IDENTIFICACION DEL SEXO EN TRUCHA COMUN
MIGRADORA UTILIZANDO MARCADORES GENETICOS

Noemi Gonzalez Gonzalez
e- mail: noemicelanova@hotmail.com

Resumen
Trabajo Fin de Grado En este estudio se efectué una aproximacion experimental al proceso de
Tutora: determinacién sexual basada en la amplificacion parcial del gen sdY de Yano et
-Paloma Moran Martinez al. (2013) en Salmo trutta. Comprobamos la precisién del método en
Departamento de Bioguimica, poblaciones del rio Lérez determinando el sexo y estudiando su relacién con
Genética e Inmunologfa otros parametros: talla, peso, edad rio y edad mar. Los resultados determinaron
Facultad de Biologia que la amplificacion por PCR del fragmento del sdY es un método valido para la
Universidad de Vigo. determinacion del sexo, la proporciéon de hembras es superior a la de machos

en un porcentaje similar a la de otras poblaciones estudiadas y que no se
aprecian diferencias significativas en peso y longitud entre machos y hembras
como tampoco las hay para la edad de rio y edad de mar.

Palabras clave: gen sdY, determinacién sexual, reo, amplificaciéon por PCR,
Salmo trutta, rio Lérez.

INTRODUCCION

La trucha comun (Salmo trutta Linnaeus, 1758) es una especie de salmonido que exhibe diferentes
comportamientos de migraciéon dependiendo del ambiente. La distribucion geografica de esta especie se
extiende de forma natural desde el océano Artico (norte de Noruega) y el mar Blanco (Rusia), hasta las
montafias del Atlas en el norte de Africa. También desde Islandia hasta el mar Aral en Afganistan y
Pakistan (Behnke, 1972).

En rios con acceso al mar los juveniles pueden migrar al mar y retornar al rio de nacimiento para
completar su ciclo de vida (trucha anadroma o reo) o permanecer en agua dulce durante todo su ciclo
vital realizando movimientos restringidos dentro del rio (trucha residente o trucha). Este fendmeno por el
cual la poblacion se divide entre individuos migradores y residentes se denomina migracion parcial
(Jonsson & Jonsson, 1993). Normalmente, en los rios localizados en areas costeras con acceso al mar,
ambos tipos viven en simpatria. Cuando los adultos migradores vuelven al rio de origen para el desove,
las truchas residentes y los reos pueden reproducirse entre ellos y los juveniles crecen sin distincion
alguna en el mismo rio. Cuando llega la época del esguinado, la decisidon entre migrar o permanecer en el
rio se toma cuando se excede cierto umbral de condiciones ecoldgicas y genéticas, lo que presenta un
claro ejemplo de plasticidad fenotipica (Ferguson, 2006).

En muchas poblaciones descritas en la literatura, predominan las hembras sobre los machos entre la
fracciéon migradora de la trucha comun. Las poblaciones de reo se caracterizan, generalmente, por tener
una proporcién de sexos de 2-3 hembras por macho (Bagliniére et al. 2001).

Los reos, al igual que las truchas residentes, se reproducen entre diciembre y mediados de febrero. Los
juveniles, tras permanecer entre 1 y 4 afios en el rio, migran al mar como esguines en primavera.
Aproximadamente el 50% de la poblacién retorna al rio el mismo afo del esguinado a partir del mes de
junio, aunque no siempre con fines reproductores. La edad de primera maduracion tiene lugar entre el
primer y el tercer invierno tras el esguinado. El 25% de los reos retornan al rio para reproducirse por lo
menos una segunda vez, habiéndose detectado individuos que habian frezado hasta en cuatro ocasiones
(Bagliniere et al. 2001).
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Es en la etapa de reproducciéon cuando comienza la aparicion de caracteres sexuales secundarios y
donde se puede realizar un sexado visual fiable. Por lo general, la determinacion del sexo en esta etapa
no representa dificultad, ya que se puede determinar el sexo por las caracteristicas externas. En cambio,
en etapas previas es necesario abrir la cavidad visceral y exponer las génadas para determinar el sexo.
Incluso asi, la diferenciacién entre machos y hembras en fases tempranas de la madurez sexual puede
ser dificil siendo necesario el empleo de equipos 6pticos para identificar las géonadas. La identificacion no
invasiva del sexo en salménidos es en determinadas etapas de su ciclo vital muy complicada.

La determinacion de la proporcion de sexos y la sucesion de cambios en la fase de maduracion que
ocurren durante el afio son de enorme importancia para adquirir un conocimiento completo de la biologia
de una poblacién explotada. Por otro lado, la determinacién de los sexos tiene como aplicacion primordial
proporcionar informacién esencial sobre la dinamica de la reproduccién de una poblacion. La informacion
obtenida de estos analisis es util para: establecer edad y talla en las que los peces alcanzan la madurez
sexual, el momento y lugar de reproduccién y la duracién del ciclo desde el comienzo del desarrollo del
ovario hasta la puesta de los huevos. Junto con las estimaciones de la fecundidad, esta informacion
puede emplearse para calcular las dimensiones de la poblacion y su potencial reproductivo. Los datos
tienen varios usos practicos. La edad y la talla en el momento de la madurez sexual son importantes para
evaluar la edad 6ptima de la primera captura de una especie. Otro aspecto a considerar es el momento y
lugar del desove, que facilita la organizacion de la pesca recreativa.

Todas las especies de salmdénidos investigadas hasta la fecha han estado caracterizadas por un sistema
de determinacion sexual masculino heterogamético. Se ha demostrado que en su mayoria comparten un
sistema de determinacion sexual comun (XX/XY) pero no tienen cromosomas sexuales reconocibles al
microscopio (Devlin & Nagahama, 2002). Es por ello que se abre el debate sobre si comparten un gen
maestro de determinacion del sexo.

El descubrimiento del gen sdY como el gen de determinacion sexual en la trucha arco iris (Yano et al.,
2012) ha sido especialmente relevante. El gen sdY (sexually dimorphic on the Y-chromosome) codifica una
proteina de 192 aminoacidos mostrando una secuencia homadloga con el dominio carboxilo terminal del
factor regulador del interferon 9 (IRF9). La estructura del gen que se deduce del alineamiento del ADNc
sdY (n° de acceso del GenBank AB626896) con la secuencia OmyY1, muestra que esta compuesto por 4
exones que comprenden 7,694 pb de la secuencia de 21,126 pb de OmyY1.

En una investigacion posterior (Yano et al.,, 2013) demuestran que la secuencia del gen sdY esta
conservada en varias especies de salmoénidos y que estd estrechamente vinculada al locus de
determinacion sexual.

Yano et al. (2013) proponen un método de determinacién del sexo basado en la amplificacion parcial del
gen sdY. De modo que después de la amplificacion se detectaria la presencia de banda en machos que
estaria ausente en hembras.

Objetivos
. Comprobar la precision de que el procedimiento de sexado genético realizado en salmoénidos
puede tener éxito en las poblaciones de trucha (Sa/mo trutta) de rios que drenan al atlantico.

* Determinar, por métodos genéticos, el sexo de la poblacion de reos del rio Lérez durante los afios
2010y 2011.

. Estudiar la relacién del sexo con otros parametros (talla, peso, edad rio y edad mar) en la
poblacion del rio Lérez.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las muestras

Como muestras control del método de sexado se dispone de 80 muestras de aleta adiposa de truchas
macho y hembra, conservadas en etanol, de los rios Lérez y Ulla que fueron sexadas visualmente de
forma inequivoca.

Como muestras problema se dispone de 372 muestras de ADN extraido de la aleta de reos retornados
al rio Lérez y que fueron capturados en la presa de Bora como parte de una investigacién anterior (Marco-
Rius, 2013). Corresponden 149 al afio 2010 y 223 al afio 2011. Todas las muestras habian sido
amplificadas por PCR para 6 microsatélites. Esta amplificacién se considera como control positivo de la
buena calidad del ADN.

De estas muestras hay datos de peso y longitud tomados en el momento de su captura. Ademas, para
algunos peces, hay datos de la edad de rio (afos de permanencia en el rio) y la edad de mar (afos de
permanencia en mar). Las edades fueron calculadas mediante la lectura de escamas segun se explica en
Marco-Rius et al., (2012) por Mateo de la Fuente como parte de su TFG (Facultad de Ciencias del Mar).

Las escamas son las estructuras mas utilizadas en salménidos por su facilidad de extraccién y por no
causar un grave traumatismo al pez. La escalimetria permite, no solamente determinar la edad del pez,
sino que también posibilita el reconocimiento de diferentes fases vitales que ocurren en medios distintos.
También hace posible conocer las reproducciones que ha realizado y en qué momento, estableciendo el
crecimiento del individuo. En el caso de un pez anadromo —reo- es posible distinguir la fase juvenil que
tiene lugar en el rio, de la fase de crecimiento marino. El establecimiento de la edad fluvial y marina en los
distintos individuos analizados permite conocer la edad media de esguinado y de mar de la poblacion
(Bagliniere et al., 1985).

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo a partir de una pieza de aleta con resina de Chelex (BioRad).

Para ello se calienta el chelex en agitacién a 60°C y se afiade a cada tubo 400 pL y 20 yL de pronasa
(concentracién de 20 mg/mL). Posteriormente se calienta la mezcla a 55°C en agitacion para almacenar
en nevera o congelador.

Amplificacion de ADN

Para evitar contaminaciones las muestras se prepararon en una cabina de flujo laminar y la
amplificacion se realizé en un volumen de 1 yL de ADN gendmico. Para obtener el volumen final de 20 pL
afiadimos 16,5 yL de agua, 2 pL de buffer 10x, 1 yL de dNTPs 10mM, 0,2 uL de KAPA Taq (Kapa
Biosystems) y por ultimo 0,2 pyL de cada cebador 10mM.

El protocolo de amplificacion por PCR consiste en un primer paso de desnaturalizaciéon a 95°C durante
3 minutos, 30 ciclos que constan de 30 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 1 minuto de anillamiento a
60°C, 30 segundos de extension a 72°C y por ultimo un paso de elongacion.

Se utilizé la PCR 270 Thermal cycler de Applied Biosystem. El nombre y la secuencia de los cebadores
especificos, directo e inverso son respectivamente sdY E1S1: 5-ATGGCTGACAGAGAGCCAGAATCCAA
-3’y sdY E2AS4: 5-CTTAAAACCACTCCACCCTCCAT - 3’ (Yano et al., 2013).

Electroforesis en gen de agarosa

Para observar los resultados y asegurar que la amplificacion ha sido correcta, los productos de la PCR
se cargaron en geles de agarosa al 2% junto con un marcador de peso molecular. Las condiciones de la
Electroforesis son 100 mv durante 20 — 30 minutos.
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Visualizacion del gel
Una vez terminada la electroforesis se observa el gel de agarosa con una camara CCD Video Camara
module y con luz ultravioleta.

Analisis estadistico

Los andlisis se llevaron a cabo usando el software estadistico SPSS Statistics de IBM y el software R (R
Development Core Team, 2014).

Mediante el software SPSS se estudio la proporcion de individuos de cada sexo. Con el paquete ggplot2
del software R se realizaron las graficas donde se representa el nimero de reos en funcién del mes de
entrada en el rio, del peso y de la longitud.

Con el objetivo de evaluar la relacion del sexo con la longitud y el peso de los individuos se utilizé un
modelo linear del software R. El analisis de regresion lineal es una técnica estadistica utilizada para
estudiar la relacion entre variables cuantitativas. Del mismo modo se analiz6 la relacién entre el sexo y la
migracion con el objetivo de estudiar si hembras y machos migran al mar con la misma edad y si vuelven
al rio con la misma edad.

Las preguntas que se plantean en el analisis son las siguientes:

* ¢ Hay diferencias en peso entre machos y hembras?

* ¢ Hay diferencias en tamafio entre machos y hembras?

» ¢ Hay diferencias en la edad de rio entre machos y hembras? Es decir,  migran antes las hembras
o los machos?

* ¢Hay diferencias en la edad de mar entre machos y hembras? Es decir, ;jretornan antes las
hembras o los machos?

RESULTADOS

Extracciéon de ADN

El protocolo de extraccion con resina de Chelex ha
permitido una sencilla y rapida extraccion de ADN. La
cantidad y calidad de ADN extraido ha sido suficiente para
llevar a cabo una adecuada amplificacion.

Amplificacion de ADN

Una de las mayores dificultades de este proceso es la alta
probabilidad de contaminacion de las muestras.

La preparacién de las muestras en una cabina de flujo
laminar junto con los correspondientes controles positivos y
negativos permitié amplificar las muestras estudiadas vy
obtener buenos resultados libres de contaminacién. En la
Figura 1 se observan las bandas correspondientes a la
amplificacion de la secuencia conservada del gen sdY en
genomas masculinos de reo. Las muestras donde se aprecia
una ausencia de banda se corresponden con las hembras.

Figura 1. Amplificacion del gen sdY en

Salmo trutta. En la calle 1 se visualiza un
Anadlisis de datos control de macho, en la calle 2, un macho
y en las calles 3-4 hembras.

En la Tabla 1 podemos ver el resultado global del sexado
en Salmo ftrutta analizado con el software estadistico SPSS Statistics de IBM. El 78,0% de las 372
muestras analizadas se corresponde con hembras y el 22,0% con machos. Observamos como

predominan éstas sobre los machos con una proporcién de 3,5 hembras por macho.
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Tabla 1. Resultado del sexado. H: hembra, M: macho,
N: ndmero de individuos

N  PORCENTAJE

H 290 78.0 %
SEXO M 82 220 %
Total 372 1000 %

Tabla 2. Resultado del sexado por afio. H:
hembra, M: macho, N: nimero de individuos

Sexo 2010 2011

Si analizamos la distribuciéon por sexos de
las muestras para cada afo analizado
observamos cémo se mantienen unos N U N ]
porcentajes muy similares predominando las

H 113 758% 177 To40%
hembras sobre los machos con una
proporcion de sexos de 2-3 hembras por - S T S
macho (Tabla 2). TOTAL 148 1000% 233 100%

Para el trabajo se disponia de una tabla con la informacién detallada de cada pez: fechas de recogida,
datos de longitud, peso, factor de condicidn (relacion volumétrica en funcién del peso) y el sexado visual
realizado por los pescadores en algunas muestras. De algunas muestras se conocia la edad de rio y mar
calculada mediante la lectura de las escamas.

Tabla 3. Calendario de la migracién Observando el mes de retorno de los 372 reos en el rio
de ad“'tos(‘;%;gt%‘ﬂ?' rio Lérez Lérez podemos ver como la migracion de adultos se inicia
timidamente en el mes de abril y algo mas en mayo. La

MES N % proporcion de reos capturados se incrementa notablemente en
ABRIL 4 1.07 %

- H H H 0, 7 . . . 0
MATO 10 260 %, junio (17,74%) para alcanzar su maximo en julio (37,90%).
TUNIO 66 1]; 74 22 Tras este pico se inicia un descenso que alcanza su minimo en
JULIO 141 3;-;90 o octubre (4%), seguido de un remonte otofial en noviembre
AGOSTO &7 18.01 % relacionado con la reproduccion, pero de menor magnitud que
SEPTIEMEEE 19 3,117% el estival (Tabla 3 y Figura 2).

OCTUERE 16  430% Los 372 reos capturados en la presa de Bora entre 2010 y

NOVIEMBRE 29 1.,19%

& 2011 presentan una talla media de 344 mm y un peso medio
DICIEMERE 20 338%

de 490 g.

Respecto al total de las muestras fueron 86 las que fueron sexadas visualmente por los pescadores, de
las que solamente 64 concordaron con el sexado genético. Lo que representa un acierto del 55,04%.

count

Figura 2. Representacion de la

| migracion de adultos de retorno de reo.
En el eje X se indica el mes de retorno
] - | | - I (month) y en el eje Y, el numero de
! (S S O W s individuos (count)
1 J 4 5 8 7 0 8 1€ 1112

a

" Month
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Mediante los analisis que se llevaron a cabo usando el software R (R Development Core Team, 2014) se
obtuvieron las siguientes estimaciones para las preguntas planteadas:
* ¢ Hay diferencias en peso entre machos y hembras?

No. No las hay (Coeficiente de regresion = 6.61; P = 0.86)

. ¢ Hay diferencias en tamafio entre machos y hembras?

No. No las hay (Coeficiente de regresion = -0.86; P = 0.92)

. ¢ Hay diferencias en la edad de rio entre machos y hembras?

No. No las hay (Coeficiente de regresion = -0.07; P = 0.61)

+ ;Hay diferencias en la edad de mar entre machos y hembras?

No. No las hay (Coeficiente de regresion = -0.05; P = 0.77)

DISCUSION

Observando los resultados se puede afirmar que el método llevado a cabo en este estudio es fiable para la
identificacion no destructiva del sexo en las poblaciones atlanticas de Sa/mo ftrutta. A pesar de requerir el
manejo del animal para realizar un corte de la aleta para la extraccion de ADN, este método no necesita abrir
la cavidad visceral para exponer las génadas matando al pez. En el articulo de Petterson et al., (2014) se
relata como el hecho de realizar el corte en la aleta adiposa no afecta a los peces.

El método tiene dos inconvenientes. Por una parte, al tratarse de un método basado en la ausencia-
presencia de una banda amplificada, es necesario realizar controles internos de amplificacion. Si el ADN
no esta en buenas condiciones o hay presencia de inhibidores se obtendria un falso positivo para la
presencia de machos.

Por otra parte la contaminacion. Esta resulté ser un problema importante en el inicio de este trabajo ya
gque muchos controles se vieron afectados. Sin embargo, el problema se soluciond realizando las
amplificaciones en una cabina de flujo laminar y utilizando material (tubos, puntas, gradillas, agua...) en
exclusiva para este experimento.

La eficacia de este método queda patente en las amplificaciones de ADN realizadas con los controles de los
rios Lérez y Ulla. Estas muestras fueron sexadas mediante criterios morfolédgicos de forma inequivoca con el
fin de tener en cuenta todos los posibles errores del método. Este es un paso previo e imprescindible para
validar la efectividad del método ya que en la literatura hay referencias sobre falsos positivos o negativos del
marcador en algunas poblaciones. En el estudio llevado a cabo por Yano et al., (2012) se encontraron dos
especies de la subfamilia Coregoninae (Coregonus lavaretus y Coregonus clupeaformis) que amplificaban el
gen sdY en ambos genomas, tanto en machos como en hembras. En el mismo trabajo se indica también la
incapacidad para amplificar el gen en Esox lucius de la familia Esocidae que es considerado como la especie
hermana mas préxima a los salménidos.

Hasta la aparicion de métodos como el utilizado en este trabajo la identificacion no invasiva del sexo en
salmoénidos se realizaba mediante el método inmunoenzimatico de la vitelogenina (Pérez et al., 2005; Saura et
al., 2009). Es una proteina especifica de las hembras de vertebrados oviparos que se encuentra presente
durante el ciclo de maduracién ovarica. Para que sea valido este método es necesario que se haya iniciado en
el adulto la fase de produccién de huevos para que la vitelogenina esté presente en la sangre del individuo. Su
gran inconveniente en comparacion con la amplificacion del gen sdY es que no es valido para juveniles.

Las proporciones de sexos obtenidas en este estudio concuerdan con la mayoria de poblaciones
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estudiadas hasta ahora (Jonsson, 1985; Richard, 1986; Bagliniere, 2001; Caballero, 2002). Las
poblaciones migradoras de reo se caracterizan, generalmente, por tener una proporcion de sexos de 2-3
hembras por macho, lo cual representa una estrategia reproductiva que fomenta la fecundidad pero que
obliga a una mayor competencia entre machos sedentarios y anadromos. Las hembras anadromas
consiguen un aumento en la fecundidad con el aumento del tamafio corporal al desarrollarse en el
ambiente marino. El proceso de maduracién en el rio se desencadena con mayor facilidad en los machos,
que no requieren de un aumento de tamafio para incrementar la calidad de sus gametos. Por esta razon el
ciclo de vida sedentario es mayoritario en este sexo (Toledo, 1996; Caballero, 2003).

Cuando se comparan los datos obtenidos con la proporcion de sexos realizada visualmente por los
pescadores, utilizando los individuos capturados en la estacion de Bora, su acierto es solamente del
55,0% debido a la falta de caracteres sexuales secundarios en los peces que retornan al rio. Sobre todo
los que lo hacen tempranamente, bien en edad o en el mes de retorno. Por lo tanto el método de sexado
genético es muy util para la gestién de las poblaciones.

Los analisis realizados utilizando los datos disponibles de peso y longitud indican que el sexo no es
determinante ni para el tamafo ni para peso de los adultos por lo que no se observan diferencias significativas
entre machos y hembras. El tamafio de los individuos es muy importante en el rio ya que es un rasgo vital para
la supervivencia en la migracién al mar debido a la mayor capacidad de osmorregulacién de los individuos
mayores. En el mar el tamafio deja de ser importante porque ya han sobrevivido al cambio de ambiente.
Sucede tanto en machos como en hembras y todos los individuos, independientemente del sexo, tienden a
compensar su tamafio en el mar. Esto hace que los mas pequefios crezcan un poco mas y los grandes dejen
de crecer hasta equipararse (Marco-Rius et al., 2012).

Por ultimo, observamos que no hay diferencias entre la edad de rio y de mar entre hembras y machos.
Se concluye por tanto que el sexo es determinante sélo en ambitos de migracidon ya que las hembras en el
medio marino consiguen un aumento en la fecundidad con el aumento del tamafo corporal. El tamafo
favorece una mayor produccion de huevos y acceder a territorios de alta calidad para el desove y
desarrollo de los huevos (Jonsson & Jonsson, 1993).

CONCLUSIONES

» La amplificacion por PCR del fragmento del gen sdY es un método valido para la determinacién del
sexo en truchas del rio Lérez y Ulla.

* En los reos del rio Lérez la proporcion de hembras es superior a la de machos en un porcentaje
similar a la de otras poblaciones analizadas.

* No hay diferencias significativas en peso y longitud entre machos y hembras como tampoco las hay
para la edad de rio y de mar.
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