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1. Determinación del sexo en vertebrados

En los vertebrados la identidad de las gónadas depende de
dos procesos: primero, de la determinación del sexo, que es
el evento molecular que se establece en etapas tempranas
del desarrollo embrionario y, segundo, de la diferenciación
del sexo, en el cual una cascada de eventos genéticos y hor-

Aspectos moleculares de la
determinación del sexo en tortugas

Leda Carolina Torres Maldonado* y Horacio Merchant Larios**

Resumen.  La determinación del sexo en
vertebrados puede estar controlada por
factores genéticos o por factores ambientales.
Hasta el momento los mecanismos
moleculares relacionados con la
determinación sexual por temperatura (DST)
no se conocen con exactitud. En los
diferentes grupos de vertebrados se han
estudiado algunos genes que participan en la
cascada de la determinación del sexo, los
cuales se encuentran conservados tanto en
estructura como en función, como ejemplo
tenemos a los genes Sox9, Dax1 y Dmrt1.  La
tortuga marina Lepidochelys olivacea presenta DST;
en esta especie se ha estudiado la expresión
de los genes Sox9, Dax1 y Dmrt1 en tejido
gonadal en distintas etapas del desarrollo
embrionario, se observa que la temperatura
tiene efecto sobre su expresión. Se sugiere
que éstos podrían formar parte de la cascada
de genes que regulan la diferenciación
gonadal en L. olivacea.
Palabras clave: Determinación sexual por
temperatura (DST), reptiles, Sox9, Dax1, Dmrt1,
tortuga golfina.

monales lleva a la gónada indiferenciada a desarrollarse como
un ovario o como un testículo.

La determinación del sexo puede estar controlada por fac-
tores genéticos (Witschi, 1959 y Ohno, 1967) o por factores
ambientales (Bull, 1980). En el primer caso depende de la
presencia de genes específicos y se asocia comúnmente a la
presencia de cromosomas sexuales heteromórficos, como
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Molecular Aspects in Turtle Sex
Determination.
Abstract. In vertebrates sex determination is
controlled by genetic factors or by
environmental factors.  In vertebrates the sex-
determining genes such as Sox9, Dax1 and
Dmrt1 are conserved in structure and
function. In the sea turtle Lepidochelys olivacea,
sex determination depends on the
temperature of egg incubation (TSD). In this
species the expression of Sox9, Dax1 and
Dmrt1 has been analyzed in gonadal tissue at
different developmental stages. The
temperature of egg incubation has an effect
in the expression of the genes Sox9, Dax1
and Dmrt1; these genes are probably part of
the genetic pathway of gonadal differentiation
in L. olivacea.
Key words: Temperature sex determination
(TSD), reptiles, Sox9, Dax1, Dmrt1, olive ridley.
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La determinación del sexo en

vertebrados puede estar

controlada por factores

genéticos o por factores

ambientales.

en el caso de los mamíferos que presentan el par XX en la
hembra y el par XY en el macho; en el caso de las aves y
algunos reptiles, la hembra presenta el par ZW y el macho
que presenta el par ZZ.

En el segundo caso depende de factores ambientales, como
la temperatura, por ejemplo en ciertos peces, anfibios y
reptiles, en general, en especies que carecen de cromosomas
sexuales identificables (Vogt y Bull, 1979).

En los mamíferos la determinación del sexo depende de
la presencia de un gen o genes y está relacionada con la
presencia del cromosoma Y, que es el determinante mascu-
lino; la señal primaria para la distinción testicular de la gónada
indiferenciada es la presencia y expresión del gen Sry (Sinclair
et al., 1990). Este gen se localiza en el brazo corto del
cromosoma Y. Una vez que el testículo se ha diferenciado
produce las hormonas que controlarán la diferenciación de
los genitales masculinos internos y ex-
ternos. En el caso de las hembras, la
ausencia del gen Sry ocasiona que la
gónada se desarrolle como ovario y los
genitales internos y externos como fe-
meninos.

A partir del descubrimiento de Sry,
se han descrito otros genes relaciona-
dos con la diferenciación gonadal, so-
bre todo en mamíferos (Swain y Lovell-
Bagde, 1999; Hiort y Holterhus, 2000); en el resto de los
vertebrados el análisis de los eventos moleculares relacio-
nados con la determinación del sexo, se reduce a estudiar la
expresión de los genes ya identificados en los mamíferos. A
continuación describiremos tres de los genes más relevan-
tes en la cascada de la diferenciación sexual en vertebrados:
Dmrt1, Dax1 y Sox9.

1.1. Dmrt1
El gen Dmrt1 (Doublesex and Mab3 Related Transcription
Factor 1) es un gen regulador del desarrollo sexual en
vertebrados. Dmrt1 codifica un factor de transcripción que
posee un dominio DM, que es un motivo de unión a DNA.
Este dominio ha sido identificado en los reguladores sexua-
les doublesex de Drosophila melanogaster (Erdman y Burtis, 1993)
y mab-3 de Caenorhabditis elegans (Raymond et al., 1998). En
el humano el gen Dmrt1 se localiza en 9p24.3  y se requie-
ren dos copias para el desarrollo testicular normal (Raymond
et al., 1999a). Dmrt1 se expresa en el ratón en la cresta
genital antes de la diferenciación sexual (Raymond et al.,
1999b). En el ratón se cuenta con un modelo nulo para
Dmrt1. Los ratones machos heterocigotos (+/-) se ven nor-
males, pero los machos homocigotos (-/-) no pueden man-

tener la diferenciación testicular a partir del  día 7 postnatal.
Las hembras (-/-) se desarrollan normalmente. Estos ha-
llazgos apoyan la idea de que el gen Dmrt1 es específico
para los machos y necesario para la diferenciación testicular
(Raymond et al., 2000). En las aves se ha identificado al gen
Dmrt1, en el pollo se localiza en el cromosoma Z, su expre-
sión ha sido detectada en la cresta genital antes de la dife-
renciación sexual –etapas 19 a 25– hasta la etapa 31, cuan-
do inicia la diferenciación sexual. La expresión en machos
es en todas las etapas mayor que en hembras (Raymond et
al., 1999b; Nanda et al., 2000).

En la tortuga dulceacuícola Trachemys scripta se ha estudia-
do el patrón de expresión del gen Dmrt1 durante el periodo
termosensible, el cual sugiere su posible participación en la
diferenciación testicular, ya que se presenta mayor expre-
sión en los complejos urogenitales de embriones incubados

a temperatura masculinizante al com-
pararla con la de los embriones incu-
bados a temperatura feminizante
(Kettewell et al., 2000; Murdock y
Wibbels, 2003).

1.2. Dax1
El gen Dax1 (DSS-AHC in X
chromosome) codifica para una pro-
teína miembro de la superfamilia de

receptores hormonales nucleares (Muscatelli et al., 1994;
Zanaria et al., 1994). Este gen se ha mapeado en una región
del brazo corto del cromosoma X, la región se encuentra
duplicada en algunos pacientes con reversión sexual XY. En
el ratón se localiza también en el cromosoma X (Swain et
al., 1996); en marsupiales se ha estudiado en el wallabi
Macropus eugenii, en cuyo caso tiene una localización
autosómica en el brazo corto del cromosoma 5, cerca de
otros genes homólogos a genes humanos que se ubican en
el brazo corto del cromosoma X. Este hallazgo podría indi-
car que la región donde se encuentra Dax1 es originalmen-
te autosómica (Pask et al., 1997).

Los estudios de expresión de Dax1 en el ratón han detec-
tado que este gen se expresa desde los 11.5 días post coito
(dpc) en machos, y en hembras en el componente somático
de la cresta urogenital. A los 12.5 dpc decrece dramática-
mente en los cordones testiculares. En la gónada femenina
se continúa expresando en las células de la teca, sugiriendo
que Dax1  se requiere para la diferenciación ovárica pero
no para la testicular (Swain et al., 1996).  Se han realizado
estudios en la expresión de Dax1 y su correlación con la
expresión de Sry, los cuales muestran que Dax1 puede
antagonizar la acción de Sry (Swain et al., 1998).
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En el cocodrilo americano Alligator mississippiensis se ha
observado la expresión de Dax1 durante la gonadogénesis,
al parecer no hay diferencias entre los patrones de expre-
sión de hembras y machos, aunque no se analizó el nivel de
expresión (Western et al., 2000).

1.3. Sox9
El gen Sox9 se describió por el estudio en pacientes con
displasia campomélica, un síndrome de malformaciones
esqueléticas que se asocia con reversión sexual, estas altera-
ciones se asocian con translocaciones o rearreglos en el
cromosoma 17 humano en 17q24.1 a 17q25.1. El análisis
molecular de esta región llevó al hallazgo de un gen relacio-
nado con el Sry, al cual se denominó Sox9, que pertenece a
la familia SOX (SRY-like HMG-box gene) y que parece estar
relacionado con la diferenciación gonadal (Foster et al., 1994).
En el ratón, los transcritos de Sox9 se observan en la cresta
urogenital desde los 10.5 dpc en ambos sexos. A los 11.5
dpc sólo hay expresión en machos y de los 12.5 a 13.5 dpc
la expresión se localiza en las células somáticas de los cor-
dones sexuales en los testículos, los cuales en este estadio
constan de células de Sertoli y células germinales. En la
etapa postnatal se expresa en las células somáticas del testí-
culo hasta la edad adulta (Morais da Silva et al., 1996). Sox9
se expresa a los 12.5 dpc en los conductos de Müller y
mesonéfricos en hembras y machos. A los 13.5 dpc la ex-
presión sólo se mantiene en los machos en las células del
mesenquima que rodean los conductos de Müller, se detec-
ta expresión a los 15.5 dpc pero a los 17.5 dpc ya no se
observa porque se ha completado la regresión del conduc-
to de Müller (Kent et al., 1996).

El gen Sox9 también se ha encontrado en aves como el
pollo y se ha observado su expresión en ambos sexos en eta-
pas tempranas (etapa 28). A partir de la etapa 32 sólo se ob-
servó su expresión en embriones ZZ, lo que demostró tam-
bién que en las aves tiene un papel importante en la diferen-
ciación testicular (Morais da Silva et al., 1996). Otros estudios

realizados en pollos muestran que no hay expresión de Sox9
en los embriones hembras (ZW) en ninguna de las etapas estu-
diadas (28-40), observándose esta expresión sólo en los ma-
chos (Kent et al., 1996; Oreal et al., 1998 y Smith et al., 1999).

Se ha estudiado la presencia y expresión del gen Sox9 en
diferentes reptiles. En la tortuga Chelydra serpentina se encon-
traron siete genes relacionados con la familia SOX: TSox1 al
7 y tres pseudogenes: TSox8, 9 y 10, pero no se ha estudiado
su patrón de expresión (Spotila et al., 1994a; Spotila et al.,
1994b). Se han realizado estudios en distintas especies de
tortugas. Por ejemplo, en la tortuga dulceacuícola T. scripta se
analizaron complejos urogenitales durante el periodo sensi-
ble a la temperatura (etapas 12 a la 20) en embriones incuba-
dos a temperatura masculinizante (26ºC) y en embriones in-
cubados a temperatura feminizante (31ºC). El nivel de ex-
presión en ambos grupos es similar hasta la etapa 19, aumen-
tando la expresión en los embriones de 26ºC en la etapa 20.
Estos datos muestran que Sox9 podría tener un papel en la
formación de testículo en esta especie (Spotila et al., 1998).

En el cocodrilo americano A. mississippiensis se ha reporta-
do la expresión de Sox9 sólo en gónadas de embriones incu-
bados a temperatura masculinizante (33°C), mientras que a
temperaturas feminizantes (30°C o 34.5°C) Sox9 se expresa
en niveles basales en todas las etapas (Western et al., 1999).

2. Estudios en Lepidochelys olivacea

La tortuga marina Lepidochelys olivacea, conocida como tor-
tuga golfina, anida en México en las playas del Pacífico. Sus
principales sitios de anidación se encuentran en los estados
de Michoacán y Oaxaca (Benabib y Cruz, 1981). La Con-
vención Internacional para el Tráfico de Especies en Ries-
go (CITES) considera a la tortuga golfina como una especie
amenazada, pero no aún en peligro de extinción. La tortuga
golfina no presenta cromosomas sexuales identificables y
su determinación del sexo es dependiente de temperatura,
los embriones que se incuban a 26-27°C (temperatura
masculinizante, TM), se determinan como machos y los
embriones que se incuban a 32-33°C (temperatura
feminizante, TF), como hembras. Es un excelente modelo
para estudiar el desarrollo gonadal porque se puede modifi-
car la temperatura de incubación y saber de antemano cuál
será el sexo del embrión. El grupo del Dr. Merchant ha
trabajado en esta especie por más de diez años, han estu-
diado la histología de la gónada en diferentes etapas de de-
sarrollo y establecido las temperaturas masculinizante y
feminizante (Merchant-Larios et al., 1989), además de defi-
nir el periodo sensible a la temperatura (Merchant-Larios et
al., 1997). Actualmente estudian los mecanismos celulares

Figura 1.  Tortuga marina Lepidochelys olivacea
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y moleculares que participan en la de-
terminación del sexo en esta especie.

Los estudios realizados hasta ahora en
reptiles con DST enfatizan el papel de las
hormonas esteroideas en la determina-
ción del sexo a nivel gonadal. En L. olivacea
se han evaluado las concentraciones de
esteroides de las gónadas en desarrollo,
encontrando que la concentración de
testosterona es más alta en embriones
incubados a TF que en los incubados a
TM (Salame-Mendez, 1992). En esta es-
pecie no se encuentran diferencias signi-
ficativas en la concentración de estradiol
en las gónadas de los embriones incuba-
dos a TF o TM; sin embargo, hubo un
efecto feminizante al inyectar estradiol
en embriones incubados a TM (Mer-
chant-Larios et al., 1997).

En la tortuga golfina se estudió su
desarrollo gonadal  por microscopía
electrónica de alta resolución, y se ob-
servaron nervios no mielinizados en
la gónada indiferenciada (Merchant-
Larios et al., 1989). Un trabajo poste-
rior mostró que las gónadas aisladas se
desarrollan en cultivo de acuerdo a la
temperatura en que el organismo do-
nador fue incubado inicialmente, las
gónadas aisladas no responden al cam-
bio de temperatura mientras que el
embrión completo sí responde (Mer-
chant-Larios y Villalpando, 1990). Con
estos antecedentes se postuló la hipó-
tesis de que el sistema nervioso cen-
tral en los embriones de L. olivacea es
el termosensor que genera señales para
la diferenciación gonadal. Para verifi-
carla se evaluaron por radio inmuno análisis (RIA) las con-
centraciones y biotransformación de hormonas esteroideas
en gónadas y cerebro en los tres periodos críticos del desa-
rrollo gonadal, encontrándose diferencias significativas en
la producción de estradiol en el cerebro, el cual depende de
la temperatura de incubación, que es más alta en los em-
briones incubados a TF (Salame-Méndez et al., 1998). Poste-
riormente, se realizó un estudio de cultivo de gónadas aisla-
das en etapas previas a la determinación del sexo, observan-
do que sí responden al cambio de temperatura (Moreno-
Mendoza et al., 2001), por lo que aún no queda clara la par-

ticipación del sistema nervioso central en la determinación
del sexo en L. olivacea.

En la tortuga golfina se han identificado algunos de los
genes que participan en la determinación y diferenciación
del sexo en vertebrados, investigando también su expresión
en tejido gonadal en diferentes etapas del desarrollo em-
brionario.

Para identificar los genes Sox9, Dax1 y Dmrt1 en
L. olivacea se diseñaron oligunucleótidos degenerados con
base en las secuencias conocidas en otros vertebrados.
Una vez identificados se analizó la expresión a nivel de

Figura 2.  RT-PCR semi-cuantitativo. Patrón de expresión de los genes Sox9, Dax1 y Dmrt1 en gónadas de

embriones incubados a 26°C (TM) y de embriones incubados a 33°C (TF). En el eje de las X se muestran las

etapas de desarrollo de los embriones analizados. El eje de las Y se muestra el promedio y la desviación

estándar de la relación Gen/ βββββ-actina. (Torres-Maldonado et al., 2002)
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RNA mensajero por la técnica de RT-PCR, se estudiaron
gónadas de embriones en distintas etapas del desarrollo
embrionario de dos grupos: los embriones incubados a
TM y los incubados  a TF (Torres-Maldonado et al., 2001).

Se detectaron los transcritos de Sox9 en las gónadas de la
tortuga golfina a ambas temperaturas de incubación en las
etapas 23 a 25. En la etapa 25-26 se detecta en 25% de las
gónadas a TF y en todas las gónadas a TM. A partir de la
etapa 26 sólo se detecta en las gónadas de los embriones
incubados a TM, mientras que ya no se detecta en los incuba-
dos a TF (Torres-Maldonado et al., 2001), estas observacio-
nes coinciden con un estudio previo en el cual se analizó por
inmunohistoquímica la presencia de la proteína Sox9 en
gónadas de L. olivacea, incubadas a TM o a TF (Moreno-
Mendoza et al., 1999). Se observó la presencia de la proteína
en ambas temperaturas en los núcleos de células somáticas
en la médula de la gónada hasta la etapa 24. En la etapa 25
empezó a disminuir en las gónadas de embriones incubados
a TF, ya que se encontraron sólo algunos núcleos marcados,
mientras que se siguió observando en las de los embriones
de TM. A partir de la etapa 26 ya no se detectó en las gónadas
de TF, y sí en las de TM. Todas estas observaciones nos indi-
can que en L. olivacea la regulación de la expresión del gen
Sox9 es a nivel transcripcional y que existe una regulación
negativa en la etapa 25 en los embriones incubados a TF.

Al analizar la presencia del RNA mensajero de Dax1 por
RT-PCR se observó que se expresa en gónadas de embrio-
nes incubados a TF en niveles semejantes en todas las eta-
pas estudiadas (23 a 27), sin mostrar una diferencia signifi-
cativa con los niveles en embriones incubados a TM hasta la
etapa 26 en donde empieza a bajar el nivel de expresión a
TM (Torres-Maldonado et al., 2002). Este resultado es simi-
lar a lo que se observó en el cocodrilo americano, que pre-
senta transcritos de Dax1 en embriones a TF y a TM, con la
diferencia que en el cocodrilo no se analizó el nivel de ex-
presión (Western et al., 2000).

El gen Dmrt1 se expresa en gónadas de embriones incu-
bados a TF en niveles semejantes a los de TM en la etapa 23.
Los niveles de expresión se hacen significativamente más
altos a TM a partir de la etapa 24 y son casi tres veces más
altos que a TF. Observamos también que a TF el nivel de
expresión decrece en la etapa 27 y desaparece en las crías
(Torres-Maldonado et al., 2002).

Los hallazgos moleculares sugieren
que en Lepidochelys olivacea el sexo mas-
culino es el que se determina de for-
ma pasiva, porque no hay una dife-
rencia en la expresión de los genes es-
tudiados próxima al periodo de la de-

terminación sexual.
En la tortuga golfina la determinación testicular ocurre en

la etapa 24, cuando Sox9 se expresa de manera similar a
ambas temperaturas, así el alto nivel de expresión de Dmrt1 a
TM, comparado con el nivel a TF durante el periodo sensible
a la temperatura, apoya la idea de que Dmrt1 puede actuar
sobre Sox9 manteniendo su expresión en las gónadas mascu-
linas. Además, el hallazgo de una correlación entre la deter-
minación femenina con la regulación negativa de Sox9 y los
bajos niveles de Dmrt1 sugiere que estos dos genes están
activamente regulados a TF para mantener el compromiso
ovárico y la determinación sexual femenina. En el mismo
sentido, la temperatura de incubación influye en la expresión
del gen Dax1, que presenta una evidente disminución de su
expresión en embriones incubados a TM en la etapa 26 y se
mantiene en los embriones incubados a TF. Esto sugiere que
el gen Dax1 podría formar parte de la cascada de genes que
regulan la diferenciación ovárica en L. olivacea.

Aun así falta correlacionar nuestros hallazgos con experi-
mentos en campo, donde no hay una temperatura controla-
da y los machos y las hembras eclosionan de un mismo
nido, y remarcar la importancia de la regulación por tempe-
ratura de estos genes, lo cual es de vital importancia en los
programas de conservación de tortugas marinas en los que
se incuban los huevos a temperaturas no conocidas.

El patrón de expresión de los genes Sox9, Dax1 y Dmrt1 en el tejido

gonadal de Lepidochelys olivacea sugiere su participación en la

diferenciación sexual de esta especie.
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