
Els canvis epigenètics, com la metilació de I' ADN, les modificacions de les histones i els microRNAs, es poden utilitzar
com a biomarcadors de certes etapes fisiològiques i fins i tot de certs fenotips. Així, els marcadors epigenètics que con

sisteixen en la metilació o la manca de metilació en un o molts loci, estan associats a la presència de certs tumors, de
manera que es poden utilitzar com a eines de diagnòstic. Una àrea pràcticament no explorada és l'aplicació d'aquests
marcadors per determinar l'impacte de l'estrès ambiental a la tisiologia dels animals. En aquest treball s'utilitzà el peix
zebra (Dania rerio) per investigar els efectes de dos factors ambientals, alta temperatura (abiòtic) i de la densitat de

població (biòtic), sobre els nivells de metilació de dos gens, l'aromatasa gonadal (cyp19ala) i el factor de transcripció
del sexe "double sex and mab-3 related transcription factor I" (dmrtJ). Peixos zebra (soca AB) es van exposar a dues

temperatures diferents: 28°C (control) o 35°C (temperatura alta) entre 18 i 32 dies després de la fecundació (dpf), o amb
una densitat de població baixa (control de 16 peixos / L) o alta (40 peixos /L) entre 18 i 45 dpf. Els peixos van ser mos

trejats a 90 dpf. Els nivells de metilació de cyp19ala i dmrtl es van analitzar en gònades mitjançant la tècnica "Multi

plex Bisulfite Sequencing" (MBS). Aquest estudi demostra les diferències entre els nivells de metilació de cypJ9aJa i
dmrtl entre sexes amb valors a favor dels mascles per a cyp19ala de les femelles per a! dmrtl. A més, s'observà l'ab
sència de canvis en els nivells de metilació d'aquests dos gens en femelles exposades a alta temperatura o en alta densi

tat, i s'observà una disminució significativa de la metilació del dmrtl en mascles exposats a alta temperatura. Aquestes
observacions es poden utilitzar per al desenvolupament de marcadors biològics d'exposició aquestes alteracions ambi
entals.

Paraules clau: metilació de ONA, diferenciació gonadal, peix zebra, biomarcadors.
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Resum

Abstract

Epigenetic changes such as DNA methylation, histone modifications and microRNAs can be used as biomarkers of
certain physiological stages and even of certain phenotypes. Thus, epigenetic markers that consist of the methylation or

lack of methylation in one or many loci, are associated to the presence of certain tumors, so that they can be used as

diagnostic tools. However, an unexplored field is the application of such markers to the study of environmental perturba
tions to the physiology of animals. In this work, we used zebrafish (Dania rerio) to investigate the effects of two envi
ronmenta! factors, high temperature (abiotic) and population density (biotic), on the methylation levels of two genes,
gonadal aromatase (cyp19ala) and the transcription factor double sex and mab-3 related transcription factor 1 (dmrtl).
Zebrafish (AB strain) were exposed to two different temperatures: 28°C (control) or 35°C (high temperature) between
18 and 32 days after fertilization (dpf), or at a low population density (16 fishlL; control) or high (40 fish/L) between 18
and 45 dpf. Fish were sampled at 90 dpf. Methylation levels of cyp19ala and dmrtl in gonad samples were analyzed
using Multiplex Bisulfite Sequencing (MBS) technique. This study shows differences between the methylation levels of

cyp19ala and dmrt l between sexes with values in favor to males for cyp19ala and in favor to females for dmrtl. In

addition, absence of changes in the levels of methylation of these two genes in females exposed to high temperature or

density, and a significant decrease in the methylation of dmrt 1 in males exposed at high temperature. These observations
can be used for the development of biological markers of exposure to environmental disturbances.

Key words: DNA methylation, gonadal differentiation, zebrafish, biomarkers.



26 ALEJANDRO VALDIVIESO et al.

INTRODUCCIÓ

Els canvis epigenètics com ara la metilació de l'ADN,
les modificacions d'histones i els microRNAs poden
utilitzar-se com a biomarcadors de certs estadis fisiolò

gics i inclús de certs fenotips. En particular, la metilació

de I'ADN, per la seva naturalesa de modificació a la prò
pia molècula que porta la informació genètica, ha des

pertat gran interès en algunes àrees biomèdiques com

ara en l'estudi del càncer (Bock, 2009). Així, marcadors

epigenètics que consisteixen en la metilació o falta de

metilació en un o varis loci determinats s'associen a la

presencia de certs tumors i poden emprar-se com a eina

de diagnòstic. A més, algunes modificacions en la meti

lació de l'ADN tenen també la capacitat de predir esce

naris futurs com ara la resposta a certs tractaments. Per

tant, i per contra d'altres tipus de marcadors com ara

canvis en l'expressió de certes proteïnes, els marcadors

epigenètics i, en particular, la metilació de l'ADN, no

només poden tenir poder de diagnòstic sinó també de

pronòstic. L'aplicació d'aquests marcadors fora de

l'àmbit sanitari també ha despertat molt d'interès, con

cretament pel que fa a la producció animal. Així, avui

en dia, hi ha esforços per desenvolupar marcadors epi
genètics per millorar la producció ramadera (Singh et

al., 2011) i també l'aqüícola (Gavery i Roberts, 2017).
Una àrea pràcticament no explorada és l'aplicació
d'aquests marcadors per determinar l'impacte de l'es

très ambiental a la fisiologia dels animals.

MATERIALS y MÈTODES

En aquest treball vam utilitzar el model de peix zebra

(Danio rerio) per investigar els efectes de dos pertorba
cions ambientals: l'elevada temperatura (abiòtic) i la

densitat de població (biòtic), sobre la metilació de dos

gens implicats en el desenvolupament sexual. Aquests
gens foren l'aromatasa gonadal (cyp19aIa) i el factor

de transcripció double sex and mab-3 related trans

cription factor I (dmrtI), necessaris per al correcte

desenvolupament de l' ovari i del testicle als vertebrats,

respectivament. Peixos zebra de la socaAB foren expo
sats a dues temperatures: 28°C (control) o 35°C (eleva
da) entre 18 i 32 dies després de la fertilització (dpf), o

bé a una densitat de població baixa (16 peixos/I; con

trol) o elevada (40 peixos/!) entre 18 i 45 dpf, en amb

dós casos coincidint amb el període de diferenciació

sexual. Tractaments com els esmentats resulten en un

augment de la proporció de mascles (Ribas et al.,
2017a; Ribas et al., 20l7b) i produeixen canvis a nivell

del transcriptoma gonadal en animals d'ambdós sexes,

afectant precisament cypI9aI a i dmrtI, atès el seu ca

ràcter de marcadors del desenvolupament ovàric i testi-

cular, respectivament (Ribas et al., 20l7a; Valdivieso et

al., 2019).
La metilació de les mostres d'ovaris i testicles s'ana

litzà en animals adults a 90 dpf (n = 10-19 peixos per
sexe i tractament), és a dir, setmanes després d'haver

acabat el tractament. Per determinar la metilació de

l'ADN a resolució nucleotídica, es va emprar la tècnica

de Multiplex Bisulfite Sequencing (MBS) posada a

punt al nostre laboratori (Anastasiadi et al., 2018). Els

efectes de sexe i temperatura en els nivells de metilació

es van analitzar amb una ANOVA de dos factors i quan

les dades no seguien els supòsits de normalitat tot i des

prés d'una transformació es va utilitzar el test Robust no

paramètric ANOVA de dos factors, utilitzant el paquet
estadístic WRS2 (v. 0.9.2) (Mair i Wilcox, 2016).

RESULTATS

Els resultats d'aquestes anàlisis mostren, pel que fa

cypI9ala (Fig. lA), nivells de metilació similars en fe

melles, al voltant del 30% i sense efecte de la tempera
tura ni de la densitat (P > 0.05). Els nivells dels mascles,
per contra, foren propers al 100% en els dos grups. Els

mascles tractats a 35°C mostraren un rang de metilació

molt més petit que els del grup control, on foren més

variables, encara que no significativament diferents (P
> 0.05), el que suggereix que l'elevada temperatura re

dueix la variació interindividual en nivells de metilació

de cypI9aIa al testicle. Resultats consistents amb els

acabats de descriure per la temperatura foren observats

en animals exposats a les dues densitats de població.
Una situació inversa s'observà en els nivells de metila

ció de dmrtI (Fig. IB), de tal manera que, en general i

de forma consistent, els valors de mascles foren inferi

ors al de les femelles (al voltant de 5-10% als mascles i

al voltant de 25% a femelles). S'observà un efecte en els

diferents nivells de metilació de dmrtl per sexe en els

experiments de temperatura i densitat i, en el cas dels

mascles exposats a temperatura elevada, aquesta va re

duir significativament els nivells de metilació (ANOVA
dos factors, P < 0.008) mentre que els nivells de metila

ció del dmrtI en mascles exposats a alta densitat varen

romandre similars al seu grup control.

DISCUSSIÓ

Aquest estudi mostra: I) diferències entre la metilació
de cyp19aIa i dmrtl entre sexes amb valors a favor dels

mascles per cypI9ala i a favor de les femelles per dmrtl,
2) l'absència de canvis en els nivells de metilació

d'aquests dos gens en femelles exposades a alta tempe
ratura o densitat, i 3) una disminució significativa de la
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Figura 1. Resultats dels nivells de metilació de l' ADN en la regió promotora de dos gens implicats en la diferenciació sexual del

peix zebra (A) aromatasa (cyp19aJa) i (B) double sex and mab-3 related transcription factor 1 (dmrtl ), en femelles i mascles expo
sats a pertorbacions ambientals durant el període de diferenciació sexual (18-45 dies després de la fertilització dpf): en temperatura
(18-32) dpf i densitat (18-45 dpf). El número entre parèntesis correspon al número de mostres en cada grup per tractament.

metilació de dmrtl a mascles exposats a alta temperatura
però no a alta densitat. Cal remarcar que les diferències
de metilació entre sexes d'aquests gens importants per la

diferenciació ovàrica (cyp19aJa) o testicular (dmrtl),
són inversament proporcionals als nivells d'expressió
d'aquests mateixos gens segons el sexe, de forma que

compleixen el model de la conservació en la regulació
epigenètica del sexe (Pi ferrer et al., 2019, sotmès).

Així mateix, és important remarcar que els efectes de

la temperatura poden considerar-se permanents atès el

temps transcorregut entre el final del període d'exposi
ció i el moment de prendre les mostres, que va ser de

gairebé dos mesos. Tal i com es mostrava amb els ni

vells d'expressió gènica, els nivells de metilació de

cyp19ala i dmrtl poden ser utilitzats com a marcadors

del sexe. A més, demostra que els mascles exposats a

alta temperatura en etapes primerenques del desenvolu

pament sexual mantenen una hipometilació de dmrtl

dos mesos després. Aquestes observacions poden utilit

zar-se pel desenvolupament de marcadors biològics
d'exposició a pertorbacions ambientals, necessaris en

els esforços actuals de comprendre millor els efectes,
aparents i no tan aparents, del canvi climàtic sobre els

organismes vius.
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