos segundos haciendo que la hembra se desplace de la misma manera que el
macho, denominandose a este paso como “orientacion del cortejo” (Figura 20B). A continuacion,
el macho empieza a manifestar su cortejo sexual, nadando rdpidamente formando un circulo justo
en frente de la hembra y regresando apresuradamente a su posicion de orientacion del cortejo, este
patron es denominado “baile” (Figura 20C). Dicho rasgo de “baile” puede ser repetido varias
veces hasta que la hembra empieza a estar receptiva al cortejo exhibido por el macho (Ono and

Uematsu, 1957). Una vez que la hembra es receptiva al macho, el macho se mantiene inmévil muy
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cerca a la hembra, paso referido como “flotaciéon” (Figura 20D). En seguida se da lugar a la
“copulacion”, el cual es el patron primario del comportamiento sexual, y empieza cuando el macho
sostiene o cubre a la hembra con su aleta dorsal y anal, llevando su poro urogenital cerca al poro
urogenital de la hembra en posicion horizontal, paso denominado “cubricion” (Figura 20E)

(Kinoshita et al., 2012b; Ono and Uematsu, 1957).

Llegados al punto de copulacion suceden dos pasos importantes para el proceso de desove: el
primero es la manifestacion de vibraciones o temblores suaves y rapidos de ambos cuerpos por
aproximadamente 15 — 30 segundos, paso denominado como “temblor” (Figura 20F). El segundo
es la manifestacion de golpes o convulsiones fuertes efectuados por parte del macho en la region
abdominal de la hembra, paso conocido como “convulsiones” (Figura 20G). Estos tltimos dos
pasos son claves para que la hembra libere los ovocitos y el macho el esperma, dando lugar a la
fecundacion (Figura 20H). Finalmente, la pareja se separa lentamente (Figura 20I), y ambos
dejan de manifestar comportamiento sexual, sin embargo, en algunos casos el macho vuelve a
intentar realizar cubriciones (Figura 20J), en el caso de que el macho no logre cubrir a la hembra
con su aleta anal, se le denomina interseccion. La hembra contintia nadando durante varias horas
con los huevos unidos entre si a su abdomen, gracias a los filamentos que presentan los huevos
(Figura 20K), hasta ser liberados en el fondo de la pecera o en vegetacion asociada (Kinoshita et
al., 2012a; Ono and Uematsu, 1957). Cabe recordar que la hembra y el macho de medaka pueden
reproducirse diariamente bajo condiciones adecuadas, tales como fotoperiodo de 14 horas luz 'y 10
horas oscuridad, temperatura del agua de 26-28°C, alimentacion ad libitum, densidad optima de

peces por pecera, y que haya compatibilidad y familiarizacién en las parejas.
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Figura 20. Representacion esquematica del comportamiento reproductivo de medaka. (A) El macho
& (gris) se aproxima a la hembra @ (blanco), y la empieza a seguir, (B) el macho se ubica en la parte
diagonal inferior de la hembra, manifestando la orientacion del cortejo. (C) El macho empieza a exhibir su
cortejo sexual, nadando rapidamente formando un circulo justo en frente de la hembra y regresando
rapidamente a su posicion de orientacion del cortejo. (D) Una vez la hembra es receptiva al macho, el
macho “flota” muy cerca a la hembra (E) El macho sostiene o cubre a la hembra con su aleta dorsal y anal,
llevando su poro urogenital cerca al poro urogenital de la hembra en posicion horizontal, paso denominado
“cubricion”. (F) Hembra y macho manifiestan vibraciones o temblores suaves y rapidos. (G) El macho
ejerce golpes o convulsiones fuertes en la region abdominal de la hembra. (H) Se presenta la liberacion de
los huevos y esperma, dando lugar a la fecundacion. (I) La pareja se separa lentamente. (J) En algunos
casos el macho vuelve a realizar cubriciones. (K) Finalmente la hembra contintia nadando durante varias
horas con los huevos unidos entre si a su panza gracias a sus filamentos, hasta ser liberados en el fondo de

la pecera o en plantas.
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PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVO PRINCIPAL

Debido a la importancia de la proliferacion tipo II cistica durante el desarrollo gonadal y su
prevalencia en las gonadas adultas para asegurar la generacion constante de células germinales,
nos preguntamos si la alteracion de la proliferacion tipo II observada en estadios tempranos del
desarrollo debido a la mutacion de ndrglb afectara el estado de los ovarios y testiculos de los
individuos adultos, y por ende en la reproduccion, comportamiento y presencia de caracteres
sexuales secundarios, de igual modo que en la proporcion de sexos, debido a la importancia de la

proliferacion de células germinales en el destino gonadal.
En base al marco conceptual y las preguntas generadas, nuestro principal objetivo es explorar el

estado de las gonadas en los individuos adultos mutados, y con ello el éxito reproductivo y

comportamental sexual, las caracteristicas sexuales secundarias y la proporcion de sexos.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo de medaka

Todos los individuos empleados en este capitulo fueron adultos de 80 dias post eclosion (dpe). En
todos los experimentos en los que se requirié eutanasia, se procedid a realizar anestesia por
inmersion en tricaina 30-50 mg/L (Sigma-Aldrich), y posteriormente procesados de acuerdo a la
técnica requerida. En la mayoria de casos la cola y/o cabeza se separaban para realizar las

extracciones de ADNg.

Analisis histoléogico de ovarios y testiculos

Los ovarios y testiculos de los individuos controles (Cas9) y mutados bialélicamente para ndrglb
(sgN1b) fueron fijados en solucion de Bouin (Formol, Acido Picrico y Acido Acético) durante 16
horas a 4°C, mientras que las colas y cabezas fueron usadas para analizar las mutaciones de ndrglb
por medio de HMA tal como se describié anteriormente en la metodologia del capitulo I. Las
gonadas de individuos mutados positivos, que presentaron indel por HMA, fueron embebidas en
parafina y cortadas transversalmente cada 5 um en micrétomo de deslizamiento (Leica).
Posteriormente se procedid a desparafinar los cortes histologicos, rehidratarlos con
concentraciones decrecientes de etanol, tefiirlos con H&E (Biopack) y conservarlos en balsamo de
Canada sintético (Biopack), para ser analizadas y fotografiadas en el microscopio. Todas las
fotografias fueron tomadas usando la camara Nikon Digital Sight DSQilMc acoplada en el
microscopio Nikon Eclipse E600. Las imagenes fueron analizadas usando el programa FIJI
(https://imagej.nih.gov/ij/) y los diferentes tipos celulares fueron contados manualmente usando la
herramienta de conteo celular de FI1JI. En los ovarios se conté el nimero de ovogonias y ovocitos
en estadios de previtelogénesis y vitelogénesis, segun las descripciones mencionadas
anteriormente en la introduccion (Kinoshita et al., 2012a). En testiculos se contd el nimero de
cistos espermatogoniales y el nimero de espermatogonias, basandose en el trabajo de (Iwasaki et
al., 2009). Los conteos tanto en ovarios como en testiculos se realizaron en minimo 3 cortes
transversales seleccionados al azar evitando los extremos gonadales, ademas se tuvo en cuenta de
que tuvieran una separacion minina de 20 - 100 pm entre si, para evitar el conteo de una misma

célula en diferentes cortes.
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Cuantificacion de esperma

El esperma fue colectado de machos controles y mutados previamente analizados por HMA usando
ADNg de aleta, tras anestesiarlos sumergiéndolos en tricaina 30-50 mg/L (Sigma-Aldrich). Cada
macho fue ubicado en un soporte de espuma con el poro urogenital hacia arriba observandolo con
la ayuda de un estereoscopio, el poro urogenital fue secado con papel absorbente y el esperma fue
colectado con una micropipeta mientras se ejercia una leve presion abdominal en cada lateral del
cuerpo, en direccion al poro urogenital usando pinzas de diseccion. El esperma fue colectado con
especial cuidado evitando contaminacioén con orina. Cada muestra de esperma fue diluida 5000
veces en solucion de Ringer Ph 7,4 (NaCl 120 mM, KCI1 4 mM, CaCl, 1 mM, Na,HPO 0,08 mM,
KH>PO4 0,0lmM) y mantenida en hielo hasta su posterior analisis. El conteo de esperma fue
determinado usando una camara de Neubauer (Bright-Line, Hausser Scientific), usando 10 pul de
cada suspension espermatica, previamente mezclada varias veces. Por cada individuo se realizaron
3 réplicas de conteo y por cada conteo se analizaron 5 cuadrantes (1/25 mm?), magnificado 200

veces utilizando el microscopio Nikon Eclipse E600.

Analisis de proporcion de sexos

Se cuantifico la proporcion de sexos de los individuos controles y mutados, empleados en el
analisis histologico de 20 dias post eclosion del capitulo anterior y los adultos de este capitulo.
Para lo cual se cuantifico el sexo genético y fenotipico de cada individuo, en base al sexado

genético, la histologia gonadal y la presencia de caracteres secundarios.

Analisis de parametros reproductivos

Para evaluar el éxito reproductivo de los mutantes de ndrglb se seleccionaron hembras y machos
adultos previamente analizados por HMA usando ADNg extraido de la aleta caudal. Para
seleccionar los individuos controles y mutados, todos debian tener tamafo similar y estar activos
reproductivamente, por ejemplo, seleccionando unicamente hembras que presentaran desoves.
Posteriormente se organizaron de a 1 pareja de hembra y macho por tanque en 3 categorias
diferentes: 1 hembra control - 1 macho mutado, 1 hembra mutada - 1 macho control y 1 hembra

control - 1 macho control. Se permitié la aclimatacion durante 5 dias para asegurar la
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familiarizacion visual y homogeneizar condiciones reproductivas, como frecuencia de
alimentacion y limpieza de peceras. Para analizar los diferentes parametros reproductivos se
colectaron el total de huevos desovados por dia durante 10 dias consecutivos en cada pareja. Los
huevos fueron ubicados en placas de Petri separadas para determinar el nimero de total de huevos
desovados, incluyendo aquellos fecundados y no fecundados, la tasa de fecundacion (numero de
huevos fecundados/ total de huevos desovados), y la tasa de eclosion (numero de larvas

eclosionadas/ total de huevos fecundados).

Analisis del comportamiento sexual

Para evaluar el comportamiento sexual de los machos mutantes de ndrglb, previamente analizados
por HMA usando ADNg de aleta caudal, se seleccionaron hembras y machos adultos, de tamafio
similar, y activos reproductivamente. En el caso de hembras se seleccionaron aquellas que ya
estuvieran desovando. Se organizaron en parejas individuales (hembra - macho) por pecera en 2
categorias diferentes: 1 hembra control - 1 macho mutado y 1 hembra control - 1 macho control.
Se permitid la aclimatacion durante 5 dias para asegurar la familiarizacion visual y homogeneizar
condiciones reproductivas, como frecuencia de alimentacion y limpieza de peceras. Para el analisis
de comportamiento solo se utilizaron las parejas que estuvieran desovando activamente, para lo
cual se realizaron grabaciones de video durante 5 dias consecutivos de cada pareja en base a lo
descrito en Okuyama et al. (2014). Machos y hembras fueron separados todas las tardes (18:00—
19:00) previas al ensayo, usando separadores transparentes con pequefios huecos que permiten el
intercambio de agua y el contacto visual. A la mafana siguiente cada pareja fue grabada durante
20 minutos justo en el momento que macho y hembra se pusieron juntos por la remocion del
separador. Las grabaciones se realizaron en peceras exclusivas para esto, las cuales se mantuvieron
en las mismas condiciones, con la misma temperatura y sin flujo de agua. El orden de las
grabaciones de cada pareja fue aleatorio y alternado cada dia, para evitar sesgos de horario. Los
videos fueron analizados en orden aleatorio por dos personas diferentes que desconocian la
categoria de cada pareja (doble ciego). Ademas, cada parametro fue analizado por duplicado para
evitar errores de cuantificacion. Los parametros analizados fueron identificados usando como base
las descripciones de Ono & Uematsu, (1957) y Walter & Hamilton, (1970), tales como la latencia
desde que las parejas empiezan a nadar hasta el primer cortejo sexual, la latencia desde el primero

cortejo sexual hasta que la cubricion que resulté en desove, el nimero de intersecciones antes y
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después del desove, la duracion de la interseccion que resultd en desove, y durante la interseccion

se midi6 la duracion del temblor y el nimero de convulsiones.

Extraccion de ARNm y sintesis de ADNCc de testiculos y cerebro

Se procedi6 a realizar eutanasia de machos controles de 80 dpe, se extrajo testiculos y cerebro
completo, los cuales fueron congelados en nitrégeno liquido e inmediatamente se procedio a
realizar la extraccion de ARNm de manera individual, utilizando el reactivo TRIzol (Life
Technologies), siguiendo las recomendaciones del fabricante del producto. E1 ARNm fue
cuantificado en el espectrofotdémetro Synergy Hi (Hybrid Reader) y se descartaron las muestras
con relaciones de absorbancias A260/280 que no estuvieran en el rango 1,9 - 2,1. Posterior al
tratamiento con DNasel-Amplification Grade (Invitrogen), se realizo la sintesis de ADNc a partir
de 500 ng de ARN para cada muestra, utilizando la trasncriptasa reversa SuperScriptll (Invitrogen)

y oligonucleotidos dT (Life Technology), siguiendo las instrucciones del fabricante.

PCR cuantitativa en Tiempo Real (RT-qPCR)

Para llevar a cabo los ensayos de RT-qPCR se emplearon los oligonucleotidos validados
previamente en el capitulo I (Tabla 2). Las reacciones de qPCR se realizaron en placas de 96
pocillos en el termociclador de tiempo real Agilent MX3005P Multiplex qPCR (Stratagene). Cada
reaccion fue llevada a cabo con 2x Fast Start SYBR Green Universal Master Mix con ROX
(Roche), empleando condiciones estandar de amplificacion con un ciclo inicial de 1 minuto a 95°C,
seguido de 45 ciclos de 95°C por 10 segundos y 60°C por 30 segundos. Para cada amplificacion
se realizd dos replicas técnicas, y al final de cada amplificacion se analizo las curvas de melting
para verificar la amplificacion especifica de cada producto, descartando aquellas muestras que
presentaran algin desvio de la normalidad. En cada experimento se incluyeron controles negativos,
sin ADNc, para confirmar la ausencia de productos amplificables en el medio de la reaccion.
Finalmente, el método de cuantificaciéon empleado fue el delta-delta Ct (AACt), utilizando como
referencia el gen de la proteina ribosomal L7 (rpl7) (Zhang and Hu, 2007), y las diferencias
estadisticas de los valores de Ct fueron analizados con el software fgStatistics (Di Rienzo et al.

2010).
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Hibridacion in situ en testiculos y cerebro

Para construir las sondas de los genes ndrglb y oct4 (marcador de células troncales, también
conocido como pouSfl; Wang et al., 2011), se emplearon oligonucledtidos especificos (Tabla 2)
para amplificarlos por medio de PCR, clonarlos en el vector pPGEM®-T (Promega), y finalmente
llevar a cabo la transcripcion in vitro. Para sintetizar las sondas de ARN se procedié a la
linealizacion de 10 pg de cada plasmido con enzimas de restriccion especificas. La linealizacion
se realizd hacia el extremo 5’ de la secuencia del gen con la finalidad de sintetizar una sonda de
ARN antisentido. Tras purificar el ADN linealizado se procedio a realizar la transcripcion in vitro
utilizando la ARN polimerasa T7, el marcaje de la sonda del gen ndrglb se realiz6 con una mezcla
de ribonucledtidos con uracilos marcados con Isotiocianato de fluoresceina FITC (del inglés
Fluorescein isothiocyanate, FITC RNA labeling mix, Roche Mannheim Germany), y el marcaje
de la sonda del gen oct4 se realizd con una mezcla de ribonucledtidos con uracilos marcados con
digoxigenina (DIG labeling mix, Roche), marcaje previamente empleado en el capitulo I. Para
llevar a cabo la hibridacion in situ (HIS) se colectaron testiculos y cerebros de machos controles
de 80 dpe, fijdndolos en paraformaldehido PFA 4% durante 16 horas a 4°C. En el caso de las
hibridaciones con la sonda oct4 de ARN marcada con DIG, se utilizaron los testiculos enteros y se
siguid6 el protocolo de HIS empleado en el capitulo I, hibridando a 66°C durante 16 horas, lavando
e incubando con anticuerpo anti-DIG-Alkaline Phosphatatase (Roche), para su posterior deteccion
en presencia de los sustratos NBT/BCIP (tetrazolio nitroazul/5-bromo-4-cloro-3-idolil fosfato).
Posteriormente se procedio a embeber en gelatina y cortar en criostato cada 14-16um. En el caso
de las hibridaciones con la sonda de ndrg/b ARN marcada con FITC se procedi6 a deshidratar en
concentraciones crecientes de etanol, embeber los testiculos y cerebros en parafina y cortar
transversalmente cada 5 pm en microtomo de deslizamiento (Leica). Posteriormente se procedio
a desparafinar con xileno, permeabilizar con Proteinasa K (10ug/ml) a 37°C durante 12 minutos y
lavar con 2mg/ml de glicina - PBSw-DEPC, para frenar la permeabilizacion. Se hibrido a 66°C
durante 16 horas con la sonda de ndrg/b ARN marcada con FITC, seguido de lavados con solucion
de lavado a 66°C (formamida 50%, SSC 1,3X pH 5, EDTA 5mM pHS, Tween20 0.1%, CHAPS
0,1%), y con solucion NTE a 37°C (500 mM NaCl, 10mM Tris-HCI pH 8.0, ImM EDTA). Tras
los lavados los cortes fueron montados con medio de montaje Fluoromount (Sigma-Aldrich) que
contenia 4',6-diamidino-2-phenylindole 1pug/ml (DAPI, Life Technologies) para ser analizados y

fotograftiados en el microscopio.
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Medicion de niveles de 11-cetotestosterona (11-KT) en plasma de machos

Se emplearon machos controles y mutados previamente analizados por HMA usando ADNg de
aleta y organizados en parejas individuales (hembra - macho) por pecera en 2 categorias diferentes:
1 hembra control - 1 macho mutado y 1 hembra control - 1 macho control, con las condiciones de
aclimatacion y reproduccion empleadas previamente en los experimentos de comportamiento y
reproduccion, incluyendo el uso de separadores transparentes la tarde previa a la extraccion de
sangre. Tras anestesiar los individuos en tricaina 30-50 mg/L (Sigma-Aldrich), se procedié a
extraer la sangre directamente de la vena caudal empleando tubos capilares de vidrio, con la cual
se realizo la extraccion de esteroides empleando acetato de etilo hexano segun la metodologia de
Royan et al., (2020). Las concentraciones de 11-KT de plasma de cada individuo fueron medidas
por duplicado por medio de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas ELISA (del inglés,
Enzyme-linked immunosorbent assay, Cayman 582751) siguiendo las recomendaciones del

fabricante en base a una curva estandar.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos de las comparaciones relativas de las expresiones del transcripto de
ndrglb por RT-gPCR se llevaron a cabo usando el programa FgStatistics software

(http://sites.google.com/site/fgStatistics/) segiin lo establecido por Pfaffl, (2001). Los graficos y

analisis estadisticos se realizaron en el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego,
CA). Las variables de dos grupos, como nimero de células y parametros comportamentales, fueron
comparadas por medio de la prueba de Student de dos “colas” sin emparejar, aplicando la
correccion de “Wlech” para varianzas diferentes. Para las variables de mas de dos grupos, como
los parametros reproductivos, se realizoé un andlisis de varianza de una via (ANOVA), aplicando
la correcciéon de Tukey, comparando la media de cada grupo experimental. Se consideraron

diferencias estadisticas significativas con valores P<0,05.
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RESULTADOS

Para evaluar si la alteracion de la proliferacion tipo II durante estadios tempranos del desarrollo
en ambos sexos de medaka podria afectar el estado morfologico de las gonadas, la gametogénesis
y el éxito reproductivo en la adultez, se procedid a examinar las caracteristicas sexuales

secundarias, la morfologia gonadal y diversos parametros reproductivos en machos y hembras.

La mutacion de ndrglb no alteran las caracteristicas sexuales secundarias en adultos

Inicialmente se realizdé un analisis morfologico de los adultos. Los individuos mutados sgN1b
alcanzaron la adultez sin presentar alteraciones morfoldgicas evidentes y en un tiempo igual a los
individuos controles Cas9. En cuanto a su madurez sexual, no se observaron alteraciones en sus
caracteristicas sexuales secundarias. Tal como se ha mencionado anteriormente, los adultos de
medaka presentan rasgos sexuales facilmente distinguibles, principalmente en relacion al tamaio
y forma de las aletas. Por lo tanto, las hembras sglN/b invariablemente presentaron la aleta dorsal
sin hendiduras (Figura 21A, B), la aleta anal de forma triangular, y la papila urogenital bien
desarrollada y visible; y los machos sgN1b presentaron la aleta dorsal aserrada y con la hendidura
en el margen posterior (Figura 21C, D), la aleta anal con forma de paralelogramo y extremo

posterior bifurcado y la papila urogenital poco desarrollada.

Figura 21. Mutantes bialélicos de ndrglb no exhiben caracteristicas sexuales secundarias alteradas.
(A) hembra control Cas9 adulta con sus respectivos ovarios, (B) hembra mutada sgN1b adulta con sus
respectivos ovarios, (C) Macho control Cas9 adulto con sus respectivos testiculos (D) Macho mutado
sgN1b adulto con sus respectivos testiculos. Las lineas blancas punteadas indican la aleta dorsal, la cual es
larga, aserrada, y presenta una hendidura en el margen posterior en machos. Las barras de escala representan

Imm.
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La presencia invariable de las caracteristicas sexuales secundarias en los individuos mutados
sgN1b con respecto a los controles nos indicaria que la alteracion en la proliferacion tipo I en
estadios tempranos no repercute en caracteristicas morfologicas sexuales externas en los adultos
de ambos sexos, por lo que entonces se centrd nuestro interés en la morfologia gonadal y la

reproduccion de estos individuos.

La mutacion de ndrglb altera la gametogénesis en estadios adultos

Al examinar los cortes histologicos de las gonadas de individuos adultos mediante tinciones con
H&E (Figura 22A) se observd que los ovarios sgNI/b presentan una morfologia y desarrollo
normal, tal como en los ovarios controles Cas9, mostrando un ovario asincronico, con ovocitos en
todas las fases de desarrollo (Figura 22B). Sin embargo, en un analisis minucioso de las diferentes
fases de la ovogénesis se pudo apreciar una reduccién en el numero de las células germinales,
especialmente en el nimero de ovogonias (O) (Figura 22C), en el nimero de ovocitos pre-
vitelogénicos (OPV) (Figura 22D), y en el nimero de ovocitos vitelogénicos (OV) (Figura 22E),

en ovarios mutados sgN/b en comparacion con los ovarios controles Cas9.

Con respecto a los machos, se observo que los testiculos presentaron la morfologia comun de
testiculos restrictos, y todos los tipos celulares durante la espermatogénesis tanto en los mutados
sgN1b y los controles Cas9 (Figura 22F). Sin embargo, y al igual que en las hembras, cuando se
procedid a contar las células germinales y los diferentes estadios de la espermatogénesis se
evidencid una disminucion en el namero de espermatogonias por cisto (Figura 22G),
repercutiendo en el numero total de espermatogonias (Figura 22H) en testiculos mutados sgN/7b
en comparacion con testiculos controles Cas9. No se observaron cambio en el nimero de cistos
que contienen las espermatogonias (Figura 22I), cuyo nimero proviene de la proliferacion I.
Adicionalmente cuando se procedié a analizar el esperma de los machos controles y mutados
(Figura 23A), no se encontraron diferencias en el volumen del esperma entre individuos controles
y mutados sgN1b (Figura 23B). No obstante, cuando se cuantifico el nimero de espermatozoides
se observd una reduccion en el numero total en los mutados sgN1b con respecto a los individuos

controles (Figura 23C). Cabe sefialar que no se observaron alteraciones en la morfologia de los
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espermatozoides, todos presentaron una cabeza y una cola como los espermatozoides controles,

sin embargo, no se realizaron andlisis mas detallados.

Estos resultados indican que durante la fase reproductiva también se altera la proliferacion cistica
en los mutantes de ndrglb, al igual que lo observado en la proliferacion tipo II en estadios
tempranos de desarrollo. Esta disminucion de la proliferacion cistica repercute directamente sobre
el namero de células germinales durante la gametogénesis en ambos sexos, aunque sin llegar a

alterar la morfologia gonadal y las caracteristicas morfologicas sexuales externas.
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Figura 22. Mutacion de ndrglb altera la gametogénesis en ambos sexos en la adultez. (A)
Representacion esquematica del procedimiento experimental empleado para analizar el efecto de la perdida
de ndrglb en el estado gonadal en individuos de 80 dias post eclosion (dpe). (B) Cortes histologicos

transversales de ovarios de hembras (XX) controles y sgN1b, la barra de escala representa 500 pm. Se contd
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manualmente (C) el numero de ovogonias (O), (D) el nimero de ovocitos pre-vitelogénicos (OPV), y (E)
el nimero de ovocitos vitelogénicos (OV). Las hembras Cas9 estan representadas con violines vacios de
color gris, y las hembras sgN1b con violines vacios de color cian, n=8 por grupo. (F) Cortes histologicos
transversales de testiculos de machos (XY) controles y sgN1b, cada cisto de espermatogonias esta encerrado
por una linea punteada negra, la barra de escala representa 50 um. Se conté6 manualmente (G) el nimero
de espermatogonias (ESPG) por cada cisto, (H) el nimero total de espermatogonias (ESPG) y (I) el nimero
de cistos que contiene espermatogonias. Los machos Cas9 estan representados con violines rellenos de
color gris, y los machos sgN1b con violines rellenos de color cian, n=10 por grupo. Los valores P estan
indicados cuando los grupos difieren estadisticamente (P<0.05). NS, cuando no hay diferencias estadisticas.

Se aplico la prueba de Student.
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Figura 23. Mutacion de ndrglb altera la espermatogénesis en machos adultos. (A) Representacion
esquematica del procedimiento experimental empleado para analizar el efecto de la perdida de ndrglb en
la cantidad espermatica de machos (XY') controles y sgN1b de 80 dias post eclosion (dpe). (B) Se cuantifico
el volumen espermatico de cada individuo y (C) el niimero total de espermatozoides (ESPZ). Los machos
Cas9 estan representados con violines rellenos de color gris, y los machos sgN1b con violines rellenos de
color cian, n=10 por grupo. Los valores P estan indicados cuando los grupos difieren estadisticamente

(P<0.05). NS, cuando no hay diferencias estadisticas. Se aplico la prueba de Student.

La mutacion de ndrglb no altera la proporcion de sexo biologico

Adicionalmente se determiné la proporcion de sexos de los individuos mutados para ndrglb, ya
que en trabajos previos se habia sefialado que el nimero de células germinales en embriones es

necesario para el destino sexual gonadal (Kurokawa et al., 2007; Morinaga et al., 2007; S.
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Nakamura et al., 2012). Por lo tanto, es fundamental identificar la proporcion de sexos en los
individuos mutados en estadios post-embrionarios, dada la reduccion de células germinales
observada en estadios tempranos del desarrollo en el capitulo I, para lo cual se analizo el fenotipo
sexual basandose en la histologia gonadal de todos los individuos sexados genéticamente. Si bien
se identifico la presencia de individuos invertidos sexualmente para ambos genotipos, se observo
una proporcion de sexos equilibrada entre los individuos mutados sgN/b y los controles Cas9
(Tabla 4). Estos resultados establecen que la proliferacion cistica tipo Il no es necesaria para el

establecimiento del sexo gonadal, ya que la proporcidon de sexos no se vio alterada.

Tabla 4. Proporcion de sexos de los mutantes ndrglb.

Cas9 sgN1b % cambio
Hembra Macho Hembra Macho
XX 26 0 21 2 8,70
XY 0 30 1 28 3,45

La mutacion de ndrglb afecta los parametros reproductivos en adultos

Para evaluar si la reduccion en el nimero de células germinales en diferentes fases de desarrollo
en ovarios y testiculos afecta el éxito reproductivo de los individuos, se procedi6 a analizar
diferentes parametros reproductivos, como el desove, la fecundidad y la eclosion, en tres categorias
diferentes de parejas: categoria control (hembra Cas9 - macho Cas9), categoria hembra mutada
(macho Cas9 - hembra sgN1b) y categoria macho mutado (hembra Cas9 - macho sgN1b) (Figura
24A). Para la categoria hembra mutada se observd una disminucién en el numero de huevos
desovados diariamente, sin embargo, el porcentaje de fecundaciéon y eclosion no se vio alterada,
con respecto a la categoria control (Figura 24B, C, D). En el caso de la categoria machos mutados,
se observo una reduccion del porcentaje de fecundacion y eclosion, y sorpresivamente también

una disminucion en el desove diario por parte de las hembras controles (Figura 24B, C, D).

Estos resultados nos indicarian que la reduccion en el nimero de ovogonias y ovocitos influye
directamente en el nimero de huevos desovados por las hembras mutadas sgN1b, sin afectar los
parametros reproductivos de los machos, tales como la fecundacion. Adicionalmente el bajo

numero de espermatogonias que resulta en un bajo nimero de espermatozoides influye
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directamente en el porcentaje de fecundacion de los machos sgNIb, y sorpresivamente en el
numero de huevos desovados por parte de las hembras controles, lo cual nos llevo a explorar el

comportamiento sexual de estos individuos tal como se describe a continuacion.
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Figura 24. Mutacion de ndrglb altera el éxito reproductivo en ambos sexos en la adultez. (A)
Representacion esquematica del procedimiento experimental empleado para analizar el efecto de la perdida
de ndrglb en el éxito reproductivo en individuos de 80 dias post eclosion (dpe), se evaluaron tres categorias
diferentes de parejas, categoria control (hembra Cas9 - macho Cas9) representada con color gris, categoria
hembra mutada (macho Cas9 - hembra sg/N1b) representada con color cian y categoria macho mutado
(hembra Cas9 - macho sgN1b) representada con color cian relleno. Para todas las categorias se evalud (B)
el namero total de huevos desovados al dia, (C) el porcentaje de fecundacion de los huevos desovados, y
(D) el porcentaje de eclosion de los huevos fecundados, los controles representados por violines rellenos
color gris, la categoria hembra mutada representada con violines vacios color cian y la categoria macho
mutado representada con violones rellenos color cian, n=10 por grupo. Los valores P estan indicados
cuando los grupos difieren estadisticamente (P<0.05). NS, cuando no hay diferencias estadisticas. Se aplico

ANOVA con correccion de Tukey.
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Mutacion de ndrglb repercute en el comportamiento sexual de machos

Para intentar responder el interrogante de la reduccion de huevos desovados de parejas
conformadas por hembras controles con machos mutados de ndrglb, nos planteamos analizar el
comportamiento sexual, ya que la estimulacion de las hembras es primordial para el desove.
Gracias a que medaka presenta una secuencia de acciones especificas durante el comportamiento
sexual, las cuales son facilmente identificables y medibles, tal como se ha mencionado
anteriormente (Hiraki-Kajiyama et al., 2019; Ono and Uematsu, 1957; Walter and Hamilton,

1970), se procedid a medir diferentes parametros durante el comportamiento sexual (Figura 25A).

De los analisis se observo que todas las parejas manifestaron los rasgos tipicos del comportamiento
socio sexual en medaka, tales como el cortejo sexual y la cubricion necesaria para el desove.
Particularmente no se observaron diferencias en los pardmetros medidos antes y durante el cortejo
sexual, tales como la latencia desde el inicio de la grabacion hasta la manifestacion del primer
cortejo sexual (Figura 25B), la latencia desde la manifestacion del primer cortejo sexual hasta la
cubricion que dio como resultado el desove (Figura 25C) y el nimero de intersecciones de 2
segundos de duracion antes (Figura 25D) y después (Figura 25E) del desove. Mientras que en
relacion a los pardmetros medidos durante la copulacion o cubricion que resulto en desove (Figura
25F-G), se observaron diferencias especificamente en las acciones claves para la estimulacion del
desove de la hembra y la consecuente fecundacion por parte del macho, tales como la duracion del
temblor (Figura 25H) y el nimero de convulsiones (Figura 251) efectuados por parte del macho
en la region abdominal de la hembra. En concreto se observd una disminucion en la duracion del
temblor y en el numero de convulsiones en las parejas de machos mutados con respecto a las

parejas controles.

Estos experimentos comportamentales nos indicarian que el numero de espermatogonias y
espermatozoides resultantes corresponden a factores que podrian impactar directamente en el
comportamiento reproductivo de un individuo, particularmente durante la cubricion, que es el
momento clave para que se dé la liberacion de los huevos y el esperma, para la consecuente
fecundacion. A continuacion, decidimos explorar los niveles del androgeno 11-cetotestosterona

(11-KT), el principal esteroide sexual en peces teledsteos.
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Figura 25. Mutacion de ndrglb altera el comportamiento sexual en machos. (A) Representacion

esquematica del procedimiento experimental empleado durante 5 dias consecutivos, para analizar el

comportamiento reproductivo de 5 parejas por cada categoria. La categoria control corresponde a parejas

compuestas por hembras y machos Cas9 (gris), y la categoria mutante corresponde a parejas compuestas

por hembras Cas9 (gris) y machos sgN1b (cian). Las parejas fueron separadas cada tarde (18:00) usando

recipientes transparentes para permitir el contacto visual. A la mafiana siguiente las parejas se ubicaron en

84



Luisa Fernanda Arias Padilla - 2021

un mismo recipiente y se procedio a grabar el video durante 20 minutos. Cada video fue analizado y se
determino los siguientes parametros: (B) la latencia desde el inicio de la grabacion hasta la manifestacion
del primer cortejo sexual, (C) la latencia desde la manifestacion del primer cortejo sexual hasta la cubricion
que dio como resultado el desove, (D) el numero de intersecciones de 2 segundos de duracion antes del
desove, (E) el numero de intersecciones de 2 segundos de duracidon después del desove, (F) durante la
manifestacion de cubricion que resultd en desove, se midieron parametros claves para el desove como: (G)
duracion de la cubricion, (H) duracion del temblor y (I) nimero de convulsiones efectuadas por el macho.
La categoria control estd representada con violines rellenos color gris, y la categoria con machos sgN1b
con violines rellenos color cian. n=5 por categoria. Los valores P estan indicados cuando los parametros
sexuales medidos difieren estadisticamente (P<0.05). NS, cuando no hay diferencias estadisticas. Prueba

de Student. Los videos representativos de la cubricion que resultd en desove estan en los siguientes enlaces:

https://www.youtube.com/watch?v=KrI8t90 tMA&feature=youtu.be representa la pareja control y

https://www.youtube.com/watch?v=MCjhYG7lfwM&feature=youtu.be representa la categoria

mutante.

Mutacion de ndrglb no modifica los niveles de 11-KT en machos

Aunque observamos que los mutantes de ndrglb exhiben las caracteristicas sexuales tipicas de
cada sexo (Figura 21), en especial la aleta dorsal aserrada y la hendidura en el margen posterior,
caracteristicas que estan relacionadas con la presencia de androgenos en machos (Ngamniyom et
a., 2009), poniendo en evidencia que estos individuos tienen el rasgo de sintetizar esteroides
sexuales, lo cual es necesario corroborar midiendo los niveles de androgenos.

La cuantificacion de los niveles de 11-KT no mostro diferencias entre machos controles y mutados
(Figura 26B), apoyando la idea de que la reduccion de proliferacion cistica y de nimero de células
germinales en machos no afectaria la produccion de androgenos.

Considerando que los niveles de androgenos no se vieron alterados en los mutantes de ndrglb,
pero si su comportamiento reproductivo, se procedid a analizar si el gen ndrglb se esta expresando

en tejidos extra gonadales, especialmente en el cerebro.
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Figura 26. Mutacion de ndrglb no modifica los niveles de 11-KT en adultos de medaka. (A)
Representacion esquematica del procedimiento experimental empleado para medir los niveles del
androgeno 11-cetotestosterona (11-KT) por medio de ELISA. (B) Cuantificacion de niveles de 11-KT
plasmatico en machos adultos, los controles cas9 estan representados con violines rellenos color gris, y los
mutados (sgN1b) con violines rellenos color cian. n= 6 individuos por grupo. El valor P esta indicado.

Prueba de Student.

ndrglb no se expresa en el cerebro de machos adultos

Como se mencion6 anteriormente, el comportamiento reproductivo, especialmente el cortejo, ha
sido asociado a una regulacion cerebral (Hiraki-Kajiyama et al., 2019; Yamashita et al., 2020), y
por lo tanto es necesario analizar la presencia de ndrglb en este o6rgano. Se observd que la
expresion de ndrglb esta limitada a testiculos, ya que no se detecto transcripto en el cerebro de
machos adultos, tanto por RT-qPCR (Figura 27A), como por HIS (Figura 27B, E).
Particularmente en los testiculos se observd a ndrglb en las espermatogonias tipo A, en la zona
mas periférica del tibulo donde se encuentras las células oct4 positivas, el cual es un marcador de

ESPGA.
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Figura 27. Expresion de ndrglb en cerebro y testiculos de machos controles. (A) Nivel de abundancia
relativa del transcripto de ndrg1b en machos (XY) adultos (80dpe). La cuantificacion se llevo a cabo usando

el método 2724¢

y los valores fueron normalizados al gen rpl/7. El cerebro esta representado con violines
vacios, y los testiculos con violines rellenos de color gris. n= 5 individuos por o6rgano. El valor P esta
indicado cuando difieren estadisticamente (P<0.05). Se aplicd el método de comparacion relativa de
expresion genética (Pfaffl, 2001). (B) Cortes histologicos transversales de testiculos de machos controles
(XY) para detectar los transcriptos de ndrglb por medio de la técnica hibridacion in situ con sonda de ARN
marcada con FITC (verde) y DAPI (azul). La barra de escala representa SO0um. (C) Cortes histologicos
transversales de testiculos de machos controles (XY) para detectar los transcriptos de oct4 por medio de la
técnica hibridacion in situ con sonda de ARN marcada con DIG (azul) en la porcion distal del 16bulo del
testiculo. La barra de escala representa 5S0um. (D) Representacion esquematica de corte transversal de
testiculos en medaka con sus diferentes tipos celulares, las espermatogonias tipo A (ESPG-A) en la parte
distal, las espermatogonias tipo B (ESPG-B), los espermatocitos primarios (ESPC), y las espermatidas
(ESPD). Las espermatidas se transforman en espermatozoides, durante las espermiogénesis. Esquema
modificado de Iwai et al., (2006). (E) Cortes histologicos transversales de diferentes areas del cerebro de
machos controles (XY) para detectar los transcriptos de ndrglb por medio de la técnica hibridacion in situ
con sonda de ARN marcada con FITC (verde) y DAPI (azul). Ubicacion del nicleo predptico parvocelular
anterior (PPa), tectum 6ptico (TO), Nucleo tuberal anterior (NAT), nucleo ventralis tuberis (NVT) y lobus
vagi (XL) tomada de Ishikawa et al., (1999). La barra de escala representa 100um.
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DISCUSION

El desarrollo gonadal implica una sucesion de diferentes etapas que se encuentran altamente
reguladas, de las cuales una de las mas importantes es la proliferacion, que se da por lo general de
manera temporal y sexualmente dimorfica, y desde estadios embrionarios hasta la adultez,
condicionando de esta forma el numero de células germinales durante toda la vida (Hinnant et al.,
2017; Lei and Allan C. Spradling, 2013; Tanaka, 2019; Windley and Wilhelm, 2016). De alli la
importancia de analizar la gonadogénesis tanto en estadios tempranos como en la adultez, que es
el momento clave para la reproduccion. Colectivamente los resultados de este capitulo nos indican
que las alteraciones de la proliferacion tipo II cistica en medaka observadas en estadios
embrionarios y juveniles en el capitulo anterior, repercuten en la gametogénesis de ambos sexos,
condicionando la presencia en los ovarios y testiculos de un numero reducido de células
germinales. Ademas, dicha reduccion influye en el éxito reproductivo de los individuos, inclusive
en el comportamiento sexual en machos, sin que esto requiera un cambio en la morfologia gonadal,

en las caracteristicas sexuales secundarias y en la proporcion de ambos sexos.

En medaka la proliferacion tipo I de autorenovacion prevalece en ovarios y testiculos adultos, y es
fundamental para mantener la poblacion de ovogonias y espermatogonias, y asi asegurar la
continuidad de la ovogénesis y espermatogénesis (Hansen and Schedl, 2006; Hinnant ez al., 2017;
Inaba et al., 2011; Nishimura and Tanaka, 2014; Papagiannouli and Mechler, 2009; Tanaka, 2019).
En efecto, el nimero de gonias influye en el nimero de gametos, como fue estudiado en un trabajo
de Iwasaki y colaboradores (Iwasaki et al., 2009), donde observaron que una disminucion en la
proliferacion de espermatogonias en machos adultos de medaka resulté en una disminucion de las
celulas diferenciadas, incluyendo los espermatozoides. En base a estos analisis histologicos
podiamos esperar que los parametros reproductivos se vieran afectados, debido a que cuando hay
una alteracion en el control de la gametogenesis, se puede alterar el suministro de la cantidad de
ovocitos y esperma necesarios para la fecundacion (Adolfi et al., 2019; Iwai et al., 2006; Matta et
al., 2002; Nakamura et al., 2011), pardmetro importante teniendo en cuenta por ejemplo que el
numero total de espermatozoides es el rasgo eyaculatorio que mejor predice el éxito de la
fecundacion masculina y para el cual hay mayor evidencia de seleccion sexual durante la evolucion

(Kelly and Jennions, 2011; Parker and Pizzari, 2010).
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Adicionalmente es importante destacar que la mutacion de ndrgl/b de medaka no conllevo a
alteraciones en la morfologia y en la proporcion de ambos sexos. Estas observaciones se
corresponden con resultados previos descritos por Nishimura y colaboradores (Nishimura et al.,
2018) analizando los mutantes de figla, meioC'y dazl en medaka, en los cuales a pesar de haber
una alteracion en la formacion de foliculos y en la ovogénesis, no hubo alteracion en la proporcion
sexual, es decir, todas las hembras mutadas presentaron caracteristicas sexuales secundarias de
hembras controles y las estructuras ovaricas correspondientes, demostrando que hay un
mecanismo previo a la existencia de las células germinales o del estado de gonia que define el sexo
del individuo (Nishimura et al., 2018). Probablemente esta determinacion sexual de las células
germinales puede ser antes o durante la proliferacion tipo I, mucho antes de que inicie la
proliferacion tipo II cisitica, ya que mutantes que exhiben reversion sexual en medaka, presentan
alteraciones particularmente durante la migracion o proliferacion tipo I. Tal es el caso del mutante
de cxcr4 en el que se observaron hembras genotipicas con fenotipo de macho. El cxcr4 es un gen
que codifica para un receptor de la quimio-atrayente cxc, fundamental en la migracion de las
células primordiales germinales durante la gastrulacion en medaka. Dicha reversion sexual se le
atribuye a la deficiencia de PGCs de esos mutantes (Kurokawa et al., 2007). Por el contrario, en
el mutante /otei de medaka se observaron machos genotipicos con fenotipo gonadal de hembra.
Tal reversion sexual es generada por la hiper-proliferacion de las PGCs, debido a la pérdida del
gen amhrll, miembro de la familia TGF-B, conocido por regular la proliferacion tipo I de células
germinales en medaka (Morinaga ef al., 2007; Shuhei Nakamura ef al., 2012). Por lo tanto, si bien
el nimero de células germinales es importante para la determinacion del sexo bioldgico, y por lo
tanto de la diferenciacion sexual gonadal, nuestros resultados y los de otros mutantes establecerian

que la proliferacion cistica no es un inductor de esta diferenciacion gonadal.

Una observacion interesante y sorpresiva ha sido el nimero reducido de huevos desovados por las
hembras salvajes cruzadas con los machos ndrgl/b mutados. Como mencionamos, se ha
establecido que el comportamiento sexual esta ligado con el éxito reproductivo (Oshima et al.,
2003), y gracias a las descripciones y cuantificaciones del comportamiento sexual de medaka
realizadas previamente (Hiraki-Kajiyama et al., 2019; Ono and Uematsu, 1957, Walter and
Hamilton, 1970), hemos podido efectuar una aproximacion comportamental para intentar explicar

esta observacion. Es trascendental considerar que todos los individuos mutados exhibieron las
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acciones tipicas del comportamiento sexual de medaka, y que solo se encontraron diferencias en
las acciones relacionadas a la cubricion que resultd en desove, especificamente en la duracion del
temblor y en el nimero de convulsiones, momentos claves para la estimulacion del desove de la
hembra y la consecuente fecundacion por parte del macho. Esto es debido a que las vibraciones
generadas durante el temblor y la presion abdominal ejercida por el macho durante las
convulsiones genera una presion que hace que los ovocitos sean expulsados a través del poro
urogenital de la hembra, al mismo tiempo que el macho libera el esperma (Ono and Uematsu,
1957). Estas acciones parecen estar conservadas en vertebrados, ya que en ratones se ha observado
que la eyaculacion generalmente estd acompanada por vibraciones y contracciones abdominales

ritmicas (Qin et al., 2017).

Durante décadas se ha estudiado la relacion entre el comportamiento socio-sexual con diversos
circuitos neuronales y la regulacion de hormonas esteroideas sexuales en cada sexo (Hiraki-
Kajiyama et al., 2019; McCarthy et al., 2012; McCarthy and Arnold, 2011; Mitchell et al., 2020;
Munakata and Kobayashi, 2010; Yang and Shah, 2014). En vertebrados los esteroides sexuales
son sintetizados principalmente en las gonadas y en las glandulas endocrinas, y junto a sus
receptores juegan un rol importante en amplias funciones cerebrales, y no exclusivamente en la
regulacion del comportamiento socio-sexual. Ademas, estos esteroides sexuales no solo actuan a
nivel cerebral, tambien se ha visto que actuan de manera autocrina/paracrina en las gonadas, como
es el caso de GnIH (neurohormona que inhibe la sintesis y liberacion de gonadotropinas en la
pituitaria) y su receptor, que se expresan en las células germinales y esteroidogenicas de las
gbénadas, para suprimir la produccion de esteroides sexuales y la diferenciacion de células
germinales en aves y mamiferos (Tsutsui and Ubuka, 2020; Ubuka et al., 2020). Aunque mucho
se ha estudiado en relacion al comportamiento sexual en vertebrados, aun quedan diversos
interrogantes por resolver, y en nuestro caso en particular no es del todo clara la regulacion de las
acciones de temblor y convulsion durante la cubricion o copula en vertebrados y el nivel de
conservacion, debido a que en mamiferos este momento adquiere mayor complejidad y no solo es

importante para la reproduccion, sino también para el bienestar, salud y placer (Qin et al., 2017).

Aqui es importante resaltar que las hormonas esteroideas sexuales secretadas por las génadas son

importantes ademas en el desarrollo de las diferentes caracteristicas sexuales secundarias (Sato et
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al., 2008; Ogino et al 2013; Nakamura et al 2014; Y. Kikuchi et al., 2019). En el presente trabajo
observamos que las hembras y machos mutantes de ndrglb exhiben las caracteristicas sexuales
tipicas de cada sexo, poniendo en evidencia que estos individuos tienen el rasgo de sintetizar
esteroides sexuales. Rasgo justificado al cuantificar los niveles del andrégeno 11-KT, del cual no
se detectaron diferencias entre los individuos controles y los mutados para ndrglb, estableciendo
que efectivamente la sintesis de andrdgenos no se encuentra alterada en estos individuos. No
obstante, cuando indagamos los fenotipos comportamentales de individuos medaka a los cuales se
les ha alterado la regulacion de hormonas sexuales, por ejemplo, en machos tratados con 173-
Estradiol, encontraron que estos presentan cambios en las acciones relacionadas al cortejo, tales
como la frecuencia de seguimiento, baile y flotacion (Oshima et al., 2003). Por otro lado, cambios
en los niveles de androgenos gonadales se han asociado a comportamientos agresivos macho-
macho, mediando la estimulacion de grelina en neuronas del area preoptica medial (Yamashita et
al., 2020), aunque no directamente al cortejo con la hembra. Asi mismo, en medaka con alteracion
del neuropeptido B, un mediador de la accion del estrogeno en el cerebro de hembras, observaron
cambios comportamentales asociados a la latencia desde el primer cortejo sexual hasta la cubricion
que resulto en desove (Hiraki-Kajiyama et al., 2019). De forma similar, en estudios donde han
alterado reguladores cerebrales, tales como arginina-vasotocina (avt) (Yokoi et al., 2015), el
ligando de oxitocina (oxt) (Yokoi et al., 2020), y el nervio terminal de hormona liberadora de
gonadotropina 3 (GnRH3) (Okuyama et al., 2014), han observado cambios en la motivacion y
despliegue del cortejo sexual, en la latencia hasta la cubricién y nimero de cortejos sexuales, y en
la latencia hasta la cubricion, respectivamente. Lo dicho hasta aqui supone que las alteraciones a
nivel hormonal y cerebral observadas en medaka generan cambios especialmente en las acciones
relacionadas al cortejo y motivacion sexual, previas a la cubricion, y dichas acciones no se
observaron alteradas en los mutantes de ndrglb, que estuvieron relacionadas con el vigor sexual.
Estas observaciones nos llevan a realizarnos la siguiente pregunta: ;las acciones de temblor y
convulsion estaran relacionadas exclusivamente con el bajo numero de espermatogonias y
espermatozoides en machos? Como he mencionado anteriormente, ain quedan diversos
interrogantes por resolver en cuanto al comportamiento sexual, especialmente a la regulacion del
comportamiento del temblor y convulsion durante la cubricién o coépula en vertebrados y

requeririan experimentos adicionales.
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Hasta el momento solo hemos encontrado un estudio en medaka con fenotipo similar al observado
en los machos mutados de ndrglb, en el cual observaron una disminucién de estas acciones durante
la cubricion en machos en los cuales se les habia generado una reduccion de las reservas
espermaticas inducida por copulas constantes durante 19 dias, observando una reduccion en la tasa
de fecundacion, e inclusive la respuesta por parte de las hembras fue la disminucion del tamano
del desove (Weir and Grant, 2010). Por otro lado, en pez cebra se ha reportado que la produccion
de esperma condiciona el comportamiento sexual en modelos de envejecimiento, ya que se ha visto
que a mayor edad menor produccion de esperma (Kanuga et al., 2011). Dado que no hay suficiente
estudios que analicen la relacion entre la cantidad de esperma con el comportamiento reproductivo,
es necesario futuras investigaciones para corroborar esta relacion en diferentes modelos de

vertebrados, abarcando analisis del eje cerebral, endocrino y gonadal.
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CONCLUSIONES GENERALES

En la presente tesis hemos identificado la expresion de ndrglb durante el desarrollo gonadal en
medaka, presentando un patron inverso a la proliferacion tipo Il en ambos sexos. A su vez
observamos una alteracion de esta proliferacion al generar mutantes bialélicas de ndrgib. Dicha
alteracion ha conducido a una reduccion en el nimero de células germinales, durante todo el
desarrollo tanto en hembras como en machos, afectando los ovarios y testiculos, la consecuente
reproduccion e incluso el comportamiento sexual en machos, sin que eso implique cambios en las
caracteristicas sexuales secundarias, los niveles de 11-KT y la proporcion de sexos de los
individuos. En base a estos resultados hemos establecido un modelo abreviado en la Figura 27.
Por todo esto se ha corroborado la importancia de la proliferacion cistica para el establecimiento
de un niimero adecuado de células germinales, que establecen el éxito reproductivo en ambos sexos
e impactan directamente sobre el vigor sexual de los machos. Ademas, el establecimiento de un
regulador de la proliferacion cistica nos permitird estudiar en mayor detalle este proceso, y otros

reguladores rio arriba y abajo del mismo, para dilucidar la red regulatoria molecular.
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Figura 28. Modelo hipotético de la participacion de ndrglb en la proliferacion cistica durante la

embriogénesis, estadios juveniles y la etapa reproductiva.
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FUTURAS DIRECCIONES

Los datos presentados en esta tesis corresponden a datos originales que han generado nuevos y
diversos interrogantes, los cuales constituyen posibles direcciones para futuras investigaciones.
Algunas han sido mencionadas brevemente en ambos capitulos, sin embargo, nos parecid

importante destacar las mas importantes en este apartado.

e Regulacion de la expresion de ndrglb: Como primera medida sera necesario identificar la
localizacion celular de la expresion de ndrglb en las gonadas durante todo el desarrollo
gonadal, empleando diferentes estrategias, como la generacion de un anticuerpo especifico o
por medio de un knock-in de una etiqueta en el gen de ndrglb que nos permita realizar un
seguimiento detallado de la expresion de ndrglb. Con estas herramientas podremos ademas
estudiar la regulacion de ndrglb durante la proliferacion tipo II, para identificar los reguladores
moleculares y epigenéticos de ndrglb, que generan esta expresion opuesto a la proliferacion

tipo II de las células germinales.
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