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Resumen:

El ciclido joya Africano (Hemichromis guttatus) fue introducido en 1996 en el valle de Cuatro Ciénegas,
Coahuila (uno de los Sitios prioritarios para la Conservacion de la Biodiversidad Acuética
Epicontinental). Se trata de una especie altamente agresiva hacia la ictiofauna nativa, cuyas
poblaciones desde entonces se han incrementado. Se han confirmado los impactos del ciclido joya por
competencia de los recursos con la consecuente disminucion de poblaciones de peces nativos y
endémicos que incluyen Ictalurus sp., Gambusia marshi, Herichthys minckleyi y Astyanax mexicanus
(Lozano-Vilano et al., 2006). En particular, se han visto afectadas las poblaciones del morfo
molariforme de H. minckleyi, el cual se alimenta de caracoles, que a su vez se alimentan de los
estromatolitos. De aqui, que la conservacién de los estromatolitos dependa estrechamente de la
presencia de esta forma. Considerando este contexto, el presente proyecto plantea la evaluacién e
implementacion de un método de control de esta especie. EI método esta basado en la reversion
sexual del ciclido joya para produccién de machos YY ("supermachos"), que al reproducirse con
hembras generan progenies exclusivamente de machos, con lo que las poblaciones irian
disminuyendo paulatinamente. La progenie seria analizada morfoldgica, biogquimica y molecularmente
para aseverar su masculinidad. Se llevardn a cabo igualmente experimentos para evaluar el
comportamiento de las especies nativas y el ciclido joya en laboratorio y se pretenden realizar ensayos
de control en campo.
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INTRODUCCION

Como es bien sabido, en la actualidad uno de los temas claves en
la conservacion y uso de la Diversidad Biologica es la problemdatica
relativa a las especies exdticas invasoras. En el caso particular de los
ambientes acudticos, la introduccion de las especies exdticas ha sido
identificada como uno de los riesgos ambientales mdas criticos a los que
actualmente se enfrentan las especies, los hdbitats y la biodiversidad en
general (Hopkins, 2001). Aunque no todas las infroducciones resultan
viables, el nUmero actual de especies introducidas y establecidas
sobrepasa por mucho la tasa natural de invasion, entendida como la
migracion de nuevas especies a las comunidades locales, como
consecuencia del surgimiento de una economia altamente globalizada
en las Ultimas décadas (Miller et al., 2002). El impacto de las especies
exdticas invasoras sobre los ecosistemas puede ser enorme y a menudo
su repercusion va mas alld del dano a la biodiversidad. En efecto, las
invasiones bioldgicas suelen implicar pérdidas econdmicas cuantiosas y
problemas sanitarios severos, volviendose asi una amenaza directa para
el bienestar humano (Pimentel et al., 2005). Especificamente, los impactos
de las especies acudticas invasoras pueden ser dramdticos vy
normalmente irreversibles, como el colapso de las pesquerias, la
eliminacion de los stocks para la acuacultura, el incremento de los costos
de produccidn, las amenazas a la salud humana o la alteracion de la
biodiversidad (UICN, 2007). Esto ha originado que se consideren las
invasiones bioldgicas como la segunda causa de pérdida de
biodiversidad, superada solamente por la reduccién y deterioro de los
hdbitats (MA, 2005). Dada la magnitud del problema, recientemente
Mendoza-Alfaro y Koleff-Osorio (2014) editaron una obra que sintetiza el
estado del conocimiento actual sobre este tema en México para
especies acudticas invasoras, incluyendo problemas de salud vy

perspectivas a futuro.



Especies invasoras derivadas de la industria del acuarismo

A nivel mundial el acuarismo constituye una industria multimillonaria
ya que anualmente se comercializan cerca de mil millones de peces
ornamentales (Whitfington y Chong 2007), con un valor aproximado de
USD$ 6 mil millones (Holthus y Gamain 2007) el cual se incrementa a USD$
15 mil millones al incluir diferentes insumos (acuarios, bombas,
termostatos, etc.; Bartley 2000). Desde hace varios anos esta industria ha
venido creciendo a una tasa de 14% anual a nivel mundial (Padilla y
Williams 2004) y en México se mantiene la misma tendencia ya que a lo
largo de los anos se ha observado un 8% de crecimiento anual (Mendoza
et al. 2010).

Durante muchos anos la acuicultura ornamental se ha desarrollado
significativamente con la carencia de andlisis de los riesgos ecoldgicos y
se han soslayado las consecuencias negativas derivadas del movimiento
de este enorme nUmero de peces en fodo el mundo (Tlusty 2004). A
diferencia del cultivo de peces comestibles, donde un numero
relativamente pequeno de especies dominan el mercado, los peces
ornamentales  representan  un  enorme reservorio de especies
potencialmente invasoras como resultado del comercio mundial de
aproximadamente 5000 especies (McDowall 2004). Por otfra parte, el
riesgo de la liberacion accidental de especies exdticas se incrementa dia
a dia ya que gran parte de la produccion de peces ornamentales se
realiza fuera de su drea de distribucion nativa (Tlusty 2004). Como
repercusion de este comercio carente de control, actualmente el
acuarismo representa una de las cinco principales vias de infroduccion
de especies acudticas exdticas en el mundo (Ruiz et al. 1997) y de al
menos 150 especies invasoras, de las cuales 115 son peces
dulceacuicolas (Padilla y Williams 2004). De hecho, el acuarismo ha sido
considerada como la principal via de introduccion de especies exdticas
en algunas regiones (Lintermans 2004; Cobo et al. 2010; Low 2011) y se

espera que la proporcion de especies invasoras intfroducidas por esta via



aumente en el futuro (Copp et al. 2007; Wolter y Réhr 2010; Ishikawa y
Tachihara 2014).

En México la falta de regulacion en el establecimiento y operacion
de las granjas de peces ornamentales ha resultado hasta el momento en
el establecimiento de especies exdticas en nueve de las diez regiones
acudticas continentales del pais, provocando severos impactos
ambientales (60% de las extinciones de peces en México se han asociado
a la presencia de especies no nativas; Contreras-Balderas et al. 2003) y
econdomicos (Mendoza et al. 2010). Adicionalmente a los escapes de las
granjas, la infroduccion a pequena escala de organismos no deseados
(efecto Nemo) y el drenaje del agua de tanques y acuarios publicos que
aun contienen organismos vivos son vectores de infroduccion de
especies exdticas con potencial invasor asociados con el comercio de
especies ornamentales en México (Mendoza ef al. 2014). Derivado del
comercio de especies ornamentales, en 1996 fue reportada por primera
vez la presencia del ciclido joya (Hemichromis guttatus) en la poza

Churince de Cuatrociénegas (Confreras-Balderas y Ludliow 2003).

Impacto del ciclido joya en peces de Cuatrociénegas

El Valle de Cuatrociénegas, localizado en la zona central de
Coahvuila estd reconocido como una zona prioritaria debido a su alto
nivel de endemismos, derivado de un ambiente relicto en una cuenca
endorreica. Las condiciones ambientales son de alta evapotranspiracion
e intfensos procesos de salinizaciéon sobre un sustrato gipsofilo, por lo que
las comunidades bidticas han evolucionado en condiciones extremas
(Arriaga et al., 2000). Presenta pozas calientes y frias con salinidad variada
que albergan una biota diversa la cual puede ser extremadamente
sensible a la perturbacion de su hdbitat (Torres-Vera, 2012). El Valle de
Cuatrociénegas fue decretado como Area Natural Protegida dentro de
la categoria de Area de Proteccién de Flora y Fauna. El decreto fue

publicado en el Diario Oficial de la Federacion el 7 de noviembre de 1994.



Un componente destacable de la biota de Cuatrocienegas es la
presencia de estromatolitos, los cuales son depdsitos microbianos
benténicos causados por la actividad bioldgica de los microorganismos
al incorporar carbonato en su material extracelular. Las comunidades de
estromatolitos florecieron en el precdmbrico y decayeron en el
fanerozoico, existiendo actualmente sélo en unos cuantos sitios a nivel
mundial. Su declive se atfribuye a la evolucidon y diversificacion de
metazoarios herbivoros (invertebrados actualmente) en el ordovicico
medio.

Las especies exdticas invasoras representan una amenaza a los
ecosistemas de forma general; sin embargo, los mds vulnerables son
aquellos en donde habitan especies endémicas. Dentro de este
contexto, el valle de Cuafro Ciénegas, Coahuila, es reconocido por
albergar cerca de 1,237 especies de las cuales 72 son endémicas. Como
se menciond anteriormente el alto grado de endemismo se debe a las
caracteristicas abidticas que se encuentran en la region y también a que
la mayoria de los cuerpos de agua no se encuentfran conectados. En el
Valle de Cuatrociénegas han sido reportadas 19 especies de peces,
clasificadas taxondmicamente en 4 ordenes y 8 familias. De estas, al
menos 12 son consideradas endémicas por tener la totalidad de su
distribucion dentro de la subcuenca (De la Maza-Benignos, 2015). En
contraste, un fotal de 22 especies exdticas han sido reportadas en el sitio,
de las cuales 4 son especies de peces. Cyprinus carpio, Micropterus
floridanus, Oreochromis aureus y Hemichromis guttatus, siendo esta Ultima
especie la mdas abundante en la region.

Las especies nativas mds ampliamente distribuidas son Astyanax
mexicanus Yy Gambusia marshi (Garcia-Ramirez, 2005). Estas especies se
distribuyen en 7 grandes sistemas hidrolégicos de la cuenca de
Cuatrociénegas. De estos sistemas, el que se origina en las pozas
Churince y la Becerra es uno de los mds representativos de la region,
fluyendo de forma superficial y/o subterrdnea hacia las lagunas

conocidas como el Garabatal (Minckley, 1969). El subsistema Churince



estd conformado principalmente por cuatro cuerpos de agua
superficiales comunicados subterrdneamente y por una serie de
riachuelos: la Poza Churince y Poza Bonita que conforman la fuente del
sistema, asi como también la Laguna Intermedia y la hoy ya seca Laguna
de Churince (De la Maza-Benignos, 2015). Debido a que este sistema se
considera el origen de la infroduccién del ciclido joya, ha sido la principal
zona de estudio para evaluar los efectos de esta especie invasora.
Hace cerca de 20 anos en el sistema Churince se tenia registro de
las especies Herichthys minckleyi, Cyprinodon bifasciatus, C. atrorus,
Astyanax mexicanus, Gambusia marshi, G. longispinis, Micropterus
salmoides, Lepomis megalotis, Dionda episcopa, Cyprinella xanthicarag,
Ictalurus lupus, asi como hibridos de Cyprinodon bifasciatus y C. atrorus
(Minckley, 1977). La mayoria de estas especies se pueden encontrar
desde el nacimiento de la poza Churince y se ha observado que se
desplazan estacionalmente por el canal Churince, con excepcion de
Cyprinodon atrorus, Gambusia longispinis y los hibridos de C. bifasciatus y
C. afrorus que se restringen al canal y resto del sistema Churince.
Aunque existen 19 especies de peces en Cuatrociénegas, solo
algunas se encuentran en asociacion con los estromatolitos, siendo los
mdas destacables C. bifasciatus y el ciclido H. minckleyi (Dinger,
Hendrickson, Winsborough, y Marks, 2006). Este Ultimo es una especie
troficamente polimorfica y adn se encuentra en la mayoria de las pozas
de Cuatrociénegas. La forma molariforme tiene dientes faringeos
robustos, mientras que la papiliforme los tiene numerosos vy finos. La forma
molariforme se distingue por alimentarse exclusivamente de caracoles
(Cohen, Hendrickson, Parmesan, y Marks, 2005). Debido a que los
caracoles se alimentan de estromatolitos, la presencia de la forma
molariforme de este ciclido es de gran importancia para el
mantenimiento de estos microorganismos. Por lo tanto, es necesaria la
conservacion de este ciclido con la finalidad de mantener a las
poblaciones de caracoles constantes y asi mantener la presencia de los

estromatolitos en las pozas de Cuatrociénegas. La infroduccion del



ciclido joya y su competencia con la etapa juvenil de H. minckleyi
(Hendrickson, 2006) ha ocasionado una importante disminucion en las
poblaciones de esta Ultima especie (Lozano-Vilano, Contreras-Balderas,
y Garcia-Ramirez, 2006), afectando también de forma indirecta a las
poblaciones de estromatolitos. Este es un caso marcado particularmente
en la poza Churince, la que se encuenfra en un severo colapso
ecolégico, no solo por el dano antropogénico ocasionado por la
afluencia de turistas, sino también por la presencia de diversas especies
de plantas riparias exdticas. Por ofra parte, la ictiofauna nativa de esta
poza ha sufrido un grave descenso en sus poblaciones considerando que,
de acuerdo con las observaciones mas recientes (De la Maza-Benignos,
2015), de las especies anteriormente mencionadas solo se pudieron
encontrar escasos ejemplares de H. minckleyi, en malas condiciones,
pero utilizando trampas y redes de chinchorro se logré obtener un nimero
considerable de ejemplares de ciclido joya.

En 1995, antes de la infroduccion del ciclido joya existian en la poza
Churince abundantes grupos de Cyprinodon bifasciatus, Herichthys
minckleyi, Astyanax mexicanus y Gambusia marshi. En ese momento C.
bifasciatus dominaba el fondo del manantial distribuido de manera mas
0 menos regular y con una densidad promedio de 1.2 organismaos por m2,
H. minckleyi se localizaba en las partes mds profundas junto con
ejemplares aislados de Micropterus salmoides. Mientras que la superficie,
los mdrgenes y el canal de salida estaban dominados por Astyanax
mexicanus y Gambusia marshi (Aguilera, 1998).

No obstante, para el ano 2010, una vez que se encontrd establecido
el ciclido joya, se reporté en esta localidad la desapariciéon de las
especies Cyprinodon bifasciatus y Astyanax mexicanus, mientras que
Gambusia spp.. Cyprinella xanthicara, Micropterus salmoides y Lepomis
megalotis solo fueron observados en el canal Churince (Dugan, 2014).

En fechareciente, De la Maza-Benignos (2015) describid la presencia
de Gambusia marshi en la poza Churince, de la cual se observaron

poblaciones abundantes, en contraste se observaron menos de 50



ejemplares de H. minckleyi en un estado senil y con heridas y marcas de
ataques y signos de enfermedad. Igualmente se observo la presencia de
un ejemplar de Micropterus salmoides. El fondo de la poza se encuentra
invadido por crecimientos algales anormales, que en algunas zonas
superan el metro de espesor, y que brindan refugio y estructura
reproductiva para la especie invasora H. guttatus. Probablemente dichos
crecimientos anormales se deben principalmente a la desapariciéon de
las especies herbivoras tanto de peces (e. g. Cyprinodon bifasciatus)
como de los macroinvertebrados que los controlaban (Tabla 1). El andlisis
de esta tabla muestra que en el tiempo que transcurrié de un andlisis a
otro (1995 - 2015) desaparecio Cyprinella xanthicara del sistema Becerra.
Mientras que en el sistemma Churince desaparecieron Astyanax
mexicanus, Cyprinella xanthicara, Cyprinodon bifasciatus, Gambusia
longispinis y Lepomis megalotis. Asi mismo, se puede observar que en el
complejo de pozas azules se perdieron Cyprinodon bifasciatus y Dionda
episcopa. Por Ultimo, en Santa Tecla desaparecieron Micropterus
salmoides y Lepomis megalofis.

Mediante el uso de isétopos, Marks et al. (2011), demostrd que existia
competencia alimenticia entre H. guttatus y las especies nativas H.
minckleyiy C. bifasciatus. Tanto H. guttatus como H. minckleyi poseen una
denticion papiliforme, lo que explicaria la rdpida diminucion de las
poblaciones de ésta Ultima en la Poza Churince como consecuencia de

la infroduccién del ciclido joya (Hendrickson et al. 2008).
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Tabla 1. Relacidn de especies observadas en diferentes localidades y tiempos

presente; O=ausente

Becerra Churince Pozas Azules

Especie/Ano Sistema Sistema Complejo Santa Tecla

1995 | 2015 1995 2015 1995 2015 1

(@]

2

(€

Astyanax mexicanus

Cyprinella xanthicara

Herichthys minckleyi

Cyprinodon bifasciatus

Gambusia marshi

Dionda episcopa

Gambusia longispinis

Cyprinella atrorus

Micropterus salmoides

Lepomis megalotis

Ictalurus lupus

Xiphophorus gordoni

OO0 <0000 |0 x> x> |x
O|O < |0|0|0 0|0 <[> [>|0O|x
O[O O o |[><|>< [ [>< > [>< [> [>< | >
O[O |00 |Xx|<|O < <|0O><|0|0
OO |X|>< <00 > |>x|><|0 [x
O|O X< |X<|0O|O |0 *<|0O > |0O|*
X[ |O[<[><|0|0]|0|><|0|0|><|><|3

Herichthys cianogutatum

<[><0/0/0|0|0|0x |00 =[x <2

A pesar de que se ha puesto mayor atencién en los efectos
negativos provocados sobre el ciclido H. minckleyi (Dugan, 2014),
probablemente los impactos mds importantes a nivel del ecosistema son
los producidos por el desplazamiento de C. bifasciatus de la poza
Churince. Lo anterior fomando en cuenta su abundancia reportada
sobre el fondo del manantial antes de la infroduccidon del ciclido joya
(Aguilera, 1998), asi como por la invasion anormal de algas como
consecuencia de la falta de esta especie como principal forrajera que
controla estos florecimientos (De la Maza-Benignos, 2015). Esta diferencia
en la composicion del fondo de los manantiales fambién se puede
apreciar comparando actualmente la poza Churince con la poza la
Becerra en donde aun no estd presente el ciclido joya y en la cual, a
pesar de las alteraciones por la disminucion de su nivel de agua, aln se
observa una comunidad de peces en buenas condiciones de acuerdo
con De la Maza-Benignos (2015). Estos cambios pueden influir sobre la
abundancia de las ofras especies, particularmente cuando las
condiciones climdticas son extremas y alteran las condiciones
fisicoquimicas (e. g. temperatura, oxigeno disuelto) de los ecosistemas

mas alejados de los manantiales como los canales, humedales y lagunas.
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De tal forma que, las pozas representan ecosistemas vitales para el

refugio de diversas especies de peces.

Control del ciclido joya y nuevas alternativas

Desde que fue confimada la presencia del ciclido joya en Cuatro
Ciénegas en 1996, se iniciaron los esfuerzos para intentar controlar las
poblaciones de esta especie invasora (Contreras-Balderas y Ludlow,
2003). Posteriormente, se reportd un esfuerzo “aparentemente” exitoso,
realizado del ano 2000 al 2004 para eliminar el ciclido joya en el que se
colectaron 19,071 ejemplares de esta especie combinado con la
restauracion de peces nativos en una poza de Cuatro Ciénegas (Lozano-
Vilano et al. 2006). Mientras que de 2001 a 2003 Garcia-Ramirez (2005)
colecté un total de 35,721 ejemplares del ciclido joya en la poza Churince
(25,328) y laguna de Juan Santos (10,393). Mds recientemente, entre los
programas implementados en las Areas Naturales Protegidas para la
atencion de especies exdticas invasoras acudticas se menciona uno
referente a la erradicacion del ciclido joya erradicacion de 2002 a 2008,
logrando capturar fan sélo en el Ultimo ano 75,000 ejemplares en el
sistema Churince (APFFCC, 2008). Todos estos esfuerzos se han realizado
utilizando el método denominado “captura-eliminacion”, consistente en
el empleo de redes o trampas para extraer los organismos de esta
especie. Sin embargo, las limitaciones de estos métodos son evidentes al
no registrarse la erradicacion o control de la especie, a pesar del tamano
y confinamiento relativo de las pozas de Cuatro Ciénegas, ademds de
los recursos, tiempo y esfuerzos invertidos. En efecto, en el reporte mads
reciente y detallado realizado por Dugan (2014), quien muestred un total
de 22 cuerpos de agua durante el verano del 2010, menciona que logrd
colectar 818 individuos de H. guttatus en 7 pozas distintas (Poza Churince
(356), Rio Churince (176), Poza Juan Santos (81), Poza Azul (1), Mojarrall
Este (34), Rio Mezquites (130), Poza Los Remojos (40).
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Debido a lo anterior resulta esencial implementar un método distinto
de control para esta especie. Histéricamente el control y erradicacion de
peces exdticos ha involucrado el uso de diversos quimicos como los
inhibidores de cadena respiratoria (e.g. rotenona) (Baldry, 2000),
anestésicos como el AQUIS-S (Clearwater et al., 2008), control biolégico
(Hoodle, 2004) y estrategias basadas en la modificacion genética
(Bergstedt y Twohey, 2007; Snow et al., 2005). Sin embargo, muchas de
estas estrategias son inespecificas, controversiales o de dificil
implementacion (Myers et al. 2000; Gutierrez y Teem 2006). No obstante,
una metodologia viable que aln no se han explotado como medida de
control, aunque si como medida preventiva, es la masculinizaciéon vy
feminizacion de poblaciones de peces (Hunter y Donaldson, 1983).
Considerando este contexto, el presente proyecto plantea la evaluacion
e implementacion de un método de control de esta especie, que
considera sus caracteristicas bioldgicas, las condiciones del valle de
Cuatro Ciénegas y el uso de herramientas metodoldgicas disponibles en
la actualidad. El ciclido joya, pertenece a la misma sub-familia de Ias
Tilapias, con las cuales ademds comparten su origen africano y potencial
invasivo, asi como caracteristicas bioldgicas en reproduccion vy
comportamiento. Debido a la infroduccion de filapias en todo el mundo
con fines de acuacultura, existen muchas investigaciones sobre ellas para
mejorar su produccion (FAO, 2010), dentro de las que destacan el control
de su excesiva reproduccion y precocidad sexual, 1o que limita su
crecimiento en los sistemas de cultivo. De esta forma se han
implementado diversas estrategias las cuales incluyen la cruza de
diferentes especies de filapias para obtener poblaciones monosexuales,
la reversion sexual y castracion quimica mediante aplicacion de
hormonas y la tecnologia YY o Tilapias Genéticamente Machos (GMT),
mediante la manipulacion genética del sexo para produccién exclusiva
de machos (Herrera et al. 2001). Las filapias GMT fueron creadas sin
ingenieria genética, ya que la metodologia implica una primera fase de

reversion sexual y una segunda fase de pruebas de progenie. Los machos
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resultantes son fértiles como cualquier otfro, pero con la consecuencia de
gue solo producen machos. De esta manera se evitaria la presencia de
hembras y su consecuente reproduccidon. De tal manera que si esta
aproximacion se usara con el ciclido joya sus poblaciones irian
disminuyendo paulatinamente.

El método que se tiene contemplado desarrollar es el propuesto por
Gutierrez y Teem (2006), denominado método del cromosoma troyano.
Este método implica la infroduccion de organismos con doble
cromosoma Y (machos YY o supermachos) con el fin de disminuir
paulatinamente la proporciéon de hembras, lo cual es posible debido a
que los machos YY, al cruzarse con una hembra, fienen una
descendencia exclusiva de machos XY, evitando la presencia de
hembras y su consecuente reproduccion (Fig. 1). De esta forma, la
infroduccion de machos YY de ciclido joya en las pozas de
Cuatrociénegas conduciria a un incremento en la proporciéon de machos
como consecuencia de un flujo desproporcionado del cromosoma Y, lo
que generaria una importante reduccion en el nUmero de hembras a
través de la infroduccion de varias generaciones de estos individuos,
hasta la extincion de la poblacion (Gutierrez y Teem 2006; Cotton vy
Wedekind 2007). Por ofra parte, la infroduccion de machos YY no
representaria gran riesgo para las especies nativas ya que los machos son
menos agresivos que las hembras (BMELF, 1999). Por ofra parte, este
método ha sido ampliamente recomendado como uno de los mejores
para la erradicacion de peces invasores (Cotton y Wedekind, 2007; Wang
et al., 2013; Senior et al., 2013).

En el caso de los triploides, estos son organismos estériles y no ofreceria
ninguna ventaja infroducirlos. La Unica posibilidad de erradicacion
usando organismos estériles (triploides) seria realizando la extraccion de
mds del 90% de la poblacidn de peces invasores e introducir los
organismos estériles para que disminuyera el esfuerzo reproductivo de la
poblacion invasora restante. Por ofra parte, la triploidia no asegura 100%

la esterilidad (Stanley, 1979). Adicionalmente, se ha reportado que los
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triploides presentan mayores mortalidades que los diploides, tienen
menor tolerancia a los estresores ambientales, presentan deformidades y

anormalidades en el crecimiento (Migaud, 2010).
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Figura 1. Esquema de los eventos de reproduccidn, reversion sexual e infroduccién de
machos YY para el control del ciclido joya en Cuatrociénegas mediante TYC (adaptado
de Gutierrez y Teem, 2006). a) Se muestra el efecto de la introduccidon de machos YY
producidos en cautiverio (F2), cuya descendencia (F3) consiste sélo de machos XY. b)
Adicionalmente seria posible introducir hembras YY para lo cual seria necesario un
segundo paso de feminizacion de la F2. La introduccion de estas hembras continuaria
ejerciendo un aumento en la proporcién de machos hasta la F4. El fenotipo sexual
esperado de los individuos se muestra con el simbolo & (macho) y @ (hembra), mientras
que el genotipo sexual se indica con los cromosomas X y Y. Los porcentajes indican la
proporcion de los individuos en la descendencia correspondiente. El color verde indica
los individuos silvestres presentes en Cuatrociénegas, mientras que el gris corresponde a
los machos o hembras YY infroducidos.
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La implementacion de este método requiere que la especie tenga
un periodo de diferenciaciéon sexual I&bil, algo comun en los ciclidos
(Pandian y Sheela 1995; D'Cotta et al. 2001). Sin embargo, durante los
eventos de produccidon de machos YY es necesario implementar

procedimientos para evaluar la efectividad del tratamiento de reversion
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sexual, ademds de la identificacion de los distintos fenotipos y genotipos
sexuales durante el desarrollo temprano. Para abordar estos aspectos se
requiere desarrollar biomarcadores, como la expresidon de la aromatasa
y otros genes de determinacion y diferenciacion sexual, la vitelogenina,

asi como la determinacion del cariotipo de la especie (Fig. 2).

Determinacion -  Proporcion de sexos
sexual
-3  Cariotipo
A dax1 (X)
=—>  (Genes cromosémicos dmy (Y)
dmrtt
L amh
D |fe;eer)1(i|:}c10n —3  Genes de expresion en machos cyp11b2
L wntdb
figla
- daxfa
——>»  Genes de expresion en hembras— ctanb1b
‘L fox!2a
-  Aromatasa wntda
Maduracion
gonadal Vitelogenina

Figura 2. Esquema de los marcadores empleados para la identificacion de genotipos
sexuales de ciclido joya dentro del contexto de la biologia reproductiva de los peces.

Evaluacion de intersexualidad de las génadas y verificacion de la
reversion sexual en el ciclido joya por medio de la identificacion de

dcidos nucleicos

La decision del sexo de un embridn durante su proceso de desarrollo,
asi como la diferenciacion de su fenotipo sexual se encuentra en su
material genético y se ve afectada por el ambiente en el que se
desarrolla. Por lo tanto, existen factores genéticos, ambientales, de
comportamiento vy fisioldgicos que pueden afectar el destino de las
células somaticas y germinales dentro de la gonada (Devilin vy
Nagahama, 2002). En el reino animal existen genes encargados de la
determinacion del sexo de una especie; especificamente en mamiferos

y aves estos mecanismos estdn muy conservados, mientras que, en los
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Teledsteos son muy diversos (Liu et al., 2015). Pocos han sido los genes
definidos a la fecha como determinantes del sexo en peces, entre ellos
Amhy en Odontesthes hatcheri (Hattori et al., 2013) y Dmy en medaka
(Oryzias latipes) (Matsuda et al., 2007). La determinacion sexuadl
especificamente en peces es un proceso muy flexible flogenéticamente;
y denfro de los individuos puede estar sujeta a modificaciones por
factores externos como se menciond anteriormente (Devlin y Nagahama,
2002). Debido a la complejidad para definir genes determinantes del
sexo, se opta por buscar genes que se expresen en etapas tempranas
durante la diferenciacion de las gonadas. El motivo es que estos genes
permiten observar una expresion diferencial caracteristica de cada sexo
durante el proceso de diferenciacion, indicando el sexo que se espera all
culminar el desarrollo y el mismo podrd ser comprobado al final. En los
Telebsteos, especificamente la familia de los ciclidos, debido a la gran
diversidad de dichos mecanismos entre las especies y a los relativamente
pocos estudios que hay sobre ellos, el interés y las investigaciones que
buscan determinar los genes involucrados en la diferenciacion sexual se

han incrementado notablemente en los Ultimos anos.

Genes marcadores de diferenciacion sexual en machos

Se plantean para Hemichromis guttatus, los patrones de expresion
de los genes Dmrtl, Cypllb2, Amh y Wnt4b como marcadores del
desarrollo sexual de machos. La elecciéon de los mismos se fundamenta a
continuacion, con base en investigaciones previas donde se encuentra
una clara asociacion de estos marcadores al desarrollo sexual de

machos en diferentes especies de peces.

e Dmrtl (double-sex and mab-3-related transcription factor 1)
Es un factor de transcripciéon con un dominio conservado de dedos
de zinc con unidn al DNA vy la expresion de Dmrtl es exclusiva de las

génadas en vertebrados (Hong et al., 2007). En el caso de los peces,
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Dmrtl se ha estudiado en Oncorhynchus mykiss especie en la que se
registré su expresion unicamente durante la diferenciacion testicular y no
en la de los ovarios en hembras (Marchand et al., 2000). En el mismo
reporte de investigacion, mediante gPCR, se observd que la expresion del
gen Dmrtl descendid al aplicar tratamiento con estrogenos a los peces,
confirmando asi su papel en la diferenciacion testicular de éstos.
(Marchand et al., 2000). En investigaciones con Thalassoma bifasciatum y
Danio rerio se encontré de igual manera una sobreexpresion de este gen
en testiculos comparada con la expresion registrada en ovarios (Liu et al.,
2015; Schulz et al., 2010). Todos estos acontecimientos estan reportados
en peces alejados evolutivamente de la familia de los ciclidos, sin
embargo, recientemente se ha propuesto este mismo papel de Dmrt] en
ciclidos, tras reportarse una sobreexpresion del mismo en testiculos,
comparada con la expresibon minima en ovarios de las especies
Astatotilapia burtoni, Ophthalmotilapia ventralis, Julidochromis ornatus,
Neolamprologus pulcher y Eretmodus cyanostictus (Bohne et al., 2013;
Bohne et al., 2014).

e Cyplib2 (11-beta hidroxilasa)

La importancia de Cypl1b2 dentro del desarrollo sexual de machos
reside principalmente en el papel de su producto, la enzima 11-beta
hidroxilasa, que actia en la sintesis de un potente andrégeno, la 11-
ketotestosterona (ljiri et al., 2008). Ademds, Cypl1b2 (tfambién conocido
como Cypllcl en pez cebra) se ve involucrada en otros pasos de la
esteroidogénesis en las gonadas (Liu et al., 2015). Anteriormente se
consideraba que la mayoria de los caracteres sexuales secundarios de
los peces Telebdsteos eran andrégeno-dependientes (Borg, 1994;
Yamamoto, 1969). Sin embargo, en el ciclido Oreochromis niloticus se
observd un incremento en la expresion de Cyp11b2 después del dia 30
en machos, mientras que en hembras hubo una nula expresidon durante

todo el ensayo (ljiri et al., 2008). Este hallazgo llevd a la especulacion de
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gue la importancia de la presencia de los andrégenos respecto a la
diferenciacion sexual es secundaria a la importancia de los estrogenos,
argumento que se confirma por Tao et al., en el 2013. Estos Ulimos
investigadores estudiaron la expresion de enzimas responsables de la
sintesis de androgenos y estrogenos a los 5, 30, 90 y 180 dias posteriores a
la eclosion en Oreochromis niloticus, enconfrando que, en efecto, en
etapas tempranas la expresion de androgenos era nula comparada con
la de estrogenos, sin embargo, en etapas posteriores el patron de
expresion de Cypl1b2 es caracteristico de las gbnadas de machos. En
otro estudio en el pez cebra, donde se compara con la expresion de
Amh, se confimd que la sobreexpresion de Cyplib2 es secundaria a
ésta, por lo que, aunque no es el inductor primario de la transformacion
gonadal de machos, si juega un papel importante en el proceso de su
diferenciacion sexual (Wang y Orban, 2007). Como en el caso de Dmirtl,
en sus investigaciones del 2013 y 2014, Bohne et al., enconfraron una
sobreexpresion de Cypl1b2 en testiculos, comparada con la expresion
minima en ovarios de los ciclidos Astatofilapia burtoni, O. ventralis, J.
ornatus, N. pulcher y E. cyanostictus, 1o que los llevd a postularlo de igual

manera como un marcador de la diferenciacion sexual de machos.

e Amh (hormona anti-Milleriana)

El gen Amh, cuyo producto es llamado también sustancia inhibitoria
mulleriana (MIS), pertenece a la familia de factores de fransformacion-A
de crecimiento (TGF-B) y estd involucrado en la diferenciaciéon sexual de
machos en mamiferos, donde actia en la regresidon de los conductos de
Mduller (estructura fisioldgica de las hembras) resultando en un fenotipo de
macho (Rey et al., 2013). Este gen se ha considerado un gen maestro en
la diferenciacion sexual en el pejerrey de la Patagonia (Hattori et al.
2012). En el pez cebra se detectd la expresion de Amh desde el ler dia
post fertilizacidon y una expresion aumentada después de 25 dias,

asociada con el periodo de diferenciacion temprana gonadal; ademds

19



se detectd una sobreexpresion en machos, mientras que en las hembras
la expresion se mantuvo minima (Rudiger et al., 2007). En el caso del
ciclido Oreochromis niloticus, la expresion del gen se observd hasta el dia
15 en machos, mientras que en hembras la expresidon se mantuvo basal
todo el tiempo (ljiri ef al., 2008). Liu et al., confirman en 2015 de igual
manera la sobreexpresion en testiculos de Amh en la especie Thalassoma

bifasciatum.

e Wnt4b (Wingless-type MMTV integration site family variant 4b)

Wnt4b, el Ultimo de los genes propuestos para machos es conocido
por corresponder a una molécula que estd involucrada en la via de
senalizacion de la determinacion del sexo femenino. Sin embargo, Wnt4b
es propuesto aqui como posible marcador del desarrollo sexual de
machos, ya que se considera relevante el hallozgo de una aparente
subfuncionalizacidon de esta molécula en los ciclidos: Astatotilapia
burtoni, O. ventralis, J. ornatus, N. pulcher y E. cyanostictus (Bohne et al.,
2013; Bohne et al., 2014). En efecto, al analizar la expresion de este gen
se determind que estaba involucrado en el desarrollo de los testiculos.
Ademds, en un estudio similar fue igualmente propuesto como un posible
gen involucrado en el desarrollo sexual de machos de Astatotilapia
burtoni (Heule et al., 2014). En Oncorhynchus mykiss, se observd una
expresibn mayor en testiculos en comparacién con la expresidon
enconfrada en los ovarios a los 18 dias post-fertilizacion (Nicol et al., 2012),
por lo que se cree que de haberse ampliado el tiempo de estudio se
hubieran podido obtener resultados en favor de lo aqui propuesto. Por
otra parte, Liu et al., 2015 encontraron también una expresion inesperada
en la especie Thalassoma bifasciatum, al observar que este gen era
mayormente expresado en testiculos en comparacion con la expresion
enconfrada en los ovarios, confirmando asi lo anteriormente especulado.
Oftro aspecto interesante que considerar es que T. bifasciatum es capaz

de cambiar de hembra a macho, pero se necesitaria una investigacion
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mas profunda para demostrar que Wnt4b esté involucrado en este
cambio de sexualidad del pez. Ademds, al no ser Thalassoma bifasciatum
un ciclido, pero si un teledsteo, se cree que por la diversidad de patrones
de desarrollo sexual en los teledsteos (refiiéndose tanto el sistema
genético y ambiental de determinacion del sexo), ésta sub-
funcionalizacion es propia de ellos (Liu et al., 2015), por lo que podria ser

un marcador de la sexualidad de machos.

Genes marcadores de diferenciacion sexual en hembras

Con base en la literatura consultada se encontraron diferentes
candidatos marcadores de sexo para hembras de H. guttatus de los
cuales se identificaron 5 potenciales: Wnt4a, Ctnnblb, Daxla y Figle,
siendo todos primordiales para la formacion del ovario, tejido especifico

de hembras.

e Figa (Folliculogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix o factor alfa

en la linea germinail)

En los vertebrados con dimorfismo sexual, desde los peces hasta los
humanos, se tiene conocimiento de que FiglA codifica para un factor de
transcripcion conocido como factor alfa en la linea germinal, que es el
principal regulador positivo de los genes codificantes de proteinas de la
zona pelucida (Zp2 y Zp3). y que se expresa desde los primeros dias de la
embriogénesis hasta la etapa adulta, actuando en la foliculogénesis
(Krisher, 2013).

La funcionalidad de FiglA se ha analizado en ratones hembras que
presentan deficiencias o que han sido expresamente carenciados
(knockout) en este gen, y se ha observado infertiidad debida a un
blogueo en la formacidon del foliculo primordial y en la pérdida completa
de los ovocitos. Mientras que la migracion, diferenciacion celular y

desarrollo gonadal se dan de manera normal, comprobdndose su papel
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en la foliculogénesis. En este mismo tipo de ensayos de ratones knockout
se ha observado que la deteccidn de estos transcritos se reduce a casi
cero en los ovarios de los ejemplares con la deficiencia, lo que hace
evidente su implicacion en la expresidon de genes de la zona pelucida
(Krisher, 2013). También, ofros estudios de expresion de genes
relacionados a la diferenciacion sexual en peces (Bohne et al., 2013;
Miyake, Sakai, y Kuniyoshi, 2012) confirman que la presencia de FiglA se
limita exclusivamente al tejido gonadal de hembras, considerdndosele
por esta causa como un posible marcador sexual dimérfico, y que por su
funcion conservada es también considerado como un determinante

sexual femenino (Li, 2010).

e FoxI2A (Forkhead box L2)

Este gen es un miembro de la familia de los factores transcripcionales
llomados Forkhead ya que confiene un dominio de 100 aminodcidos
caracteristico de union al ADN (Cocquet, Pailhoux, y Jaubert, 2002). Es
uno de los genes mads estudiados ya que se ha demostrado su relacion
con el sexo femenino en diferentes especies de vertebrados (Wang,
Kobayashi, Zhou, y Nagahama, 2004).

En ratones se demostrd su funcidon con ejemplares knockout para
este gen y, ahora se sabe que es uno de los genes que en etapas
tempranas regula de manera positiva el desarrollo del ovario en las
hembras (Eggers, Ohnesorg, y Sinclair, 2014).

Por su parte, Wang et al. (2007) demuestran mediante ensayos de
inmunohistoquimica, que este gen es un regulador en las rutas de
determinacién sexual para la diferenciacion del ovario mediante |a
activacion de la expresion de la aromatasa (Cypl19alA), involucrada en
la produccién de estrogenos. En su estudio realizaron pruebas en
gdénadas de tilapia, con anticuerpos dirigidos al factor transcripcional
codificado por FoxI2A, donde se observd que éste se encontraba

presente desde el dia 5 después de la eclosidn, mientras que la
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aromatasa se detecta a partir del dia 10, y ambos mantienen su expresion
hasta el dia 20 (mdximo analizado), tanto en gbnadas de hembras como
de machos feminizados con fratamientos hormonales. Aunado a esto
realizaron pruebas para identificar la region de union del factor FoxI2A en
el ADN demostrédndose que reconoce secuencias especificas dentro de
la regidbn promotora del gen que codifica para la aromatasa,
comprobdndose que FoxI2A es el responsable de la activacion de su
transcripcion en los tejidos gonadales. Lo anterior resulta congruente con
los perfiles de expresion por gPCR que reportan Bohne et al., (2013),
quienes determinaron que FoxI2A presenta altos niveles de expresion en
génadas de hembras. Previamente Baron et al. (2004) reportaron que, al
menos en peces, existia una relacion directa entre 1os niveles de expresion

de FoxI2A y Cypl19alA en individuos hembras.

e Wnt4A (Wingless-type MMTV integration site family variant 4a)

Es miembro de la familia de moléculas de senalizacidn Wnt, y la
Unica variedad involucrada directamente en la determinacion sexual. La
proteina Wnt4A forma parte de la via de senalizacion de Wnt/B-catening,
involucrada en la pluripotencialidad de la célula y la decision de su
destino celular, es decir su diferenciacion (Cell Signaling Technology,
2016; Nicol, Guerin, Fostier y Guiguen, 2011). La via Wnt/p-catenina es una
de las dos vias a las que se vinculan las moléculas de la familia Wnt, en la
que la activacion de genes se logra mediante la interaccion de la B-
catenina vy los factores de transcripcion de la familia TCF (T-cell Factor)
(via candnica), mientras que en la otfra via se activan genes mediante
una modulacidn interna de la concentracidon de calcio mediada por la
proteina G (via no-candnica). En la via candnica, el complejo Wnt/B-
catenina con los factores TCF se unen al elemento de respuesta de TCFy
activan la transcripcién de los genes blanco (Jordan et al., 2001).

Se sugiere un papel importante de la proteina Wnt4A en el desarrollo

del ovario, ya que en ratones hembra con ausencia de este gen se han
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desarrollado conductos masculinos internos y han degenerado los
femeninos (Jordan et al., 2001). Adicionalmente, segun los resultados
reportados por Jeays-Ward, Dandonneau, y Swain (2004) mediante
ensayos de gPCR, hibridaciones in situ y cepas de ratones mutados, se
demuestra que es Wnt4 |la variante que estd presente en gdbnadas tanto
de macho como de hembra en etapas tempranas del desarrollo de las
mismas. Y por los perfiles de expresion reportados en el frabajo de Béhne
et al., (2013) se pudo definir que la variante A es la presente en gobnadas
de hembras debido a que presentd los mds altos niveles de expresion en

este tejido.

e Citnnbi1B (Catenina g1 variante b)

Este gen codifica para la proteina Catenina B o p-catenina, la cual
forma parte de un complejo de activacion de la transcripcion de genes,
via Wnt (Clevers y Nusse, 2012). Y aunque no se ha estudiado mas a fondo
el papel especifico del producto de este gen, ni se han enconfrado
estudios de organismos knockout para corroborar su funcion dentro de la
ruta de diferenciacion sexual, este gen es frecuentemente reportado por
su participacion en la via Wnt, y por su importancia en el desarrollo y
diferenciacion del ovario (Eggers et al., 2014; Jiang, Hou, She, y Yang,
2013; She y Yang, 2014). Esto al parecer es debido a su participacion en
la via candénica que estd considerada como importante en el desarrollo
gonadal, ya que algunos de los genes activados mediante esta via se
encuentran vinculados con dicha funciéon (Jeays-Ward et al., 2004).

Tomando en cuenta los ensayos de gPCR de Bdhne ef al. (2013),
donde las génadas de las especies estudiadas presentaron altos niveles
de expresion del transcrito de este gen, especialmente en gbnadas de

hembra, se considera este gen como candidato.
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e Daxl1A (dosage-sensitive sex reversal-AHC critical region on the X

chromosome gene 1; NROB1)

Este gen codifica para un receptor nuclear hormonal que, en
estudios de expresion realizados por Northern blot se demostrd estar en
sobre-expresado en ovarios, en comparacion con tejido de higado vy
goénadas de machos (Wang et al., 2002). Los andlisis se realizaron
utilizando como sonda secuencias del gen DAX] marcada con P32, y
empleando como control el gen de la B-actina.

En machos, este gen se expresa casi de manera similar que Sry, pero
cuando se comienzan desarrollar los conductos testiculares su expresion
comienza a disminuir drdsticamente, mientras que en las hembras,
continua expresdndose, lo que sugiere un rol en la determinacion sexual
(Jiang et al., 2013). Actualmente se conoce que el producto de este gen
tiene un papel primordialmente anti-testiculos, md&s que un determinante
para el desarrollo de los ovarios, ya que su funcion radica en actuar como
co-represor de Sf1 y al formar este complejo impide la accidon de Sox9, el
cual a su vez es directamente un antagonista de Sry, bloqueando asi la
via de diferenciaciéon sexual de machos (Jiang et al., 2013).

En estudios similares se encontré que los ensayos de gPCR de Béhne
et al., (2013) indican altos niveles de expresion de este gen en gonadas
de hembras mas que en las de machos o en algun ofro tejido.

Es importante mencionar que, aunque la expresion de algunos de
los genes aqui descritos es ubicua y no es exclusiva de las génadas en los
peces, es ahi donde se expresan mayormente y el tejido en el que se
escogid evaluar sus patrones de expresion con el fin de ver directamente
representada la diferenciacion sexual del pez. Por la proximidad de
algunas de las especies que se mencionaron como referencia y por la
consistencia de los resultados encontrados en las investigaciones
anteriormente expuestas, fueron propuestos y justificados estos genes

para su empleo como marcadores del desarrollo sexual de machos.
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Genes housekeeping y su importancia para monitorear expresion de

génica

Ofro aspecto importante, es la necesidad de idenfificar genes que
sirvan como control en el andlisis de expresion, sobre todo si se frata de
especies extremadamente sensibles a variaciones ambientales, como es
el caso de los ciclidos; por ejemplo, el uso de esteroides o estrogenos
empleado en etapas tempranas del desarrollo alteran el estado
fenotipico del pez y esto es debido a que también altera la expresion de
sUS genes.

Para ensayos de expresidon por g-PCR es necesario evitar datos
errdoneos causados ya sea por las condiciones del ensayo, los diferentes
tratamientos empleados o por fallas técnicas en la extraccion del
material empleado, para monitorear o detectar estas variaciones se
deben emplear genes control que se adecuen a las necesidades
experimentales.

Un buen gen confrol debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

1. Nivel de expresion constante, es decir, que no sea afectado por
factores experimentales. Los genes housekeeping son un buen
ejemplo.

2. Nivel de expresion con variabilidad minima entre tejidos y estados
fisiologicos del organismo.

3. Un ciclo umbral similar al de los genes a estudiar, es decir: que el
nUmero minimo de ciclos para que se detecte su senal por g-PCR
sea casi el mismo.

4. Debe mostrar variabilidad en caso de que existan errores técnicos

durante la g-PCR o por la preparacion de las muestras a estudiar.

Los genes mds empleados son: GAPDH, B-Actina, TUBA y 18s IRNA,
pero como se menciond anteriormente, su uso depende completamente
de las condiciones experimentales a las cuales se someterdn los ensayos

(Kozera y Rapacz, 2013).
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« 18s Ribosomal como control en ensayos de expresion

Se han realizado evaluaciones sobre la confiabilidad del uso de
genes “housekeeping” utilizados en ensayos bajo la influencia de
hormonas, entre ellos genes como GAPDH, 18s rRNA, B -2-microglobulina
y B-Acting; sin embargo su estabilidad bajo agentes como 17a-
etinilestradiol y octilfenol es demasiado variable, y sélo es aceptable en
aquellos genes ribosomales, principalmente en el 18s rRNA, el cual parece
ser un buen gen confrol para ensayos de expresion ya que mantiene su
expresion estable entre tejidos y durante condiciones de administracion
de hormonas esteroideas (Geng et al., 2013; Li et al., 2013; Genovese et
al.,2012). Ademas, el gen 18s rRNA es uno de los genes housekeeping por
excelencia, ya que forma parte de la subunidad pequena ribosomal 40s
encargada de monitorear la complementariedad del tRNA y mRNA en la
traduccidn de proteinas, por lo que siempre estard presente y su funcion
es muy estable para evitar problemas en la fraduccion. Esto quiere decir
que, hipotéticamente: no importa a qué condiciones, exdgenas o
endogenas, sea sometido el organismo, el 18s rRNA mantendrd una
expresion estable, un efecto que no siempre se observa con genes como
GAPDH. El gen GAPDH codifica para una deshidrogenasa requerida en
rutas metabdlicas, mientras que la B —Actina estd involucrada en la
motilidad, estructura e integridad de las células; estos dos Ultimos genes
a pesar de ser vitales para el organismo son susceptibles a cambios en el
ambiente, por lo que no son del todo aptos para los fines de este ensayo
(Panek, Koldr, Vohradsky y Shivaya Valdsek, 2013; Tristan, Shahani, Sedlak,
y Sawa, 2011; Perrin y Ervasti, 2010).

Marcadores de cromosomas sexuales
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Identificar marcadores especificos de cromosomas para un
organismo del cual no se tiene un genoma secuenciado, No es una tarea
facil y es en este punto en el cual los genes maestros del sexo, como el
SRY y DAXT en humanos tienen un papel crucial para evitar algunas de
las limitaciones que ofros tipos de marcadores presentan, ya que se
encuentran especificamente en los cromosomas sexuales, simplificando
el sexado en mamiferos.

En ciclidos no se tiene un gen maestro presente especificamente en
el cromosoma Y para todas las especies, existen polimorfismos que
ayudan a su diferenciacion y ya hay genes descritos que estdn
involucrados en el desarrollo gonadal, los cuales coinciden con muchos
de los usados por mamiferos, enfre ellos DAXT y CYPIQAT, los cuales se

conocen por su importancia para la feminizacion.

e DAXI1a, marcador especifico de hembra

Uno de los genes ‘maestros’ ya descritos en ciclidos es DAXI, gen
que estd involucrado en la determinacidon sexual de hembras en
mamiferos y posiblemente en vertebrados inferiores como el salmon; se
expresa en etapas de desarrollo embrionario temprano, durante el
periodo de determinacion sexual, diferenciacion neuronal y en las etapas
tempranas de expresion gonadal.

Ademds, este gen juega un papel importante en la determinacion
sexual de los ciclidos como O. niloticus por la activacién de la capacidad
esteroidogénica que ocurre durante las etapas tempranas de expresion
gonadal y se dice que participa en la activacion de la B-catenina, la cual
estd involucrada en el desarrollo de ovarios, siendo activada por Wnt4 y
permitiendo asi que B-catenina propicie la regulacion negativa de los
genes Wnt involucrados en el desarrollo de testiculos, autorreguldndose
en el proceso (Bdhne et al., 2014). Se han realizado ensayos de expresion
y presencia de este gen en el Bacalao del Atldntico, mostrando una

expresion principal en hembras durante los primeros dias después de la
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eclosion, no obstante, se observado un pico de expresion a los 87 dias en
machos, esto debido a que DAX1 también se encuentra involucrado en
la produccion de hormonas esteroideas (Martins et al., 2013). En Tilapia,
un ciclido mds cercano, se mantuvo una expresion elevada en hembras
de los dias 5 al 35 después de la eclosion y aumentd en machos hasta el
dia 70. Esta funcidn conservada entfre peces y mamiferos es lo que lo
vuelve un candidato potencial para ser un marcador especifico de
cromosoma, ya que si es un gen deterministico de hembras en sus
primeras etapas de vida es posible que igual se frate de un fragmento
especifico de cromosoma sexual por esa funcion compartida (Shirak et
al., 2006; Haugen et al., 2012; Li et al., 2013; Sudhakumairi et al., 2005)

e CYPI9A1 como marcador de feminizacion en machos

La aromatasa es el producto del gen CYPI19, perteneciente a la
familia de los citocromos P450 que se expresa tanto en cerebro como
gonadas. Los teledsteos tienen dos isoformas de esta enzima: CYPI9A 1a
y CYPI9ATb (Huffman et al., 2013). La aromatasa es la responsable de la
biosintesis de estrogenos y se encuentra presente Unicamente en las
goénadas de hembras antes de la diferenciacion morfolégica en Tilapia y
otros ciclidos (CYP19ATa) y en menor medida en el cerebro, mientras que
CYPI9A1b se encuentra principalmente en cerebro y en menor medida
en géonadas antes de la diferenciacion morfoldgica (Béhne et al., 2013)

La expresidon de aromatasa comienza a los 15 dias después de la
eclosion y se mantiene estable posterior al desarrollo gonadal (ljiri et al.,
2007); se ha enconfrado que la expresion de CYPI9Ala aumenta
mientras que CYP19A1b se encuentra disminuido en hembras y viceversa
para machos de O. niloticus. Es este cambio de expresibn detectado
incluso a los 310 dias después de la eclosion en hembras lo que vuelve a
CYPIQAITa un marcador  potencial;  su expresion difiere
considerablemente entre machos y hembras, siendo CYPI9AIa

expresado en mayor cantidad en hembras y CYPI9AIb en machos,
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manteniéndose después de 168 y 310 dias sobre los niveles de expresion
presentados por hembras. Esto se debe a que la copia CYPI9AIa se
expresa principalmente en ovario y CYPI19A1b en testiculos (Goppert et
al., 2016; Bohne et al., 2014; Heule ef al., 2014).

Por todo lo anterior es que el desarrollo de herramientas moleculares
que ayuden a la identificacion del sexo de peces de importancia
bioldgica como el ciclido joya y de genes con niveles de expresion no
variables, nos permitirdn facilitar un fino monitoreo de la proporcion

sexual de esta especie.

e Competencia interespecifica entre Hemichromis guttatus y el
ciclido nativo Herichthys minckleyi evaluada por medio de sus
interacciones antagdnicas

La competencia intraespecifica se relaciona de forma positiva con
el fraslape en el uso de recursos, ya sea por la preferencia de elementos
de la dieta o el espacio. Muchas especies utilizan la agresion para
obtener y retener los recursos que necesitan (Kardy & Barreto, 2010), por
ejemplo, el aumento de la agresividad en defensa de un drea
determinada denominado territorialidad, significa  una  mayor
oportunidad de forrajeo y reproduccion. En consecuencia, es comun que
los ejemplares mds agresivos fengan mayores posibilidades de sobrevivir.

Este es el caso del ciclido joya, el que al igual que ofros ciclidos
africanos, presenta un comportamiento altamente territorial y agresivo.
Debido a este comportamiento, particularmente durante la temporada
de reproduccion, pueden afectar las comunidades nativas de forma
directa, por depredaciéon y competencia por las presas en comun; o
indirecta, haciendo que sus competidores gasten mds energia en evadir
los ataques que en mantener los recursos (Schofield et al., 2014). Cuando
un organismo con estas tendencias antagdnicas es infroducido a un
nuevo ambiente, se presenta un momento crucial en el que se define la
dominancia sobre los recursos y el refugio, si la especie nativa es capaz

de competir, las interacciones antagdnicas irdn aumentando hasta que
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una de las dos especies sea desplazada (Tran et al., 2015). Esta secciéon

del proyecto tiene como fin analizar la interaccidon entre la especie nativa

y la invasora en pequena escala, poniendo a prueba la supervivencia de

ambas especies bajo condiciones de laboratorio.

OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un método para el control del ciclido joya Africano

(Hemichromis guttatus)

Objetivos Particulares

Recolecta de ejemplares del ciclido joya en
Cuatrociénegas, Coahuila

Feminizacion de machos por medio de estrogenos
Reproduccion, infrogresion y obtencidn de machos YY
("supermachos™) del ciclido joya

Desarrollo y establecimiento de un inmunoensayo para la
deteccioéon de VTG en el ciclido joya (Purificacion de VTG del
ciclido joya, Caracterizacion de la molécula, Desarrollo de
anticuerpos policlonales anti-VTG)

Desarrollo de un inmunoensayo y deteccion de espigina en
el ciclido joya

Determinacion de la expresidon genética de la aromatasa
cyplQala

Evaluaciéon de intersexualidad de las gonadas y verificacion
de reversion sexual en el ciclido joya por medio de la
identificacion de dcidos nucleicos

Evaluacion comportamental de ejemplares de ciclidos joya

YY y la especie nativa Herichthys minckleyi en laboratorio
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. Ensayos de control del ciclido joya

JUSTIFICACION

H. guttatus es un ciclido africano que se distribuye a través del
comercio de especies ornamentales y que se ha convertido en una
especie invasora en las pozas de Cuatro Ciénegas Coahuila, México. La
invasion fue reportada por primera vez por Contreras y Ludlow en 2003.
Estos autores mencionan que el pez fue observado en la Poza Churince
desde 1996 y en visitas posteriores observaron un aumento considerable
de la poblacion, sugiriendo que podian ocasionar danos a la fauna
acudtica regional, generalmente endémica.

Después de los reportes de invasion de la especie, entre el 2007 y
el 2009, La Comision Nacional de Aéreas Naturales Protegidas, en
coordinacién con el Area de Proteccién de Flora y Fauna de Cuatro
Ciénegas (APFF) llevaron a cabo un Programa de Monitoreo y control de
la especie con la finalidad de erradicar o minimizar el impacto de esta
especie en el ecosistema. Se selecciond el sistema Churince como drea
de frabagjo, el cual se ubica en la parte central del APFF. Para la captura
de la especie se utilizaron trampas metdlicas en forma de embudo, las
cuales se infroducian por periodos de una hora, registrando el nUmero y
peso de los ejemplares de ciclido joya capturados (método de captura
y eliminacion). Los resultados demostraron que entre los anos 2002 al 2007
el nUmero de ejemplares capturados por jaula por hora no era mayor a
6, sin embargo, tan solo en el 2008 fueron capturados 75,000 ejemplares
de ciclido joya, lo que demuestra la adaptacion de la especie al medio,
lo cual queda constatado por su éxito reproductivo y facilidad de
desplazamiento, por lo que resulta inminente aumentar los esfuerzos de

erradicacion de la especie e intentar nuevas formas control.
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METODOLOGIA

Recolecta y mantenimiento de los organismos

Se realizaron tres salidas para recolectar 150 ejemplares del ciclido
joyay 6 ejemplares de cada una de las especies nativas H. minckleyiy C.
bifasciatus las pozas de Cuatro Ciénegas, Coahuila (se anexan permisos
de colecta). Los individuos de H. guftatus y H. minckleyi fueron
trasladados al laboratorio de Ecofisiologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la UANL en bolsas con agua suplementadas con oxigeno.
Después de dejarlos aclimatar, los individuos fueron sometidos a un
tratamiento salino (10 ppt) infermitente por un periodo de una semana
con la intencion de eliminar pardsitos. Mientras que los ejemplares de C.
bifasciatus fueron transportados a la instalacion de PRONATURA en
Cuatrociénegas ya que por su fragilidad no podian ser fraidos a Nuevo
Ledn.

Se acondicionardn acuarios de 20 y 40 galones, con agua que cumplia
con los requisitos de calidad para la especie H. guttatus. En cada acuario
se colocaron 3 hembras y 3 machos para observar la formacion de
parejas, lo cual fue constatado cuando el macho y la hembra
desarrollaban una coloracion nupcial, nadaban juntos y/o constfruian un
nido. En seguida, cada una de estas parejas fueron colectadas y
colocadas en acuarios del mismo tamano por separado. Cada uno de
los acuarios contaba con tres fipos de sustrato para el desove, con la
finalidad de que los reproductores tuvieran alternativas para ese fin.

En el caso de H. minckleyilos 6 ejemplares fueron colocados en un tanque
de 2.7 m de didmetro con una profundidad de agua de 80 cm. En el
tanque se colocaron piezas de ladrillo, rafia y macetas para simular su
medio ambiente natural y para que dispusieran de sustratos para
desovar. Ademds, el tanque se acondiciond con un sistema de filtracion
y oxigenacion de agua para mantener sus caracteristicas fisicoquimicas

en buenos niveles.
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La alimentaciéon de los reproductores fue variada, ofreciéndoles alimento
formulado en forma de hojuelas y alimento vivo como Artemia, larvas de
mosquito y quirondmidos, asi como pequenos trozos de higado de res.

Los acuarios fueron revisados diariamente para observar la presencia de

desoves.

Identificacion taxondmica

Un aspecto significativo sobre las especies invasoras es su
verdadera identidad. En el presente caso la especie fue reportada como
Hemichromis guttatus desde 1996 (Contreras-Balderas y Ludlow 2003).
Para tener la certeza de que en efecto se fratara de esta especie se
analizaron sus caracteristicas morfolégicas de acuerdo a las claves de
Loiselle (1992) y adicionalmente se llevé a cabo un andlisis molecular por
medio de la técnica del de “cddigo de barras de la vida" (Barcode) que
consiste en la existencia de un fragmento de ADN estandarizado para
identificar las especies de todos los organismos vivos y en el caso
particular de animales, se utiliza el gen mitocondrial COI (Hebert et al.,
2003).

Reversiéon sexual

En peces se han reconocido una gran diversidad de mecanismos de
determinacion sexual. Sin embargo, los procesos que conducen a la
diferenciacion sexual se encuentran relativamente conservados (ljiri et al.
2008; Wootton y Smith 2014), y muestran un alto grado de plasticidad, por
lo que es comun que el sexo se vea influenciado por disruptores
ambientales (e. g. esteroides exdgenos) (Guerrero-Estévez y Moreno-

Mendoza 2010), el pH o la temperatura (Bdhne et al, 2013). En efecto, en
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etapas tempranas de desarrollo existe un periodo critico durante el cual
se puede revertir el sexo (periodo labil), por lo cual es posible producir
poblaciones monosexuales experimentalmente (Fuentes-Silva et al.
2013). La administraciéon de hormonas para revertir sexualmente a los
peces es una técnica ampliamente utilizada en acuacultura, con la
finalidad de crear poblaciones monosexuales y asi obtener mayores
rendimientos (Gutierrez y Teem, 2006). En particular, para la reversion de
machos se suelen utilizar estrogenos, como el 17-B-estradiol, estrona, 17-
etinilestradiol, dieftilestilbestrol o antiandrégenos, como la flutamida, cuya

forma de administracion y concentracion es especie-especifica.

Feminizacioén

Durante este experimento se feminizaron los juveniles de ciclido
joya mediante su exposicion a Flutamida y estradiol, por inmersion y por
via oral, respectivamente, como se indica a continuacion. Se escogio el
17-B-estradiol y la Flutamida para los tratamientos de feminizacion. Se
selecciond el 17-B-estradiol ya que es el mayor estrogeno en los
vertebrados, estando relacionado con el desarrollo del sistema
reproductivo femenino y el mantenimiento de los caracteres sexuales
secundarios (Welshons et al., 2003). Mientas que la Flutamida es un
potente  anti-androgeno no esteroideo que puede unirse
competitivamente a los receptores de andrégenos, previniendo Ia union
de estos y regulando asi los procesos mediados normalmente por

andrégenos. (Bhatia, Kumar, Du, Chapman, y McLaughlin, 2015).

Estradiol

Cada tratamiento se realizd por triplicado, consistiendo en un total
de 25 individuos por replica y un tiempo de exposicion de 60 dias (Vidal-
Lopez et al., 2009). El inicio de la exposicion fue a partir del dia 15 después

de la eclosiéon (DDE). El estradiol se administrd en la dieta, utilizando como
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vehiculo nauplios de Artemia cuya dieta fue enriquecida con el
estrogeno. Asi, el estradiol fue disuelto en Selco utilizando una
concenfracion de 200 mg/L de alimento para ser incorporado en los
nauplios. Las crias de ciclido joya fueron alimentadas de manera
contfinua por medio de un gotero (Fig. 3), para proveer un flujo de
nauplios de Artemia de 17 nauplios/min durante é h hasta alcanzar 3,000

nauplios por réplica cada 3 h (Vidal-Lopez et al., 2009).

25 \
Individuos

'
e =

Figura 3. Mecanismo de alimentacion de nauplios a la pecera con juveniles de ciclido
joya.

Los nauplios de Artemia se obtuvieron de quistes comerciales y se
decapsularon hidratdndolos durante 1 hora. Posteriormente se agregd
una solucién con 10% de hipoclorito de sodio y se agitd durante 30 s.
Para detener la reaccion se anadio tfiosulfato de sodio. Finalmente, se
transfirieron a un medio salino (30 ppm) con aireacién desde el fondo
para que eclosionaran de una manera éptima. Para enriquecer el medio
de los nauplios se prepard una solucion stock de 500 mg de 17-B-estradiol
en 75ml de Selco, el cual fue agregado al medio de cultivo para alcanzar
una concentracion final de 6.66 mg/ml de 17-B-estradiol.

El Selco fue preparado de acuerdo con el protocolo descrito por
(http://acuarios.desdecostarica.com/foro/threads/receta-para-
enriquecer-artemia.22032/), el cual consiste, brevemente, en agregar 30
g de gelatina sin sabor en 800 ml de agua desionizada hervida y
posteriormente enfriada hasta 40°C. Por ofra parte, y de forma

independiente se mezclaron 160 ml de aceite de bacalao y 1 g de B-
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caroteno en una licuadora a la velocidad mas alta por 30 segundos, a la
cual se agregaron 30 g de mezcla de vitaminas (C, Ey Complejo B) y 4
yemas de huevo. Finaimente se agregd la gelatina por 90 segundos y se
almacend a 4°C.

Un grupo control fue alimentado con nauplios de Artemia sin enriquecer.
El suministro a las larvas en el caso de los tratamientos en los que se
utilizaron nauplios de Artemia se llevé a cabo durante un periodo de 60
dias. Después de este periodo las los nauplios fueron remplazados por una
dieta comercial hasta que las larvas lograron alcanzar una talla que
permitiera la diseccion de las génadas. A lo largo del experimento se
registré continuamente la supervivencia.

En los acuarios se registrd el pH y la temperatura cada dia durante todo
el experimento para confirmar que estos pardmetros se encontrardn

dentro del rango aceptado para la especie (Dugan, 2014).

Flutamida

La flutamida es un compuesto anfi-androgénico que actua
inhibiendo la accién de las hormonas sexuales masculinas, como la
testosterona, por medio de su unidn al receptor nuclear de los
andrégenos (AR). Por lo que al actuar durante la gonadogénesis se
comporta como un agente feminizante (Simard et al., 1986; Filby, et al.
2007)

Para la feminizacion por flutamida, se utilizaron 90 individuos después de
15 dias DDE, provenientes de la misma pareja de ciclidos joya (H.
guftatus), por tratamiento y por replica. Los tratamientos se llevaron a
cabo por triplicado.

Se elabord una solucion stock disolviendo 200 mg de Flutamida en 10 m
de etanol. Se fransfirieron 0.2 ml de ésta a tubos de vidrio para contar con
4 mg de Flutamida por tubo. Posteriormente, se dejé evaporar el alcohol

y se almacend para ser administrada segun se fue requiriendo.
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La Flutamida se administré por inmersion (Fig. 4) con la finalidad de que
fuera absorbida por las branquias y el aparato digestivo a una
concenfracion de 1 mg/L durante 60 dias. Diariamente se adicionaron
500 ml de solucion nueva y se reemplazd en cada repeticion a una
velocidad de 3 ml/min, con el propdsito de mantener una concentracion

constante.

Figura 4.- Mecanismo de administracion de Flutamida a los acuarios con juveniles de
ciclido joya.

Masculinizacion

Se proporcionaron moléculas androgénicas a larvas de ciclido joya
para su masculinizacion, con el propdsito de obtener el mayor porcentaje
posible de machos, mismos que fueron ulilizados como controles

negativos de expresion para la evaluacion de la aromatasa.

e Inhibidores de aromatasa (Fadrozol)

La exposicion al Fadrozol provoca la inversion sexual al unirse a la
aromatasa, impidiendo su actividad enzimdtica, o cual conduce a una
disminucion de la biosintesis de estradiol. El inhibidor de la aromatasa se
suministré en forma de implante en dosis de 10 mg/Kg, ya que se ha
comprobado que estas concentraciones inducian la inversion sexual y la

terminaciéon de la espermatogénesis hasta la fase masculina funcional en
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los meros (Epinephelus akaara y E. merra) (Guang-Li et al., 2006; Kumar
Bhandari ef al., 2004).

Determinacién del sexo por la técnica de squash

Se utilizd la técnica de squash descrita por Taylor et al. (2013), la cual
consiste en remover las gdbnadas con unas pinzas finas y colocarlas en un
portaobjetos previomente preparado con una gota de aceto-carmin.
Después se colocd un cubreobjetos por encima de las gonadas para ser
comprimidas. Las preparaciones fueron examinadas en un Microscopio

compuesto empleando magnificaciones de 25 a 50x.

Andlisis Morfométrico

El andlisis morfométrico de los peces es una herramienta importante para
el estudio de sus estructuras poblacionales. Ya que en muchas especies
de peces se conoce que diferentes partes del cuerpo crecen de manera
distinta de acuerdo alas etapas ontogenéticas, particularmente durante
la maduracion sexual (Bhuiyan e Islam, 1990). De aqui, que las medidas
especificas de las estructuras morfoldgicas de los peces y el andlisis de su
relacion estadistica entre ellas pueda ser de gran importancia para
reconocer el fenotipo de “supermacho” o “macho YY" en tilapia
(Abucay y Mair, 2004).

Para realizar el andlisis morfométrico se fomdé como muestra un desove
completo en el que la hembra progenitora habia sido fratada con
estradiol durante su etapa de diferenciacion sexual (experimento
descrito anteriormente). Posteriormente, se sexo este desove siguiendo el
meétodo de squash. Previaomente a la determinacion del sexo se tomaron
fotografias de cada ejemplar para realizar un andlisis que consiste en
definir una serie de marcas en los ejemplares utilizando el software TPSdig
(Fig. 5). Las siguientes medidas fueron registradas en cada ejemplar:
Longitud Total (LT) Longitud Estdndar (LE) Longitud de la Cabeza (LC) vy
Altura del Cuerpo (AC).
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Figura 5. Marcas para la generacién de andlisis morfométrico en un ejemplar de ciclido

joya.

El software crea formas geométricas a partir de las marcas asignadas que
pudieran ser indicativas de diferentes caracteristicas en los distintos sexos.
Una vez generadas estas formas, se analizaron las relaciones existentes
entre ellas mediante el uso del software TPSrel. Ya que estas relaciones se
obtienen de forma numérica, se llevd a cabo un andlisis de componentes
principales en R para lograr explicar cudl de los componentes tenia la
mayor relevancia para explicar la variaciéon de todas las relaciones

geomeétricas que genero el software.

Andlisis estadistico

Los resultados de la proporcion de sexos de los peces en los distintos
tratamientos fueron analizados por medio de una prueba de Fisher contra
la proporcion normal 50/50. La relacion entre pesos y longitudes fue
analizada con una t de student y se realizaron pruebas de Shapiro-Wilk y
de Bartlett para demostrar que los supuestos de normalidad vy

homocedasticidad de la prueba de t de student son ciertos. La
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significancia estadistica se aceptd a a=0.05. Para los datos en los que la
hipotesis de normalidad fue rechazada se realizd la prueba de Mann-
Whitney-Wilcoxon. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados en el

software R.

Purificacion de la vitelogenina

La vitelogenina es una lipoglicocarotenofosfoproteina que se
presenta Unicamente en las hembras iniciando la etapa de pubertad en
las especies oviparas. Esta molécula posteriormente se convierte en el
componente principal del vitelo presente en el ovocito, porlo cual resulta
un marcador sumamente Util para la identificacion de hembras (Arukwe
y Goksgyr 2003). La vitelogenina se produce en el higado durante la fase
de crecimiento secundario del ovocito (vitelogénesis) estimulada por el
estradiol liberado por las células del foliculo ovdrico (Lubzens et al. 2010).
Considerando estas caracteristicas se pretendia realizar la purificacion de
la vitelogenina mediante técnicas cromatogrdficas aprovechando su
tamano molecular (>300 kDa) y caracteristicas bioquimicas (presencia
de sacaridos, lipidos y grupos fosfato). Una vez aislada se procederia ala
produccion de anticuerpos especificos, mediante inmunizacion de
ratones. Los anficuerpos serian Utiles en la identificacion de hembras
durante los fratamientos empleando inmunoensayos enzimdaticos
(Mendoza et al. 2012). Sin embargo, debido a problemas técnicos con el
equipo de cromatografia y las columnas, los cuales no han sido posible
resolver debido a la falta de recursos econdmicos (producto de la
variacion en la paridad del ddélar con el peso del momento en que el
proyecto fue aprobado ala fechal), esta estrategia metodoldgica no fue
posible completarla. No obstante, se emprendieron acciones
complementarias para solventar este inconveniente mediante la
implementacién de una técnica alternativa para detectar y cuantificar
la vitelogenina, consistente en la cuantificacién de los grupos fosfatos

asociados a esta proteina y cuya utilidad ha sido comprobado como un
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procedimiento confiable para la deteccion y cuantificacion de
vitelogenina (Hallgren et al. 2009; Salomdo y Marques 2014). Debido a
que el gen se encuentra presente en ambos sexos, se espera la expresion
de la vitelogenina en las hembras obtenidas durante la feminizacion del

ciclido joya.

Marcadores moleculares

e Colecta de ejemplares en cuatro Ciénegas, Coahuila

Se realizd una diseccion in situ de los ejemplares de Hemichromis sp
obtenidos de la colecta, procurando la conservacion integra del tejido y
otros mds fueron disectados dentro de |as instalaciones del laboratorio de

Ecofisiologia, en la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL.

e Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA se realizd mediante el protocolo de Fenol-
cloroformo descrita por Chen y colaboradores (2007). El tejido empleado
fue preferencialmente fresco y el DNA obtenido se almacend a -20°C

hasta su posterior uso.

e Extracciéon de RNA.
La extraccion de RNA se realizd por medio del protocolo de Trizol y
en algunos casos, con ayuda del kit de RNAeasy de Qiagen, esto
dependiendo de las condiciones del tejido y la pureza necesaria. El RNA

obtenido se almacend a -20°C hasta su posterior uso.

e Sintesis y diseno de oligonucledtidos

Tomando en cuenta las diferentes publicaciones mencionadas, se

solicitd la sintesis de los oligonucledtidos a un servicio externo y otros mas
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se disenaron y verificaron de acuerdo con los recursos electronicos

disponibles en linea.
e PCR punto final

Los ensayos de PCR se realizaron para establecer las temperaturas
optimas de amplificacion para cada par de oligonucledtidos,
modificando las condiciones en los casos necesarios. Se empled una
concenfracion de DNA de al menos 50 ng/ul como templado y el resto

de los reactivos en las cantfidades indicadas en Tabla 2.

Tabla 2.- Reactivos y volumenes utilizados por reaccién para PCR en punto final

Componente Volumen/Reaccidn

Buffer 5x TuL
dNTPs Mix (4mM cada | 1.34 uL
uno)

MgCl2 (10 mM) 3 L
Agua libre de DNAsa 2.2 yuL
Oligos/Mix (5 uM) 1 L
Taq polimerasa 0.133 uL
Templado DNAg | 1.33 puL
(50ng)

Volumen total de |10 pL
reaccién

Para cada caso se siguid el siguiente protocolo: un hot start a 95°C
por 3 minutos, desnaturalizacion por 30 segundos a 95°C vy
establecimiento de un gradiente especifico para cada gen por 30s para
el alineamiento de los primers y verificacion de la mejor tfemperatura de
alineamiento. Después se realizd la extension a 72°C por 30 segundos y se
repitieron los pasos 2-4 por 35-40 ciclos segun era necesario. Se realizd una
Ultima extension a 72°C por 1 minuto y posteriormente se almacend a -

20°C o resolvié en un gel de agarosa.
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e Retro transcripcién

La sintesis de cDNA se realizd por retro-transcripcion con el uso de los
kits Accuscript de Invitrogen y Omniscript de Qiagen, para asi obtener el
cDNA necesario para las reacciones de PCR y g-PCR en la
estandarizaciéon de los genes candidato. El cDNA obtenido se almacend

a -20°C hasta su uso.

Preparacion de material para su secuenciacion:

+ Purificacion de productos de PCR

Con el fin de secuenciar los fragmentos obtenidos a partir de la RT-
PCR, fue necesaria la purificacion de los mismos y una concentracion
minima de 50 ng/uL. Para los productos Unicos se utilizd el kit QUIAQUICK
de Qiagen; en cambio, para el resto de los productos se empled el kit
QUIAEXII de Qiagen para la purificacion de los fragmentos a partir de gel
de agarosa.

Todos los productos purificados se almacenaron a -20°C y/o

cuantificaron por espectrofotometria.

e Clonacion

Se empled el kit Cloning plus de Qiagen para realizar la ligacion y
clonacién de los fragmentos en células de E. coli. Para esto, se empled el
vector de clonaciéon pDrive y células calcio-competentes de la cepa DH5
a de E. coli. Se verificd su crecimiento en agar LB con Ampicilina, IPTG y
X-GAL, para hacer una seleccion de clonas positivas o colonias blancas;
asi mismo, éstas se seleccionaron y crecieron en caldo LB con ampicilina
para sembrarlas en ofra placa para asi poder contar con un stock de
células positivas. Después se realizd PCR sobre las colonias ya separadas
y se verificd la presencia o ausencia del fragmento con los primers M13 o

primers especificos del fragmento clonado.
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e Obtencion de plasmidos

Se realizd la obtencion de pldsmidos a partir de los tubos con las
clonas que resultaron positivas empleando la técnica de Mini
preparacion de DNA plasmidico, segun Sambrook y Rusell (2006).
Después se realizd su cuantificacion con Nanodrop para verificar la
cantidad minima de 120 ng/uL, canfidad necesaria para la

secuenciacion automdtica éptima.

e Andlisis de secuencias y diseno de sondas especificas.

Después de obtener la secuencia y los electroferogramas, se
revisaron con los programas Serial Cloner y Snap Gene viewer. Asi mismo,
se corrobord su identidad mediante BLAST y alineamientos locales con
ofras secuencias de ciclidos disponibles en el NCBI para ver si los

fragmentos obtenidos corresponden a los genes deseados.

= Andlisis de expresion mediante qPCR.

El andlisis de expresion de los genes marcadores de Hemichromis sp.
mediante PCR cuantitativa se realizé en el Termociclador de BioRad
CFX96 Real-Time System, empleando a la par el software Bio-Rad CFX

Manager para la interpretacion y andlisis de los datos.

Expresion genética de la aromatasa cypl9ala

La enzima citocromo P450 aromatasa, también conocida
simplemente como aromatasa, es una enzima esteroidogénica que se
encuentra implicada en la diferenciacion sexual de los vertebrados, ya
que cataliza la conversion de andrégenos a estrogenos (Piferrer y

Bladzquez, 2005; Guiguen et al., 2010). En tetrdpodos la aromatasa es
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codificada por un Unico gen (cyp19) el cual presenta diversos promotores
especificos para su regulacion en diversos tejidos (Simpson et al., 1994).
Sin embargo, en teledsteos se han reportado dos isoformas, cypl9ala y
cypl9alb, cuya presencia se debe a un evento de duplicacion
cromosémica (Chiang et al., 2001; Guiguen et al., 2010), excepto en
especies del orden Elopomorpha, las cuales parecen haber perdido la
isoforma cyp19alb durante su evolucion (Jeng et al., 2005; Penaranda
et al., 2014). Ambas enzimas tienen afinidad por sustratos androgénicos,
principalmente testosterona, aunque difieren poco en su secuencia y
expresion. Asi, una de |las principales diferencias entre ambas isoformas es
que el gen cypl9ala se expresa generalmente en las goénadas,
principalmente en el ovario (Piferrer y Guiguen, 2008; aungque véase
Bdhne etal., 2013), mientras que cypl%alb se expresa de forma
predominante en el cerebro (Chiang et al., 2001; Trant et al., 2001). La
presencia de cypl9alb indica que la aromatasa también se encuentra
involucrada en mecanismos de neuroplasticidad y neurogénesis en
teledsteos (Forlano et al., 2001; Kwon et al., 2001).

Lo actividoad enzimdtica de la aromatasa es afectada
principalmente por la temperatura, explicando que algunas especies
tengan una influencia ambiental en el proceso de determinacion y
diferenciacion sexual. Ademds, en especies hermafroditas secuenciales,
se ha encontrado que la aromatasa participa en la remodelacion de las
gdénadas durante la transicion sexual (Sunobe, et al., 2005). La inhibicién
de esta enzima por diversas sustancias quimicas como el Fadrozol
también influye en el proceso de reversion sexual en algunas especies de
peces (Ankley, et al., 2002). Ademds, se ha determinado que la presencia
de la aromatasa en génadas puede estar influenciada por el genotipo
sexual (Kotula-Balak et al. 2008) y que los niveles de expresion difieren en
machos y hembras desde el inicio del periodo de diferenciaciéon sexual
(Kitano et al. 1999), por lo cual su expresion resulta de gran utilidad para

la identificacidon de machos YY.
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Bajo esta premisa se evaludé el éxito de los experimentos de
masculinizaciéon y feminizacion mediante el andlisis de la expresion
genética de la aromatasa por PCR en fiempo real como se indica a
continuacion.

Para la obtencion de larvas se colectaron ejemplares adultos de
ciclido joya directamente del sitio donde originaimente fueron
introducidos, en la poza Churince (26° 50' 24.42" N; 102° 8 2.31" O) del
Area Natural Protegida de Cuatrociénegas, Coahuila. Para la colecta se
utilizaron nasas (permiso de pesca de fomento PPF/DGOPA-188/14) en las
que se infrodujeron bombones de colores y alimento para perro como
carnada. Posteriormente los organismos fueron trasladados y mantenidos
en cautiverio en el laboratorio de Ecofisiologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas, U.A.N.L., donde fueron realizados los bioensayos de reversion
sexual.

Con el fin de inducir la reproduccion para la obtencidn de larvas se
acondicionaron acuarios de 20 galones, colocando rafias a modo
vegetacion y un macetero como sitio de anidacion y desove. En cada
acuario fueron colocados de 5 a 6 individuos adultos y se realizaron
recambios de agua del 30% dos veces por semana para simular la
temporada de lluvias e inducir la formacion de parejas. Los individuos
fueron alimentados fres veces al dia a saciedad aparente con alimento
vivo (lombrices de tierra, anfipodos y larvas de quirondmidos y mosquitos)
y/o dieta comercial (Nutripec, 32% proteina). Una vez formada una
pareja, lo cual se constatd por el cambio en la coloracion de ambos
individuos vy la custodia del nido, se removid el resto de los peces y se
continud con las condiciones anteriores hasta el momento del desove
(Greenberg, 1961). Debido a que la especie muestra cuidado biparental,
las larvas fueron mantenidas con los progenitores hasta los 14 dias
después de la eclosion (DDE). Durante este periodo las larvas fueron
alimentadas tres veces al dia con Paramecium spp. desde que se
observé el nado libre (3-4 DDE) y a los 12 DDE se comenzd la transicion a

la dieta con nauplios de Artemia franciscana. Al final del dia 14 DDE las
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larvas fueron distribuidas aleatoriomente en los acuarios destinados a los
tratamientos de reversion sexual: conftrol, feminizacion y masculinizacion;
los cuales consistieron en el suministro de agentes feminizantes y
masculinizantes a fravés de la dieta como se indica en la siguiente
seccion.

Los experimentos de reversion sexual consistieron en un tratamiento
de feminizacion mediante administracion de 17R-estradiol y uno de
masculinizacién utilizando fadrozol, un inhibidor de la aromatasa (Sigma-
Aldrich). Ambos reactivos fueron previamente disueltos en etanol al 70%
(6.66 mg/ml) y se administraron a través de la dieta utilizando nauplios
enriquecidos con la hormona correspondiente. El grupo control fue
alimentado con nauplios sin enriquecer. Para el enriguecimiento de los
nauplios se realizd una adaptacion de protocolos establecidos
previomente (Martin-Robichaud et al., 1994; Stewart et al., 2001; Vidal-
Lopez et al.,, 2009). Diariamente se hidrataron quistes comerciales de
Artemia franciscana (Brine Shrimp Direct, Inc.) durante 1 hora y se
decapsularon durante 1 minuto en una solucidon de hipoclorito de sodio
al 5% (cloro comercial). El cloro se desactivd con tiosulfato de sodio
(anticloro comercial) y los quistes decapsulados fueron filtrados,
enjuagados con agua dulce vy tfransferidos a un recipiente cénico con
aireacion desde el fondo, donde se incubaron en un medio salino (30
ups) a 25 °C durante 24 horas. Después de la incubacion los nauplios
fueron colectados y fransferidos en un recipiente limpio. Se calculd la
densidad promediando el nUmero de nauplios presentes en 10 muestras
de 1 ml y se dividieron en tres medios de incubacién de acuerdo a los
tratamientos de reversion sexual. Para el tratamiento de feminizacion los
nauplios se enriquecieron en un medio nutritivo (selco, modificado por
Lozano-Pena, 2017) con 17B-estradiol a una concentfracion de 200 mg/kg
de alimento. Lo anterior considerando que, para el lote de quistes
utilizado, después de la eclosion habia 100 nauplios por mg de peso y la
incorporacion de estradiol en los nauplios es de 461 ng/mg (Stewart et al.,

2001) asumiendo un 100 de absorcion.
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Los tratamientos de reversion sexual se llevaron a cabo por triplicado
en acuarios de 10 galones distribuidos de forma completamente
aleatoria. Se utilizaron un total de 50 larvas por acuario, con un tiempo de
exposicion de 45 dias a partir de los 15 DDE. Para los fratamientos de
feminizacion y masculinizacion las larvas fueron alimentadas con los
nauplios enriquecidos con 17p-estradiol y fadrozol, como se indicd en la
seccion anterior, y en el grupo control las larvas fueron alimentadas con
los nauplios expuestos a etanol. La alimentacion se realizdé a saciedad
aparente dos veces por dia después de 2 y 5 horas de enriquecimiento
de los nauplios. Los acuarios se mantuvieron a un volumen de 20 L, con
aireacion constante y se realizaron recambios del 50% dos veces por
semana para mantener la calidad del agua. Se registraron los valores de
temperatura tres veces por dia, de pH dos veces por semana y de
concentracidon de amoniaco, nitritos y nitratos una vez por semana
utilizando un kit colorimétrico (Freshwater master test kit, API). Para los
andlisis de expresidon genética se sacrificaron 12 larvas por fratamiento
(cuatro por réplica) alos 15, 30, 45y 60 DDE, para las cuales se cuantifico
rapidamente el peso y la longitud total (LT; solo a los 60 DDE) e
inmediatamente fueron almacenadas en RNAlater (Qiagen) a -20°C
hasta la extraccion de RNA. Al finalizar el fiempo de exposicion a los
tratamientos (60 DDE) se contaron los organismos sobrevivientes y se
calculd el porcentaje de supervivencia. Posteriormente los organismos
fueron alimentados a saciedad tres veces por dia con una dieta
comercial (Nutripec, 32% proteina).

Se determind la proporcidon de sexos en cada tratamiento para
evaluar la eficiencia de la reversidn sexual y correlacionar los niveles de
expresion genética. Para lo cual se sacrificaron 36 individuos a la edad
de 199-235 DDE y se determiné el sexo mediante disecciéon e inspeccion
visual de la génada o fincion con aceto-carmin. La técnica de tincidon
con aceto-carmin ha probado ser Util en la evaluacion de sexos de forma
rdpida vy eficiente, incluso al fratarse de individuos pequenos

(Wassermann y Bertolla-Afonso, 2002). Para la tincidén se prepard una
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solucion de aceto-carmin (indigo-carmin al 0.5%, dcido acético al 45%),
la cual fue previomente calentada hasta ebullicion por 5 min vy filtrada
para eliminar el exceso de colorante. Una vez removida la gbnada se
colocd una muestra de tejido sobre un cubreobjetos, se agregaron unas
gotas de aceto-carmin y se presiond la muestra con un cubreobjetos
(squash gonadal). La preparacion fue analizada en un microscopio
Optico a 100X y 200X para determinar el sexo de los organismos de
acuerdo con las estructuras presentes (Guerrero y Shelton, 1974;
Wassermann y Bertolla-Afonso, 2002).

Todas las pruebas moleculares fueron realizadas en el Laboratorio de
Ciencias Gendmicas de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, U.A.N.L. Para
cuantificar los niveles de expresion genética de la aromatasa se exirgjo
el RNA ftfotal de cada larva para construir el cDNA, el cual fue
posteriormente amplificado mediante PCR en tiempo real (RT-gPCR)
utilizando cebadores especificos para este gen como se indica en las
siguientes secciones.

El RNA toftal de cada larva fue exfraido en Trizol (Ambion) de
acuerdo con el protocolo del fabricante, utilizando 10 volUmenes del
reactivo durante la homogenizaciéon para reducir la contaminacion con
DNA gendmico (Heidary y Pahlevan, 2014). Brevemente, cada larva
completa fue homogenizada en Trizol y centrifugada a 12,000 g (10 min,
4 °C). El sobrenadante fue incubado a temperatura ambiente durante 5
min, mezclado con cloroformo y centrifugado a 12,000 g (15 min, 4 °C).
La fase superior acuosa fue recuperada e incubada toda la noche a -20
°C con isopropanol al 90%. Posteriormente se centrifugd a 12,000 g (10
min, 4 °C) y el precipitado (RNA) fue lavado con etanol al 70%. Se
centrifugd nuevamente a 7,500 g (5 min, 4°C) vy el pellet se dejo secar
durante 5-10 min en una campana de flujo laminar e inmediatamente se
disolvi6 en agua estéril. El extracto de RNA fue cuantificado por
espectrofotometria (Nanodrop, Thermoscientific) utilizando 1.5 ul de la
muestra y se determind su calidad de acuerdo a su densidad éptica

260/280 (para lo cual se recomiendan valores entre 1.8 y 2). Ademds, se
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evalud la integridad de las subunidades 18s y 28s de RNA ribosomal por
electroforesis de 1 ug de RNA total en un gel de agarosa al 1% incluyendo
cloro comercial al 1% como agente desnaturalizante e inhibidor de
ribonucleasas (Gayral et al., 2011; Aranda et al., 2012). Para la fincion se
utilizé bromuro de efidio y los geles fueron analizados en un
fotfodocumentador Gel Doc XR+ ufilizando el software Image Lab 5.2.1
(Bio-Rad).

La construccion del DNA complementario (CDNA) se realizd con el
kit de franscripcion reversa de Omniscript (Qiagen) utilizando hexdmeros
al azar de acuerdo con el protocolo del fabricante con algunas
modificaciones. El RNA total (125 ng) fue incubado a 65 °C por 5 miny a
temperatura ambiente por 5 min. La transcripcion reversa se realizd en un
volumen de 10 yl con una mezcla de reaccion de 0.125 ul de buffer RT
10X, 0.5 yl de dNTP 5 mM, 2.5 ng de hexdmeros al azar, 0.125 yl de enzima
RT, 0.01 yl de inhibidor de RNAsas y agua hasta completar el volumen
final. La mezcla se incubd en un termociclador por 10 min a 25 °C, 60 min
a 37°Cy 15min a 70 °C, y se utilizd inmediatamente o se aimacend a -20
°C hasta su amplificacion en la reaccion de PCR.

Para la amplificacion de los fragmentos de la aromatasa cypi9ala
se disenaron cebadores a partir de regiones conservadas de las
secuencias disponibles para otras especies de ciclidos (National Center

for Biotechnology Information database; http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

utilizando el software MEGA7 para el alineamiento de las secuencias.
Adicionalmente (ver resultados) se evalud la expresion del gen foxI2.
Como gen de referencia se utilizd el 18s ribosomal (mencionados
previamente). La secuencia de cebadores, temperatura de
alineamiento y el tamano de fragmento esperado para cada gen
(directo 5" CAT GAA CGA GAG AGG CATCA 3, reverso 5’ AGATGT CCA
CCA CAGTGC AG 3).

Los niveles de expresidon fueron determinados mediante PCR en
tiempo real (RT-gPCR) utilizando los valores de acumulacion de

fluorescencia durante la amplificacion con el fluoréforo SYBRgreen
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(SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix, Bio-Rad). Cada muestra
fue analizada por duplicado en un volumen de reaccion de 10 ul (1 ul de
cDNA, 1 ul de cebadores (5 yM cada uno), 3 pl de H2O estéril y 5 ul de
SYBR Green 2X supermix). La amplificacion se realizdé en microplacas de
96 celdas en un termociclador CFX96 RealTime System (Bio-Rad) con las
siguientes condiciones: hot start de 95 °C (3 min); 40 ciclos de 95 °C (30s),
58.8°C (305s), 72°C (305); y extension final a 72 °C (1 min). Se programaron
las lecturas de fluorescencia al final de cada ciclo de extension y para
analizar la pureza del producto se realizd una curva de disociacion con
un gradiente de temperatura de 65 a 95 °C en incrementos de 0.5 °C/5s.

Solo los datos de crecimiento y supervivencia cumplieron con 10s
supuestos de la estadistica paramétrica. Se realizd un ANOVA de una via
para evaluar el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento en peso
a los 30, 45 y 60 DDE, y longitud total a los 60 DDE. Los valores de
supervivencia fueron evaluados mediante un ANOVA de una via después
de ser transformados por medio de la funcidn arcoseno de la raiz
cuadrada del porcentaje. Debido a que los valores de expresion relativa
no cumplieron los supuestos de normalidad y homoscedasticidad, se
evaluaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de
una prueba Conover-lman para identificar diferencias entre los
tratamientos. Para evaluar cambios en la expresion relativa de un
tratamiento en dos dias distintos se realizdé una prueba de Mann-Whitney-
Wilcoxon (Pohlert, 2014; Goppert et al., 2016). La proporcion de sexos fue
evaluada mediante una prueba de X? contra la proporcidon esperada de
1:1 (Mair et al., 2011). La significancia estadistica se aceptd a P < 0.05.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados en R v3.3.1 (Logan, 2010).

Cariotipo

La determinacion sexual es el mecanismo por el cual se define el
sexo fenoftipico de un organismo. En especies gonocodricas, como 1os

ciclidos, se han reconocido dos principales mecanismos de

52



determinaciéon sexual: genéticos (Genetic Sex Determination, GSD) vy
ambientales (Environmental Sex Determination, ESD). A diferencia de las
especies con ESD, en especies con GSD el sexo es determinado al
momento de la fertilizacion, lo cual usualmente se refleja en la presencia
de cromosomas sexuales, como los XY (Wootton y Smith 2014). La forma
de estos cromosomas y su comportamiento durante la meiosis puede ser
utilizado para determinar el sexo heterogamético (i.e. machos en el caso
de XY), debido a que sus cromosomas muestran un apareamiento
anormal por las diferencias en su contenido genético (Carrasco ef al.
1999).

El cariotipo es el patrén cromosdémico de una especie expresada a
través de la descripcidon del nUmero, tamano y forma de cada tipo de
cromosoma del set completo de cromosomas, agrupados en pares
homologos y ordenados segun su tfamano y forma, desde el mdas grande
hasta el mds pequeno.

Los peces se encuentran como un grupo parafilético que representa
mas de la mitad de las 55,000 especies de vertebrados vivientes (Helfman
et al 2009). La descripcion de nuevas especies pertenecientes al grupo
de los anfibios, repftiles aves y mamiferos, no es muy frecuente, sin
embargo, hasta ahora han sido reconocidas mas de 33 065 especies de
peces (Eschemeyery Fong, 2014) y el registro anual indica que los registros
de nuevas especies se seguirdn incrementando.

Una herramienta que ha sido de gran ufilidad para generar
informacién importante para la distincion de especies en los peces es la
Citogenética. No obstante, ésta técnica en ocasiones ha resultado
bastante tediosa en peces, y poco informativa debido a la obtencidn de
metafases de poca calidad en el andlisis, principalmente a causa del
tamano y nimero de cromosomas en comparacion con los mamiferos.
Oftro obstdculo es que a pesar de que el cariotipo es conocido para una
pequena proporcion de peces, cuando se ha estudiado

especificamente la presencia de cromosomas sexuales estos sélo se han
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enconfrado en un 50% de los casos (Devlin y Nagahama 2002; Wootton y
Smith 2014).

Con la finalidad de poder corroborar y respaldar los resultados
moleculares y bioquimicos de este proyecto se inicid un andlisis
citogenético para la elaboraciéon del cariotipo de la especie invasora.

La técnica del cariofipo se estandarizé con ejemplares de Tilapia,
debido a que su tamano es ideal para una correcta manipulacion y
evitar errores de identificacion de drganos. Inicialmente se tomaron
muestras de plasma mediante puncidn cardiaca utilizando una jeringa
heparinizada. Sin embargo, debido a la dificultad de muestrear 0.5 ml de
sangre de los ejemplares de H. guttatus, debido a su famano y por qué
aun realizando la técnica con las medidas mds asépticas posibles, solo se
obtenia crecimiento de bacterias y ninguna célula en metafase, se
exploraron otras posibilidades ufilizando diferentes érganos como higado,
rnon, gbnada y branquias siguiendo las recomendaciones de Herndndez
y Arias (2015). Esto con la finalidad de determinar el érgano que diera
como resultado mejores fases mitdticas.

Para la obtencidn de la muestra se sacrificaron ejemplares,
sometiéndolos a una temperatura de -2°C durante 10 minutos (Fig. 6), o
hasta que ya no presentaran movilidad, con el fin de facilitar su
manipulaciéon. para readlizar una diseccion e identificar y exiraer los

organos de interés.
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Figura 6. Ejemplares: (machos) Hemichromis guttatus, con un tamano oprdkimodo de
1.5 a 2cm de ancho por 5cm de largo.

En el caso del cariotipo de H. minckleyi los ejemplares se
anestesiaron previomente con Finquel MS-222 (Metanesulfonato de
Tricaina) y posteriormente se abrieron los opérculos de cada pez para
localizar las branquias y cortarlas con tijeras de disecciéon previamente
banadas con alcohol 70%, teniendo extremo cuidado en no danar al
animal y permitir su supervivencia. Después de la toma de muestra, los
animales fueron colocados en un acuario de 40 L al que se le agregaron
algunas gotas de azul de metileno (cloruro de metiltionina) durante 15
min para desinfectar y conftribuir a sanar la lesion.

Para H. guftatus cada érgano recolectado fue colocado en una
caja de Petri que conteniendo émL de medio RPMI a temperatura
ambiente y posteriormente se disocid el material. El tejido disociado se
colocd en un tubo de centrifuga al que se agregaron 50uL de Colchicina
previamente refrigerada. El tubo se agitd levemente y se dejoé reposar
durante 30 minutos a 37°C. En seguida, la muestra fue centrifugada a
1,000 rom durante 8 minutos, tiempo después del cual el sobrenadante
fue desechado.

Posteriormente, se agregaron émL de solucion hipoténica (KCI) a
temperatura ambiente, se agitd el tubo levemente y después la muestra
se incubo a 37°c durante 30 minutos. Pasado este fiempo, se agregaron

5 gotas de fijador frio (metanol - dcido acético 3:1). La muestra fue
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resuspendida y se dejé reposar durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Enseguida se agregaron émL de fijador frio y resuspendieron y
la muestra se centrifugd a 1,000 rom durante 10 minutos. Pasado este
tiempo, se descartd el sobrenadante y se agregaron é ml de solucion
fijadora fria. Nuevamente se procedié a centrifugar a 1,000 rom durante
10 minutos y se descartd el sobrenadante.

La separacion de cromosomas se obfuvo por la técnica de goteo la
cual consiste en tomar la muestra con una pipeta Pasteur y dejar caer de
2 a 3 gotas desde una altura de mds de 1 mefro de distancia del
portaobjetos, exponiendo inmediatamente el portaobjetos a una
temperatura ambiente hasta que las gotas se sequen (Fig. 7). Finalmente,
se readlizd una tincion Giemsa por 20 minutos y el portaobjetos fue
sumergido en agua destilada 3 veces, repitiendo el procedimiento
anterior hasta poder observar los cromosomas adecuadamente al
microscopio Optico con un objetivo 40x y se seleccionaron los campos

que presentaban las mejores células.

Figura 7.- Las laminillas son goteadas dejando caer la gota del botdn celular con ayuda
de una pipeta Pasteur, desde una altura de 1.5 metros

Técnicas de bandeo.
Continuando con el andlisis y para mejorar la calidad de los cromosomas
obtenidos, ademds de conocer las estructuras presentes en cada uno de

ellos que permitieran clasificarlos, fue necesario realizar algunas pruebas
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de bandeo especificas para determinar diferentes zonas en un
cromosoma completo.

Técnicas como el bandeo C, localizacién de regiones organizadoras del
nucléolo por impregnacion con Nifrato de plata (Ag-NORs), y en menor
escala, los bandeos G han aportado importantes resultados en la
comparaciéon de especies estrechamente emparentadas en la
visualizacion de estadios iniciales de diferenciacion de cromosomas
sexuales y en la identificacion de patfrones de replicacion de los
cromosomas.

A continuacioén, se muestran las técnicas utilizadas:
Tabla 3.-Métodos de fincidn de cromosomas

BANDA METODO CARACTERISTICAS

Extracciéon de

DNA/proteinas, ) .
C o Resaltan las regiones cenfromeéricas
tincion con
Giemsa

Patron de bandas G obscuras (que
corresponden a regiones de replicacion

. tardia ricas en AT, mientfras que las regiones

Tincidon con

, claras corresponden a regiones de
Giemsa, luego

G de

prefratamiento

replicacion temprana, ricas en GC)
caracteristico para cada cromosoma vy
cada brazo denfro de cada cromosoma.
del cromosoma o )
Las bandas surgen de la tincion desigual de
las proteinas acompanantes del dcido

desoxido ribonucléico.

Tincién con Tinen las regiones transcripcionales activas
plata (Ag) 18S y 285

NOR’s

Competencia interespecifica entre H. guttatus y H. minckleyi
Los individuos utilizados durante el experimento, tanto de la especie H.
guftatus como H. minckleyi son producto del desove de los ejemplares

colectados en Cuatro Ciénegas. De la especie invasora se utilizaron
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individuos proximos a su madurez sexual, mientras que, de la especie
nativa, se ufilizaron juveniles (aproximadamente 1 ano) los cuales son de
tamano similar y corresponden a la etapa en la que existe un mayor
traslape de dietas y mayor interaccion (Marks et al., 2011; Dugan, 2014).
Con el fin de recrear las condiciones existentes en la naturaleza, en
ambas especies el sexo fue indistinto.
Los ejemplares fueron distribuidos primeramente en acuarios de 5 galones
y s& mantuvieron aislados durante 24 horas con el fin de evitar la agresion
por efecto de la residencia previa (Johnsson et al., 1999) y de familiaridad
(Pinho-Neto ef al., 2014). Posteriormente, fueron distribuidos en parejas en
acuarios de 10 gal de acuerdo a su talla, siendo esta de 1.48-2.93 gy 4.2-
5.7 cm para el ciclido joya, y 1.15-1.48 g 4.2-5.9 cm para H. minckleyi.
Durante el ensayo se evaluaron las interacciones intraespecificas (nativo-
naftivo) e interespecificas (nativo-exdtico), en cuatro condiciones distintas
de acuerdo a la presencia o ausencia de alimento y refugio:

a) con alimento y refugio (CA/CR),

b) con alimento y sin refugio (CA/SR),

c) sin alimento y con refugio (SA/CR)y

d) sin alimento y sinrefugio  (SA/SR).

Donde el refugio consistid en un Unico macetero por acuario, y como
alimento se administré una dieta comercial Nutripec (32% de proteina).
Para los tratamientos sin alimento se administrd una dosis limitada cada
tres dias con el fin de que los animales sobrevivieran, mientras que al resto
de los tratamientos se les suministré alimento diariamente. Esto con la
infencion de probar las tendencias de agresividad de los ejemplares
frente a situaciones de recursos poco abundantes (Munday et al., 2001).
Durante el ensayo se mantuvieron a temperatura ambiente (26°C
promedio) con un fotoperiodo de 12:12.

Se registrd la frecuencia de alimentacion, el nUmero de agresiones
directas, la permanencia en el refugio y las persecuciones (Tabla 4)

durante 15 min, distribuidos de la siguiente forma: un primer periodo de
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observacion de 5 minutos, administracion del alimento y un segundo

periodo de observacion de 10 minutos.

Tabla 4.- Lista de etiquetas de comportamiento utilizadas durante las observaciones.

COMPORTAMIENTO DESCRIPCION

. ., el animal toma un fragmento de pellet o levanta
Alimentacion ;
parte del sustrato con el hocico

. Se colocan dentro, atrds o alrededor de la
Refugio
maceta.

Nada directamente hacia su companero, en
Ataque directo ocasiones también mordiéndolo, pero no lo sigue

cuando huye.

., El pez agresor mantiene una carrera detrds del pez
Persecucion .
que sale huyendo del enfrentamiento

Uno de los peces agrede a su companero cuando
Defensa de recurso ) ;
se acerca al alimento o al refugio.

Despliegue de El pez eriza la aleta dorsal, abre los opérculos vy la

aleta dorsal boca.
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RESULTADOS

Recolectas

Se llevaron a cabo tres recolectas en distintas fechas del 2015.
Primera recolecta

La recolecta inicial de animales programada originalmente para
diciembre del 2014 tuvo que ser pospuesta en distintas ocasiones debido

a las bajas temperaturas atipicas que imperaron durante este mes y

durante los primeros meses del 2015 (Fig. 8).

Temperatura media y minima para el
Estado de Coahuila
Periodo Diciembre 2014 - Marzo
2015

DICIEMBRE ENERO FEBRERO MARZO
Mes

o

Temp *C
J

Temperatura media y minima para el
Estado de Nuevo Ledn Periodo
Diciembre 2014 - Marzo 2015

86— o 8 —2

o— o —o0—°

DICIEMBRE ENERO FEBRERO MARZO
Mes

Temp *C
|

Figura 8.- Temperaturas minimas y promedio para los estados de Coahuila y Nuevo Ledn

de diciembre de 2014 a marzo de 2015. Datos tomados de la Comision Nacional del
Agua

(http://smn.cna.gob.mx/index.php2option=com_content&view=article&id=12&ltemid=
112)
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A pesar de que el Grupo Ecofisiologia cuenta con dos invernaderos
equipados, al ser los peces organismos poiquilotermos, las bajas
temperaturas representaban  sin  duda una limitante para  su
supervivencia y en particular para su reproducciéon. De tal manera que
nos dimos a la tarea desarrollar un sistema basado en microcontroladores
ARDUINO para mantener la temperatura de grandes volUmenes de agua

a niveles adecuados (Fig. ?ay 9b).

Figura 9. Microcontrolador ARDUINO disenado para operar dos boilers destinados a
mantener una temperatura estable de 29°C.

Fue hasta este momento (20 de marzo, 2015, se anexa aviso de |la ANP)
que se pudo realizar la primera colecta de peces. La colecta se llevd a
cabo en la Poza Churince (26°50'24.42" N; 102°8'2.31" O) utilizando nasas
en las que se introdujeron como carnada bombones de colores y
alimento para perro (Fig. 10), que resultaron atractantes y efectivos para
la captura de 50 ejemplares de ciclido joya (Fig. 11). Por otra parte,
utilizando una atarraya se capturaron seis ejemplares de H. minckleyi (Fig.
12) en un canal aledano a la Poza San José del Anteojo (26°58'10.62" N;

102°7'14.91" Q). Los individuos de ciclido joya fueron colocados en
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acuarios para que iniciara la formacion de parejas, mientras que los
individuos de H. minckleyi fueron colocados fanque de 5 m® al cual se le
coloc6 rafia para simular su refugio. Ambas especies fueron alimentadas

con alimento comercial para tilapia.

Figura 10. Nasa con carnada introducida para la captura de ciclido joya en la Poza
Churince.

Figura 11. Individuo de ciclido joya (Hemichromis guttatus) capturado en la Poza
Churince
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Figura 12. Ejlemplares de Herichthys minckleyi capturados en un canal aledano ala Poza

el Anteojo

Durante el mismo periodo se construyd un dispositivo para la produccion
de biomasa de Artemia salina (Fig. 13) que fue destinada para la
alimentacion de las larvas de ciclido joya. Los nauplios de Artemia
sirvieron como vehiculo para infroducir los estrogenos que se utilizaron

para la feminizacion de las larvas.

Figura 13. Sistema de cultivo para la produccién de biomasa de Artemia salina
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Segunda recolecta

La segunda recolecta se llevd a cabo del 8 al 9 de junio y se recolectaron
100 ejemplares de ciclido joya de la Poza Churince para continuar con el
programa de reproduccion y la obtencion de crias destinadas a los
tratamientos de reversion sexual.

La recolecta se realizd como en la primera ocasidn mediante el

establecimiento de frampas (Fig. 14).

- \7‘\“Y ] b 3

Figura 14. Establecimiento de las trampas para su posterior recolecta

Tercera Recolecta

La fercera recolecta se llevd a cabo del 6 al 7 de noviembre. En esta
ocasion debido a que vencid el permiso otorgado por CONAPESCA para
la captura de la especie invasora y esta institucion puso demasiadas
trabas para renovarlo, se procedid Unicamente a la recolecta de las
especies nativas (Cyprinodon bifasciatus) (Figs. 15 y 16) en un canal
aledano a la Poza “El Anteojo”. Debido a la fragilidad de la especie se
evitd su transporte hasta Nuevo Ledn y se colectd para que la pudiera
reproducir el personal de PRONATURA quienes cuentan con una

instalacion para este propdsito en Cuatrociénegas y con quienes
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participamos en un proyecto comun, con la finalidad de que nos
proporcionaran las crias producto de la reproduccion para llevar a cabo

mads adelante el estudio de mesocosmos en donde las crias de las

especies nativas serdn expuestas ante los machos YY del ciclido Joya.

3 AN I T

Figura 16.- Eiemplares de especies nativas capturados para su posterior reproduccién.

Cabe mencionar que en una poza muy cercana al Poza El Anteojo se
encuentra una poblacion muy sana de Herichthys minckleyi (Fig. 17), en
comparacion de la poco abundante y deteriorada poblacion de la Poza
Churince (Fig. 18).
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Figura 17.- Poblaciéon de H. minckleyi de una poza préxima a la del Anteojo.

Figura 18.- Poblacién de H. minckleyi de la poza Churince.

Estas observaciones concuerdan con un reporte publicado en fecha
reciente por De la Maza-Benignos (2015) quien concluye por medio de
un IBVI (Indice Bidtico Visual de Integridad) el estado que guardan

diferentes pozas del Valle de Cuatrociénegas (Tabla 5).
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Tabla 5.- Cuadro comparativo de calificaciones entre los sitios estudiados, donde el
menor puntaje posible es 40 (i.e. sistema colapsado) y el mayor puede ser igual o mayor
de 100 (i.e. excelente), considerando los puntos extra que pueden recibir los sitios por
presencia confimada de algunas especies consideradas como raras (De la Maza-
Benignos, 2015).

SITIO \ PUNTAIJE CALIFICACION
Sistema Churince 54 Colapsado
Sistema 89 En buenas
Becerra/Garabatal condiciones
Mezquites en las 83 En buenas
Palapas condiciones
Anteojos 93 En muy buenas
condiciones
Escobedo 100 En excelentes
condiciones
Tio Candido 98 En muy buenas
condiciones
Poza doble en los 95 En muy buenas
Hundidos condiciones
Los Gatos 84 En buenas
condiciones
Complejo de Pozas 100 En excelentes
Azules condiciones
Santa Tecla 95 En muy buenas
condiciones
Teclitas 63 Altamente impactado
PUNTAJE/CALIFICACION POR ZONAS
Zona sureste 75 Medianamente
impactado
Zona norte (anteojos) 93 En muy buenas
condiciones
Sistema Tio Candido- 94 En muy buenas
Hundidos condiciones
Sistema Santa Tecla 86 En buenas
condiciones

En esta salida aprovechamos la ocasidn para probar un arte de pesca
diferente. Se frata de una red de bolsa con la que se optimiza la captura
por unidad de esfuerzo (Fig. 19).

Vale la pena senalar que se observaron individuos de ciclido joya en

etapa reproductiva de sdlo 1.5 cm (Fig. 20). Lo que sin duda indica que
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como consecuencia de las altas densidades se seleccionaron al

enanismo.

Figura 20.- Ejlemplares de ciclido joya atrapados con la red de bolsa.

Formacion de parejas e induccion al desove.

Para inducir la formaciéon de parejas se colocaron los ejemplares adultos
colectados en Cuatrociénegas en un tanque recubierto de liner (250 cm
de circunferencia y 50 cm de columna de agua) y en acuarios de 20y 40
galones (Figura 21). En los acuarios se colocaron de 4 a 5 adultos y
realizaron recambios de agua de un 30% del volumen total de éstos, dos
veces por semana, para provocar fluctuaciones en el volumen simulando

la temporada de lluvias en su medio ambiente natural. Mientras que para
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simular la vegetacion natural y los refugios se colocaron rafias y macetas
(Fig. 22).

A
ﬁ%ﬁ!!!‘--

Figuras 21.- Tanque para la formacién de parejas de ciclido joya y rafia y maceta para
simular las condiciones naturales de refugio y anidacion.

Los reproductores (Fig. 23) fueron alimentados dos veces al dia con
lombrices de tierra, anfipodos, quirondmidos, larvas de mosquitos y/o
dieta comercial para filapia con 32% de proteina (Nutripec) (Fig. 21). Una
vez formadas las parejas se removia el resto de los peces y se continuaba

con las condiciones anteriores hasta que se presentaba el desove.

Figura 22.- Eiemplares adultos de ciclido joya en la formacién de parejas
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Figura 23. Dieta comercial y lombrices para la alimentacién de adultos del ciclido joya.

La primera pareja formada tuvo un desove que no fue observado hasta
que las larvas (aproximadamente 300) nadaban libremente y habian
absorbido casi todo el vitelo. Debido a esto las larvas no fueron utilizadas
en los tratamientos de reversion, no obstante, fueron utilizadas para la
cuantificacion de RNA, lo cual era necesario para determinar la cantidad
de larvas requeridas durante los muestreos.

La segunda pareja tuvo un desove de 501 huevos. En la Fig. 24 se puede
apreciar a la hembra ventilando los huevos y el macho fuera. Debido a
que la especie presenta cuidado biparental, ambos padres confribuyen
en este proceso. Al siguiente dia no se encontraron los huevos y en las

siguientes dos semanas solo se observd una larva.

Figura 24.- Hembra ventilando los huevos recién eclosionados y macho resguardando

el nido.
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El tercer desove fue de 994 huevos los cuales fueron transferidos a un
acuario de 10 galones con azul de metileno (Fig. 25) acondicionado a
una temperatura de 25°C. En esta ocasion se observé un 93.76% eclosion

y una supervivencia 92.7% a los 7 dias DDE (Fig. 26).

Figura 25.- Desove antes y después de transferirse a un acuario con azul de metileno

Figura 26.- Hembra con la coloracion caracteristica durante la temporada de
reproduccion y las larvas producto del desove.

En este momento las larvas (longitud estdndar de 4 - 4.5 mm) se
distribuyeron en 9 acuarios de 10 galones (90 larvas por acuario) para los
tratamientos de reversion sexual y se alimentaron con paramecios desde

ese momento. La temperatura en cada acuario fue regulada
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independientemente con termostatos para ser mantenida a 25°C. La

calidad del agua se asegurdé mediante recambios de 50% cada tres dias.

Identificacion taxonomica

Los ciclidos son una familia avanzada, esencialmente dulceacuicola, la
cual comprende mds de mil especies que habitan en Sur vy
Centroamérica y localidades de Africa, sur de la India, Madagascar, Sri
Lanka, Siria y las Indias Occidentales (Berra 2001). El nUmero real de
especies en esta familia no estd claro debido a estimados que varian de
1300 a 3000 especies las cuales poseen gran diversidad de formas y
caracteristicas Unicas haciendo de esta una de las familias mds grandes
de vertebrados. La forma del cuerpo varia de alta y comprimida a
esbelta y alargada (Greenwood 1984).
El género Hemichromis en particular estd conformado por especies de
agua dulce perteneciente a la familia Cichlidae. Las especies de este
género son nativas de Africa occidental y del noroeste, habitando rios,
lagos, charcas y arroyos con una gran variedad de calidades de aguaq,
incluyendo inclusive algunas lagunas de agua salada (Loiselle, 1992).
Aunque originaimente la especie objeto de este estudio fue
reportada como Hemichromis guttatus desde 1996 (Contreras-Balderas y
Ludlow, 2003), al realizar el andlisis de sus caracteristicas morfolodgicas
utilizando las claves taxondmicas de Loiselle (1992) se encontraron
resultados que efectivamente confirman que se trata de esta especie.
No obstante, existen individuos que presentan caracteristicas de otra
especie. En efecto, el andlisis efectuado con 10 ejemplares colectados
en Cuatrociénegas concuerda con la descripcion de H. guttatus, pero
también permitid observar la existencia de individuos con caracteristicas

de una especie que pareceria ser mds bien H. letourneuxi. Asi se tiene:

Hemichromis guttatus Gunther, 1862.
Diagnosis: Es una especie exdtica considera invasora para México.

Los adultos presentan manchas metdlicas de color azul sobre un fondo
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rojo, cuerpo alargado y esbelto, lateralmente comprimido, linea lateral
descontinta y aleta caudal redondeada (Area de Proteccién de Flora'y
Fauna Cuatrociénegas, 2008).

Como caracteristicas especificas la especie presenta: a) Dientes un poco
bulbosos, pero nunca molariformes. b) 22-24 dientes alo largo del margen
posterior del hueso inferior faringeo (Fig. 27). C) Punto medio

desigualmente dividido en dos, por la linea lateral media. D) Ambas

maxilas iguales en longitud (Loisselle 1992) (Fig. 28).

Figura 27.- Denticidon del hueso inferior faringeo de ejemplares de ciclido joya de
Cuatrociénegas con caracteristicas de H. guttatus
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Figura 28.- Ejemplar de ciclido joya de Cuatrociénegas con caracteristicas de H.
guttatus

Hemichromis letourneuxi (Sauvage, 1880)

Diagnosis. - Es una especie invasora para Florida, Hawaii, Puerto Rico
e Islas Virgenes. (Nico, et al. 2016). Los machos pueden llegar alcanzar
tallas de 12 cm de longitud total (Loiselle 1979). Esta especie clasificada
con un estatus de preocupacion menor (Azeroual y Getahun, A. 2010)
Como caracteristicas especificas la especie presenta: a) Dientes medios
molariformes a veces de forma masiva. b) 20-22 dientes a lo largo del
margen posterior de hueso faringeo (Fig. 29). c) Punto negro medio
sifuado completamente por encima de la linea lateral media. d)
Mandibula inferior ligeramente prominente o ambas maxilas iguales en
longitud (Loisselle 1992) (Fig. 30).
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Figura 29.- Denticién del hueso inferior faringeo ejemplares de ciclido joya de
Cuatrociénegas con caracteristicas de H. guttatus.

Figura 30.- Ejemplar de ciclido joya de Cuatrociénegas con caracteristicas de H.
guttatus.
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Por ofra parte, por medio del andilisis molecular por Barcode se logrd
elaborar un drbol filogenético (Fig. 31), que pone en duda esta identidad,
ya que de acuerdo con el andlisis de la secuencia del gen citocromo
oxidasa-l (CQOl) la especie se encuentra mds cercana a H. letourneuxi. En
el arbol de distancia genética se incluyd una secuencia de H. guttatus
que se encuentra en la base de datos del GenBank, sin embargo, es muy
similar alas secuencias de H. letourneuxi, por lo que probablemente haya
sido una mala identificacion, lamentablemente es la Unica secuencia del
COI que esta reportada para esta especie. Vale la pena senalar que H.
letourneuxi es la misma especie que se encuentra en distintos sitios de
Florida (Diaz-Ferguson et al. 2014; Schofield et al. 2014) y Austria (Rabitsch
et al. 2013).

84] H- saharae (Algeria) KJ553598
H. saharae (Algeria) KJ553523
H. letourneuxi HELE-Petshop-2
37 H. guttatus AY662793

8 H. letourneuxi (Egipto) KJ553585
321 89l |_|etourneuxi (Egipto) KJ553586
o] H- letourneuxi GU817297
H. letourneuxi HELE-Petshop-1
59 H. letourneuxi (India) JQ667546
5| H. sp. BOLD (ltalia) KJ553580
100 H. sp. BOLD (ltalia) KJ553382

Hemichromis (Cuatrociénegas)
g

100

Hemichromis (Comercial)
— H. lifalili (Congo) KT193455
100l 4 jifalili (Congo) KT193472

Oreochromis niloticus (Filipinas) KT307785

100 H. fasciatus (Nigeria) HM882926

| H. fasciatus (Nigeria) HM882925
498‘—— H. bimaculatus (Nigeria) HM882913
98| H. elongatus (Congo) KT193473
100 H. elongatus (Congo) KT193450

Herichthys cyanoguttatus (México) HQ955844
100L__ Herichthys cyanoguttatus (México) HM902310

n.n2

Figura 31. Arbol filogenético de distancia genética (Neighbor-Joining) construido a partir
de 23 secuencias del gen Citocromo oxidasa | (ADNmt). Las distancias evolutivas fueron
estimadas utilizando el modelo de distancia p (diferencias de base por sitio). El
porcentaje de replicacion de los drboles (bootstrap 1000) en que los taxa asociados se
agruparon se muestran en cada nodo.
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Ante esta duda se mandaron a confirmar mds ejemplares de la Poza
Churince mediante la técnica de Barcode y como muestran los
resultados de la base de datos BOLD (en anexo), se confirma que la
especie del ciclido joya que existe en la poza Churince de
Cuatrociénegas es H. letourneusxi. Se continuard llamando a la especie H.
guttatus alo largo del reporte para apegarnos a la propuesta original y a
sabiendas de que se frata de una especie distinta, como se especifica

mads adelante en la seccidon de discusion.

Reversiéon sexual

La reversion sexual del ciclido joya se realizd en larvas provenientes
de la reproduccion en cautiverio de los ejemplares colectados en
Cuatrociénegas. Para lo cual se indujo la formacion de parejas en
cautiverio (Fig. 32 a y b) mediante la simulacion de lluvias y refugios,

ademds de una dieta basada en alimento vivo.

Figura 32. a) Ejemplares adultos de ciclido joya antes de la formacién de parejas. b)
Pareja formada: hembra ventilando los huevos del desove y macho resguardando el
nido.

Tratamiento con Estradiol

Crecimiento y supervivencia

Los individuos del tratamiento con Estradiol resultaron con un peso y

longitud total significativamente menores al control (Tabla 6). Por otra
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parte, también se observaron diferencias entre el grupo control y el
tratamiento con Estradiol en cuanto al factor de condicidon ya que el
factor de condicion en el grupo confrol fue de 1.80 = 0.18 para las
hembras y de 1.74 £ 0.15 para los machos, mientras que en las hembras
resultantes de la reversion por tratamiento con estradiol el factor de

condicion fue de 1.91 £0.15.

Tabla 6. Peso (mg) y longitud total (mm) de los diferentes tratamientos.

Tratamiento Control Estradiol \ Valor de P
421.46 + 352.3
Peso (mg) 114.24 67.21 < 0.001
Longitud (mm) 28.36 £ 3.0 26.31 +1.67 < 0.001

Se observd una supervivencia de los individuos del tratamiento con

Estradiol considerablemente menor a la del grupo control (Tabla 7).1

Tabla 7. Supervivencia de los diferentes tratamientos incluyendo la media.

Tratamiento \ Rep.1 Rep.2 \ Rep.3 \ Media \
Control 64% 64% 52% 60%
Estradiol 24% 12% 28% 21%

Proporcion de sexos

Todos los peces antes de ser sacrificados por hipotermia fueron
anestesiados con MS222. Los ejemplares sacrificados fueron colocados
con el vientre hacia arriba para realizar una incision en la parte ventral
desde la cloaca hasta el opérculo. Posteriormente, se tomaron con
pinzas los dos extremos del pez para abrir la cavidad celdmica y se retird
el intestino para apreciar las gbnadas por encima de la vejiga natatoria
(Fig. 33).

1 No se llevé a cabo una prueba estadistica en este caso, ya que los datos no eran normales (adn con
transformacion) y eran pocos datos para tratarlos con una prueba no paramétrica
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Tratamiento con Flutamida

No se observaron diferencias significativas en cuanto a la supervivencia
entre los individuos del tratamiento. Por ofra parte, la comparaciéon del
Factor de Condiciéon de hembras y machos de ambos tratamientos
mostrd igualmente la ausencia de diferencias significativas entre ellos
P=0.6812. tampoco fueron significativamente diferentes entre ellos. Sin
embargo, se observaron diferencias significativas al comparar la longitud
total y el peso de los individuos de los fratamientos de Flutamida y control
(Tabla 8).

Tabla 8. Peso (mg) y longitud total (mm) de los diferentes tfratamientos.

Tratamiento Control Flutamida Valorde P
Peso (mg) 326.09 + 80.65 246.95 +53.40 <0.001
Longitud (mm)| 25.57 +2.06 23.56 +2.93 <0.001

Sexado de los animales

Figura 33. Distancia del corte (a) y dérganos internos de Hemichromis guttatus (b).
Gonadas de hembra dentro (c) y fuera del ejemplar (d).
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Con precaucién se retiraron las génadas (Fig. 34), para no danar la vejiga
natatoria ya que si esto llegase a ocurrir se podria perder la ubicacion de

las gonadas (Fig. 35).

Figura 34. Génadas de Hembra (a) y Macho (b).
Andlisis por la técnica de squash de las génadas

Una vez extraidas las gonadas se realizd la técnica de squash descrita
anteriormente. Las larvas pudieron ser sexadas por este método desde el
dia 81 DDE hasta el dia 84 DDE. La observacion microscopica, de las
gonadas en los dos tratamientos, revelo que machos y hembras
presentaron desarrollo gonadal normal y ningun pez fue identificado

como intersexo.

Esto a su vez permitié constatar la proporcion sexual de acuerdo con los

fratamientos como se muestra a continuacion:

La proporcion sexual del grupo control no fue significativamente diferente
(P=0.6732) de la proporcion tedrica esperada 50/50 (Tabla 9). En
conftraste, el grupo tratado con Estradiol fue significativamente diferente

comparado confra la proporcion tedrica (P=0.0024), asi como también
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resultdé diferente del grupo control (P=0.00005), lo que implica que el
tratamiento empleado logré generar de manera eficiente 100 % de

hembras.

Tabla 9.- Proporcidon de sexos en los tfratamientos con Estradiol y Control y andlisis de la
proporcién tedrica (50/50) mediante la prueba de Fisher.

Tratamiento Machos Hembras Valorde P
Control 25 20 0.6732
Estradiol 0 16 0.0024

Figura 35. Sexos Fenotipicos de larvas ciclido joya usando la técnica de aceto-carmin.
Génadas de macho (ay c), y de hembra (b y d) a 100 y 200x, respectivamente.

Mientras que el andlisis de la proporcion sexual de los individuos del
tratamiento con Flutamida y del tratamiento conftrol reveld la ausencia
de diferencias significativas al compararse con la proporcion sexudl
tedrica (50/50, P=1) (Tabla 10). Asi mismo, al comparar la proporcion

sexual de los individuos del tratamiento con Flutamida con los individuos
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del fratamiento control no se observaron tampoco diferencias
significativas (P=0.2857).

Tabla 10. Proporcion de sexos en el tratamiento de flutamida y andlisis de la proporcién
tedrica (50/50) mediante la prueba exacta de Fisher.

Tratamiento \ RENIES
Control 15 15 1
Flutamida 17 13 0.3453
Neohembras

Gracias a la alta efectividad del método de reversidon por medio de la
exposicion continua de las larvas al Estradiol se lograron obtener los
primeros desoves de neohembras el 22 de abril del presente ano y desde
entonces se han obtenido 8 desoves mds (Fig. 36). Esto asegura que
existird una proporcion de machos YY que serd comprobable en los

siguientes dias.

Fechas Desoves

25/05/15 Desove Normal
01/06/15 Desove Tratado con Estradiol
05/06/15 Desove Normal
03/07/15 Desove Normal
06/07/15 Desove Normal
06/07/15 Desove Normal
07/07/15 Desove Normal
07/07/15 Desove Normal
08/07/15 Desove Normal
20/04/16 Desove Normal
20/04/16 Desove Normal
22/04/16
23/04/16 Desove Tratado Estradiol
25/04/16 Desove Normal
25/04/16
26/04/16
26/04/16 Desove Normal
28/04/16 Desove Normal
28/04/16
28/04/16 Desove Normal
13/05/16 Desove Normal
[o1c][1[:74 1] Desove Tratado con Flutamida

Promedio por desove 352 Larvas

Figura 36.- Linea de tiempo de los desoves obtenidos a lo largo del periodo experimental
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Andlisis Morfométrico

El andlisis morfométrico permitid observar que la proporcion sexual de la
descendencia de un macho revertido (nheohembra) era la esperada
(Tabla 11).

Tabla 11. Porcentaje de machos y hembras a partir del desove de una Neohembra

Sexo \N(Jmero Porcentaje

Hembras 8 20%
Machos 33 80%

Ya que la proporcion tedrica de la progenie de una neohembra es de
75% machos y 25% hembras, por lo que estos resultados sugeririan que el
ciclido joya cuenta con un sistema de determinacion sexual “XY".

Por otra parte, al comparar los componentes principales encontrados se
realizdé un andlisis Mann Whitney ya que la hipdtesis de normalidad habia
sido rechazada previamente por una prueba de Shapiro-Wilk, esto
permitié constatar la ausencia de diferencias significativas entre los
componentes principales encontrados. Sin embargo, al realizar una
regresion lineal de las diferentes medidas registradas se observd que la
longitud de la cabeza estaba altamente correlacionada con las demds
medidas registradas en machos, mientras que en el caso de las hembras
esta relacion no estaba bien representada ya que el valor de P fue mayor
a 0.05 en todas las regresiones, contrariamente a los valores de P para los

machos, los que resultaron menores a 0.05 en todos los casos (Tabla 12).

Tabla 12. Andlisis de regresion de las estructuras morfométricas consideradas para
ambos sexos.

Machos LCvsLT LCvsLE LCvs AC

P 2.53E-09 | 4.78E-11 3.40E-09

r 0.8290363|0.8701954 0.8254368

Hembras LCvsLT LCvsLE LCvs AC
P 0.1657 0.1978 0.1453

r2 0.5414965 | 0.5089023 0.5641026
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Reproduccion de la especie endémica Herichthys minckleyi

Una vez adaptados los peces y para propiciar su reproduccion, se
incrementd el nUmero de piezas de ladrillo, blogues de concreto y
macetas. Por otra parte, ademds de proporcionarles una dieta basada
exclusivamente en alimento vivo se les suministrd frozos pequenos de
flete de calamar y filete de pescado. Dentro de su mantenimiento
cotidiano se estuvieron realizando cambios confinuos de agua que
permitian mantener diferentes niveles de profundidad.

Debido a que se trataba de juveniles en el momento en que fueron
capturados, no fue sino hasta después de un ano que se lograron
reproducir (Fig. 37). Se obtuvieron tres desoves que fueron realizados a

intfervalos de 4 dias c/u.

Figura 37. Hembra desovando en un ladrillo y macho fertilizando los évulos
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Figura 38. Pareja de reproductores de H. minckleyi desovando en el fondo del tanque.

Los desoves se presentaron tanto en las partes laterales de los
ladrillos, dentro de los bloques de concreto, como en algunos lugares del
fondo del tanque (Fig. 38). Tanto los bloques como los ladrillos (Fig. 39)
fueron exfraidos del tanque en donde se encontraban y fueron
colocados en acuarios individuales en donde se llevd a cabo el desarrollo
embrionario y la eclosion. En el caso de los desoves en el fondo del
tanque los dvulos fertilizados fueron succionados con un sifén y los dvulos

se trasladaron a acuarios individuales.

Figura 39. Blogue de concreto y ladrillo en el que se observan desoves fertilizados.

85



El tiempo de incubacion fue de aproximadamente 4 dias y los
organismos recién eclosionados (Fig. 40) presentaban vitelo que se fue
consumiendo en los siguientes 4 dias, para dar paso a la alimentacion
exdgena provista de Paramecium sp. y rotiferos obtenidos mediante

cultivo.

Figura 40. Larvas de H. minckleyi recién eclosionadas.

Una vez alcanzada la primera semana de eclosidon, los alevines
fueron alimentados con nauplios de Artemia salina. Hasta que
alcanzaron el primer mes de vida y una longitud total de 2 cm (Fig. 41).
Después de este tiempo han sido alimentados con las diferentes dietas

artificiales para ciclidos normalmente suministradas a los adultos.
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Figura 41. Larvas de H. minckleyi de un mes.

En la actualidad contamos con fres lotes juveniles de la mojarra de
Cuatro Ciénegas, Coahuila (Fig. 42) con un numero promedio de 150
ejemplares cada lote, los que se pretenden utilizar en los bioensayos de
microcosmos y competencia contra el ciclido joya. Por otra parte, se
tiene contemplado solicitar permiso para que los ejemplares restantes,

sean liberados en el lugar de origen.

Figura 42.- Juveniles de H. minckleyi.
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Purificacion de la vitelogenina en el ciclido joya Hemichromis guttatus de
Cuatro Ciénegas, Coahuila

Cromatografia

Debido a la reducida talla de los ejemplares de la especie invasora o
que limitaba la cantidad necesaria de sangre o gonadas para realizar la
separacion y purificacion de la vitelogeninag, inicialmente se llevd a cabo
la induccion gonadal de hembras adultas de tilapia (Oreochromis sp.)
ufilizando 17- B- Estradiol, esperando que tratdndose de ciclidos los
anticuerpos que se generaran pudieran reconocer la vitelogenina de los
ciclidos joya. Para este efecto, se inyectaron cuatro hembras de filapia
de aproximadamente 500g, durante cuatro semanas, suministrandoles
0.5 mg de Estradiol en 0.5ml de Aceite de bacalao (1 mg de Estradiol por
1 kg de pez) una vez por semana. Al tferminar la inducciéon hormonal se
sacrificaron los ejemplares para extraer las gonadas y la sangre para la
obtencioén del plasma.

La preparacion del extracto de génada se realizd homogenizando la
muestra, con un buffer TRIS-HCI, conteniendo Fluoruro de
Fenilmetilsulfonilo (PMSF) como inhibidor de proteasas. Posteriormente, se
centrifugd a 4000 r.p.m. durante 30 min a 4°C y el sobrenadante se
guardd para su posterior utilizacion.

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncidon caudal,
colocdndose en tubos eppendorff, los que posteriormente se
centrifugaron a 4000 rpm, durante 15 min a 4°C, lo que permitid la
obtenciéon del suero, el que se refrigerd. Posteriormente, siguiendo Ia
técnica de Wiley et al., (1979) se precipitd la vitelogenina de los extractos
de goéonada para su posterior utilizacion. Esta técnica permite una
separacion de la vitelogenina de otras proteinas gracias a la unidén de sus
grupos fosfato con MgCl, y un agente quelante (EDTA).

Al mismo tiempo que se llevd a cabo la induccion gonadal se empaco
una columna con Sephacryl S-200- HR (gel de poliacrilamida) y un buffer

TRIS-HCI, NaCl, MgCl; pH 8. El volumen fotal de la columna es de 60ml ya
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que por el tamano de muestra esa columna es la recomendada. La

calibracion se llevé a cabo con diferentes moléculas (Fig. 43)

Betaina Anhidrasa Carbonica

\

Beta-Amilasa

Azul Dextran Albumina Bovina

1

Figura 43.- Moléculas utilizadas para la calibracién de la columna de exclusién molecular

Lamentablemente tuvimos problemas técnicos con las columnas que
derivaron en fugas contfinuas por lo que tuvimos que abandonar esta

alternativa.

Ensayo de inmunodifusién

Se readlizd un ensayo de inmunodifusion utilizando anficuerpos anti-
vitelogenina de catdn (Atractosteus spatula), una especie primitiva cuya
vitelogenina es similar a la de varias especies. Esta técnica se basa en la
presencia de un precipitado visible como resultado de la combinacion
antfigeno-anticuerpo, mediante el cual fue posible identificar la presencia

de vitelogenina en el precipitado ovdrico (Figura 44).
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Control (+)
Homogenizado de gdnada

Anticuerpo

Precipitado
de Génada Plasma

Fig. 44.- Aspecto de la placa de Inmunoprecipitacion.

Desafortunadamente los anficuerpos de catdn no reconocieron la

vitelogenina del ciclido joya.
Electroelusion

En esta ocasion se decidid utilizar a los ciclidos joya capturados en
Cuatrociénegas que fueron mantenidos en cautiverio hasta su
maduracion sexual y posteriormente fueron sacrificados para la
extraccion de las gobnadas.

El extracto de gdonadas fue homogenizado y se precipité con EDTA vy
MgCl,, como se indicd anteriormente. El precipitado fue conservado en
3 ml de buffer Tris-HCI 50mM pH 7.5 a 4 °C. Por otra parte, las muestras de
sangre fueron colectadas en tubos heparinizados mediante puncién
caudal, se centrifugaron a 5,000 rom, por 15 min a 4°C y el suero se
almacend a 4°C hasta su uso.

La cantidad de proteina presente en las muestras se cuantificd por el
método de Bradford (1976) y se llevd a cabo una electroforesis en gel de
poliacrilamida para posteriormente extraer la banda correspondiente a

la vitelogenina por electroelusion.
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Debido a su alto peso molecular (300-600 KDa) la migracion de la
vitelogenina en electroforesis es muy caracteristica debido a que es
retenida mientras que el resto de las proteinas de menor peso molecular

avanzan facilmente a través del gel (Fig. 45).

) -
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Figura 4. Electroforesis engel.de polirilomidé \olflo% ae los "dis’rin’ros pasos de Ia
purificacion de la vitelogenina: Carril (2) Marcador molecular, (4) Homogenizado, (6)
plasma de Macho, (8) Plasma de hembra y (10) precipitado de génada

Aungue existe algo de contaminacion en las muestras se puede apreciar
en el carril del homogenizado, en el de plasma de hembra y en el del
precipitado de génada la presencia de las bandas correspondientes a

la vitelogenina.
Cuantificacion de Vitelogenina mediante Fosfatos via dlcali

La vitelogenina es una proteina que contiene elevadas cantfidades de
grupos fosfatos, por lo que su cuantificacion ha sido propuesta como un
método indirecto para estimar la concentracion de vitelogenina en
muestras de peces, crustdceos y moluscos. Cuando se compara la
concentracion de fosfatos contra la concenfracion de vitelogenina
(evaluada por diferentes métodos) en muestras de diferentes especies se

han encontrado elevados coeficientes de correlacion (0.73-0.99) a partir
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de regresiones lineales. Adicionalmente, los métodos para cuantificar
fosfatos resultan mdas sencillos, econdmicos y prdacticos, cuando se
comparan con las técnicas bioguimicas (e.g. electroforesis) o
inmunoldgicas (e. g. ELISA) para cuantificar directamente la vitelogenina.
De aqui que, se hayan desarrollado diferentes métodos para cuantificar
indirectamente la VIG a través de la concentracion de fosfatos.
Considerando lo anterior, al igual que los problemas técnicos,
econdmicos y de fiempo que se presentaron en este proyecto para
desarrollar el ensayo propuesto ELISA-VTG, decidimos llevar a cabo la
cuantificacion de vitelogenina en diferentes tejidos de hembras vy
machos del ciclido joya ufilizando un método recientemente modificado
a través de la cuantificacion de fosfatos ligados a la vitelogenina en
diferentes peces, incluyendo otros ciclidos (Hallgren et al. 2009; Salomdo

y Marques 2014).

Preparacion de las muestras

Las muestras de sangre, obtenidas mediante puncidon caudal, fueron
centrifugadas a 1,200 g durante10 min, antes de las dos horas de ser
tomadas. Las muestras de godénadas, musculo y branquias fueron
homogenizadas en un Potter Elveham con un buffer TRIS-HCI (1:4, p:v)
conteniendo Fluoruro de Fenilmetilsulfonilo.  Posteriormente,  se
centrifugaron a 5,000 5 durante 30 min a 4°C y el sobrenadante se guardd
hasta su posterior utilizacion. Las muestras fueron almacenadas en

alicuotas de 100 ul a -70°C.

Preparacion de la muestra para determinacién de Fosfatos

La muestra se prepardé como se indica en la siguiente figura
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El pellet se lava y disuelve con
Se centrifuga a 5000 g# 300ul de buffer Tris y se agita
{6,861 rpm) por 5 min y se en el vortex, para luego afiadir
descarta el sobrenadante, 162 @ de acetona vy
conservando el pellet nuevamente se agita en el
vortex.

En tubos de 15 mL, se
colocan 100 pl de muestra y se

Se centrifuga por segunda
ocasién a 5000 g3 (6,861 rpm)

afiaden 54 pl de acetona,
posteriormente se agita en un
vortex

por 5 min y se descarta el
sobrenadante, conservando el
pellet

Por ultimo, se centrifuga la muestra
Se apregan 375 ul de agua 220,000 g {13,722 rpm) durante 5 .z
desu'lagdagy 500 pl ':ie bumﬁo{, min. Se toman 3 muestras de 145 pl Prﬂpal‘amon de |a Se repite el lavado, con
ensegulda se agita en el vortex della fadse aculosa Inferlor para ser 300p de etanol y se
colocados en los pozos agita en el vortex
correspondientes de la microplaca mUGStra

Nuevamente se centrifuga la Se centrifuga la muestra a

muestra a 20,000 g # (13,722 Una vez que la muestra se
enfrig, se le anaden 40 pl de

Las muestras se Incuban a 70°C 10,000 g3 (9,703 rpm) por 5

durante 90 min, a los 30 y 60 min y se descarta el

min de la incubacién se agitan sobrenadante, posteriormente

en el yortex se agregan 100 pl de NaOH 1M y
seagita en el vortex

rpm) durante 5 min y se ol " 1ac
transfieren 125 pl del acido tricloroacético al 100% y

sobrenadante a otro tubo se agita en el vortex.
etiquetado

Figura 46.- Guia de preparacién de la muestra para la determinacion de fosfatos

Cuantificacién de Fosfatos

Para la preparacion de una curva estdndar se elabord un stock de 120
Hg/ml PO43- en NaOH 1M. Se tomaron 110 ul del stock y se agregaron 490
ul de agua bidestilada (22 pg/ml PO43-). Se realizaron diluciones seriadas
para obtener concentraciones de 11, 5.5, 2.75, 1.375y 0.6875 ug/ml PO43,
Como blanco se agregan 55 ul de NaOH 1My 245 ul de agua bidestilada.
La regresion lineal (Y = 3.43-05 X + 0.29) fipica obtenida de la curva
estdndar, con coeficiente de correlacion 0.999 se presenta en la Figura
47.
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Figura 47. Curva estandar tipica de fosfatos (PO43%), con coeficiente de correlacion 0.999
(Y = 3.43-05 X + 0.29).

Se utilizaron microplacas de 96 pozos para medir la absorbancia, a las
cuales se agregaron 145 ul de la curva estdndar, o de la fase acuosa
inferior de la muestra por duplicado. Se aplicaron 50 uyl de solucién de
molibdato 1% en HSO4 2M a todos los pozos. En seguida se aplicaron 50
Ul de dcido ascoérbico al 5% a todos los pozos. La placa se agitd durante
60 segundos y se incubd a 40°C durante 60 min. Posteriormente, se leyd
la absorbancia a 630 nm en un lector de microplacas (ELx800, Biotek). Los
cdlculos de la curva estndar y concentracion en la muestra se estimaron
ufiizando el software Genb (Biotek) integrado al lector. Las
concentraciones de fosfatos y proteina soluble obtenida de diferentes

tejidos de hembras y machos del ciclido joya se presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Resultados de la deteminacién de fosfatos y su relacidon con la
concentracion de proteina en diferentes tejidos

TEJIDO Fosfatos (ug PO43-/mL Proteina (mg/mL) Hg PO43-/mg
proteina
Media Desv. est. Media Desv. est.
Goénada 380.50 2.43 3.668 0.225 103.73
Hembra
Goénada 47 .56 0.304 4514 0.352 10.53
Macho
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Plasma 205.81 90.73 3.808 0.836 48.40
Hembra

Plasma 13.00 0.65 2.248 0.200 5.77
Macho

Higado 104.92 1.62 3.891 0.095 26.95
Hembra

Higado 64.49 2.25 2.503 0.113 25.74
Macho

Branquia 116.07 0.58 4.401 0.451 26.36
Hembra

Branquia 21.42 6.63 2.237 0.878 8.82
Macho

Musculo 100.58 2.71 3.918 0.160 25.65
Hembra

Musculo 17.51 1.72 1.834 0.180 9.48
Macho

Mucus 21.35 0.39 1.060 0.057 20.13
Hembra

Mucus Macho 14.50 0.65 0.226 0.009 63.98

Evaluacion de intersexuvalidad de las génadas y verificacion de la
reversion sexual en el ciclido joya por medio de la identificacion de

Vé

acidos nucleicos

El DNA y RNA, de especimenes adultos y diferenciados sexualmente por
squashing y fenofipo, fueron extraidos de musculo y goéonadas
respectivamente. Después de la visualizacion de la integridad de ambos
dcidos nucleicos mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
(Fig. 48), se cuantificaron usando el espectrofotdbmetro Nanodrop 2000,
para verificar que la D.O. en la relacion 260/280 se mantuviera en un
rango de 1.7-2.0 y un valor de 2.0 en la relacion 260/230. Estas medidas se
tomaron para asegurar que los acidos nucleicos extraidos fueran un

templado apropiado para los posteriores experimentos, ver tabla 13.
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Figura 48. Gel de agarosa 0.8% tenido con bromuro de Etidio. A) Extraccién de DNA. Se
muestran los resultados de la extraccion de DNAg por Fenol-Cloroformo de 100 mg de
musculo de 4 de é adultos ya diferenciados debidamente por squashing: 2 hembras y
dos machos respectivamente. B) Extraccién de RNA. Protocolo del Trizol seguida de
pasos de purificacién empleando las columnas del kit RNAeasy de Qiagen. No se
necesitd tratamiento con DNAsa ya que no se detectd contaminacion por DNA.

Tabla 13.- Cuantificacion y relacion 260/280 del DNA obtenido por Fenol-Cloroformo.
O bre/Peso exo O 60 <10

10 mg Macho 547.6 ng/pul 1.83
21.6 mg Macho 776.1 ng/ul 1.88
191 mg Hembra 1304.7 ng/ul 1.93
108 mg Macho 506.56 ng/ul 1.83
18.3 mg Macho 1780.8 ng/pl 1.92
16.6 mg Hembra 1541.3 ng/ul 1.96

+ Identfificacion y amplificacion de un fragmento de los genes
propuestos como marcadores de machos, hembras y housekeeping.

Para la especie estudiada, la secuencia de su genoma no ha sido
publicada y tampoco hay reportes de secuencias genéticas parciales,
sin embargo, dado que Hemichromis guttatus es un ciclido, se asumid que
existia alta homologia e identidad con oftros ciclidos como O. ventralis, J.

Ornatus, E. cyanostictus y A. burtoni; especies para las cuales ya se han
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anadlizado los niveles de expresion de genes marcadores de
diferenciacion sexual.

Por lo tanto, tomando en cuenta los datos ya publicados, se solicitd la
sintesis de los oligonucledtidos empleados en dichos estudios para poder
realizar la amplificacion parcial de los genes de interés usando como
templado DNA gendmico y posteriormente el cDNA obtenido a partir de
RNA total de cada génada analizada.

Para este paso el DNAg y RNA total fueron extraidos de musculo y gbnada
de un pez adulto, respectivamente.

Después de verificar la integridad por visualizacion de ambos materiales
por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 49), se cuantificaron
usando el espectrofotdmetro Nanodrop 2000, verificando que la D.O. en
la relacion 260/280 se mantuviera en un rango de 1.7-2.0 y un valor de 2.0
en la relacion 260/230. Estas medidas se tomaron en cuenta para
asegurar gque los acidos nucleicos extraidos eran apropiados para los

posteriores experimentos.

Figura 49. Extraccién de dcidos nucleicos: A) Extraccién de DNA gendmico a partir de
muUsculo B) Extraccién de RNA total a partir de génadas de especimenes adultos. En la
Figura 5 A) se muestran las extracciones de DNA de muUsculo con su patrdn caracteristico
de una banda. En el inciso B) se muestran las extracciones de RNA de gdénadas de
adultos cuyo sexo fue comprobado mediante squash gonadal.
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Una vez que se verifico la calidad e integridad de los adcidos nucleicos se
procedié a la amplificacion por PCR y RT-PCR de los fragmentos de los
genes para macho y hembra. Los oligos empleados para cada caso
estdn indicados en la Tabla 14 (Béhne, A. et al., 2013; Poonlaphdecha et
al., 2010). El famano esperado de los fragmentos amplificados para los
genes: Amh, Cypl1b2, Dmrtl, Wnt4b, Figla, Foxl2a, Ctnnblb, Wnt4a, Dax
I, CyplQal y 18s fueron establecidos in silico hibridando los oligos vs los
genomas de ciclidos secuenciados empleando la herramienta Primer

Blast.
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Tabla 14. Secuencias de los oligonucledtidos empleados para la amplificacién de los
genes marcadores de sexo (Béhne, A. et al., 2013; Poonlaphdecha et al., 2010).

Gen Primer Forward Primer Reverse Producto
esperado

GEN DMRT1 | 5'- 5'- 59 pb DNAg
CAAGTGCTCCCGCTIGTAG | AGCGCTIGTGTCCCITCAGT | y cDNA
AA-3’ -3’

GEN AMH 5'- 5'- 169 pb
AAGCAGCGCAAACATTA | GTTCCAGTCCACAACCTCC | DNAg y
ACA-3’ A-3' cDNA

GEN 5'- 5'- 72 pb DNAg

CYP11B2 GCTCAACCTGCTGAAATT | TIGAAGGTCCTCTCCATGIG | y cDNA
C1GG-3' C-3

GEN WNT4B | 5'- 5'- 85 pb DNAg
TCATGAACCTCCACAACA | CCAGACACACCGTGACAT | y cDNA
ACG-3' TTACA-3'

GENFIGLA | 5'- 5'- 70 pb DNAg
GCCCAGCAAAGTGGAC | TICCTGCAAAACTGCAAGC | y cDNA
ACA-3’ A-3'

GEN 5'- 5'- 200 pb

CTNNBI1B TTCACAACAACCTGGTICC | GGCGAGATGCCTCTTICTIT | DNAg y
TCA-3’ G-3' cDNA

GEN 5'- 5'- 59 pb DNAg

FOXL2A CCGGATCCGTCCCAGAA | CGGATAGCCATGGCAATG | y cDNA
-3’ A-3'

GEN WNT4A | 5'- 5'- 85 pb cDNA
AAGTGGTCACGCAAGGC | TGACCGCAAACGCCACA
ACC-3' C1-3’

GEN DAXI1 | 5'- 5'- 354 pb

CHRX TIMTGCAGGAGGTCCGACA | TCCACAACAGAGACGCC | DNAg
-3’ G-3

GEN 5- 5- 215 pb

CYPI19A1 CATGAACGAGAGAGGC | AGATGTCCACCACAGTGC | cDNA
ATCA-"3 AG -'3.

GEN 185 | 5'- 5'- 111 pb

RIBOSOMAL | GGACACGGAAAGGATIG | GTTCGTTATCGGAATTAACC | DNAg y
ACAG -3’ AGAC-3'. cDNA
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Se demostrd la eficacia de los oligos sintetizados y la presencia de los
genes en el genoma de H. guftatus mediante PCR punto final. Se
realizaron gradientes de temperatura para encontrar la temperatura
optima de amplificacion en la que se obtenia un solo producto. La
amplificacion de los fragmentos fue confirmada al obtener los tamanos
esperados segun las predicciones in silico.

e Genes marcadores para macho

Enlo que respecta alos genes propuestos como marcadores de machos,
en todos los casos se obtuvo un producto amplificado del tamano
esperado por RT-PCR (Fig. 50). Esto permitic confirmar no solo la presencia
de los genes en el genoma sino, también, que son genes que se estdn
expresando y codificando para proteinas del desarrollo  y/o
diferenciacion sexual. Con el gen Wnt4b se observd una diferencia en el
tamano del amplicon entre ambas muestras (DNA y cDNA), esto muy
probablemente puede deberse a que este gen fue editado después de
la transcripcion para eliminar infrones. Para el caso de las variaciones en
la amplificacion del transcrito usando cDNA como templado, estas
podrian deberse a la etapa en la que se encuentra el pez al momento
de hacer la extracciéon de RNA total ya que podria tratarse de un gen
que se expresa en un momento determinado de su desarrollo, sin

embargo, aun queda por elucidar la causa real.
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Figura 50. Gel de agarosa al 2% tenido con bromuro de etidio, donde se muestran los
resultados: Genes marcadores para macho. A) Fragmentos de Amh amplificados en
DNA: tamano en pares de bases concuerda con el esperado(16%9bp). B) Fragmentos
de Cyplib2: el tamano en pares de bases corresponde al esperado (72bp). C)
Fragmentos de Dmrtl amplificados: el tamano corresponde al esperado(59pb). D)
Fragmentos de Wnt4b amplificados en DNA: el tamano obtenido no corresponde al
esperado, sin embargo, en cDNA su presencia y tamano fue confirmada al obtener el
tfamano de 85pb (E) porlo que podemos asumir que hay infrones en el producto de DNA.

Obtenidos los productos de la RT-PCR de los genes Amh y Cyplib2, se
procedié a la purificacion de los mismos para su posterior clonacion vy

secuenciacion (Figura 51).
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72pb  AMH

169pb  CYP11B2

Figura 51. Gel de agarosa al 2% tenido con bromuro de Etidio, donde se muestran los
amplicones purificados para clonacién de los productos de RT-PCR de los genes Amh y
Cyplib2.

Con los fragmentos anteriormente purificados fue posible la clonacion de
los mismos en un vector comercial. La eficiencia de la ligacion y su
clonacion enla cepa de E. coli DH5a fue confirmada por ensayos de PCR
sobre colonias transformadas. Las reacciones fueron analizadas en geles
de agarosa al 2% tomando en cuenta el tamano esperado de los
fragmentos amplificados con los oligos del vector (Figura 52). Esto fue
realizado para asegurar que la construccion contuviera el fragmento

deseado.
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400pb
" «.369pb
200pb 300pb 271 pb
s —169pb  200pb
100pb 100pb
72pb

Figura 52. Gel de agarosa al 2% tenido con bromuro de etidio, donde se muestran los
productos de PCR de colonia de los fragmentos clonados: A) Clonacién del fragmento
del gen Amh. En el carril 2 se visualiza una aproximacion del tamano esperado para el
fragmento (169pb) de la PCR de colonia con los oligos para Amh. En el carril 3 el
producto de la amplificacién con los oligos de M13, concordando con el tamano
esperado de 368pb. B) Clonacion del fragmento Cypli1b2. En el carril 2 se visualiza una
aproximacion del tamano esperado para el fragmento (169pb) de la PCR de colonia
con los oligos para Cyp11b2. En el carril 3 el producto de la amplificacion con los oligos
de M13, concordando con el tamano esperado de 271pb.

Para la exfraccion de DNA plasmidico de E. coli se siguié el protocolo
estdndar de miniprep y, como se observa en la Figura 53 estos fueron
obtenidos en sus diferentes estados conformacionales con una alta

pureza.
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Gel de Agarosa 0.8% + Buffer SB 1x

1. "Amh M1*" (2 pL)
b Al 2. "Cyp11b2" (2 pL)

[ ng/uL] 260/280 260/230
Amh M1*: 157 ng/uL 1.82 202
Cyp11b2: 200 ng/ul 1.89 232

Figura 53. Gel de agarosa al 0.8 % tenido con bromuro de etidio. Se observan los
pldsmidos obtenidos de la Miniprep de los cultivos de E. coli Dh5a transformados con los
fragmentos Amhy Cypl11b2.En el carril 1 se muestra el DNA plasmidico con el fragmento
de Amh y en el carril 2 con Cypl1b2. Se describen ademds los valores obtenidos en la
cuantificacién de las muestras por Nanodrop 2000.

Para conocer la secuencia de los RNAmM de los genes Amh y Cypl11b2, los
pldsmidos anteriormente obtenidos se enviaron a un servicio de
secuenciacion automdatica externo. Un alineamiento mdltiple in silico de
la secuencia de Amh obtenida en este estudio demuestra que, en
efecto, laidentidad de la secuencia corresponde al fragmento de 169pb
obtenido en estos ensayos. El 100% de la secuencia corregida es similar a
las secuencias reportadas de Amh para otros ciclidos, respaldada por un
?21% de identidad con todas ellas (Figura 54 E). Por lo que, estos resultados,
confirman la presencia, expresion y efectiva amplificacion del fragmento
deseado a partir del genoma de H. guttatus.

Las secuencias obtenidas y verificadas serdn reportados en el GenBank
en cuanto tengamos lista la publicacion correspondiente a este proceso.
El mismo proceso de andlisis se llevd a cabo para el fragmento
amplificado y clonado de Cypllb2. El tamano del fragmento

secuenciado corresponde al tamano exacto esperado de 72pb y al
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realizar los alineamientos en BLAST, se obtuvo un porcentaje de identidad
del 100% con secuencias de ofros ciclidos, sin embargo, la identidad de
la misma indica que se trata del gen que codifica a Cypllbl y no para
Cypl1b2, como se planted en un inicio (Figura 54 F); lo anterior quizds es
debido ala poca informacion disponible de las secuencias de ciclidos. A
pesar de este resultado, varios autores soportan la hipdtesis de que
Cyplibl es, efectivamente, un marcador de la diferenciacion sexual de
machos; lo cual es apoyado con publicaciones adicionales en las que se
plantea su importancia en la diferenciacion sexual para machos (Blasco
et al., 2010). Por lo tanto, los niveles de expresion de Cypl1b] se estardn
empleando como un posible marcador de diferenciaciéon sexual.

Con los resultados anteriormente descritos podemos asegurar que
contamos con las secuencias nucleotidicas de los fragmentos de los
genes Amh y Cypllibl del genoma de H. guttatus, los cual nos permite
ser de los primeros en confribuir a sentar las bases del material genético
de la especie; ya que de momento su genoma no ha sido secuenciado
y ademds ninguna secuencia genética parcial o total ha sido reportada.
Para iniciar el andlisis de expresion de los genes seleccionados se
comenzardn a estudiar ejemplares adultos claramente diferenciados
sexualmente, ya que el tejido de andlisis son las gonadas. Una vez
corroborada la expresion diferencial entre hembras y machos, se
procederdn a analizar ejemplares YY y diferentes etapas de desarrollo,

con y sin tratamiento hormonal.
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A) | . B)

.
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A

C) . D)
Max Total Query E Ident Max Total Query E Ident
score score cover value score score cover value
313 313 100% 1e-90 100% 134 134 100% 2e-37 100%
Score Expect Identities Gaps ‘Score Expect Identities Gaps
313 bits(169] 1e-90 16/169(100%) 0/169(0%) 134 bits(72) 2e-37 72/72(100%) 0/72(0%)
E)

Max Tota Quey E |
Desenption C ldent
score score cover value

233 233 100% de60 91% X

233 233 100% deb0 91% [

Accession

mRNA 2833 233 100% de60 91% XM O

233 233 100% de60 91% ELR199111

233 233 100% 4e60 91% DOR2376181

PREDICTED: Hapiochromis burton: ans-Mulierian hormone (mh), mANA 230 230 100% S5e59 %% XM 0059324402

Max  Total Query E
Description . Ident Actession
score score cover walue

126 129 98% de29
128 129 98% de-29
125 129 98% de-2d
123 123 98% 2edT &%

123 123 9B% 2ed7 95% XM C
123 123 98% 227 99% E
123 12F 98% 2e2T 9%% E

123 123 9B% lZed7T 3%

Figura 54. Andlisis de datos obtenidos mediante SnapGene, Viewer y BLAST. A)
Fragmento del electroferograma de Amh. B) Fragmento del electroferograma de
Cyplibl. C) Andlisis de complementariedad de las secuencias de Amh. D) Andlisis de
complementariedad de las secuencias de Cypllbl. E) Validacién de la identidad del
fragmento del gen Amh de Hemichromis guttatus. F) Validacién de la identidad del
fragmento del gen CyplTbl de Hemichromis guftatus

Clonacioén de los fragmentos de los genes Dmrt1 y Wnt4b

Previo a la clonacion fue necesario purificar los fragmentos a partir de
geles de agarosa para asegurar que el producto a insertar fuera el de
interés. En la Fig. 55. se muestra la purificacion exitosa del fragmento del

gen Dmrtl y el fragmento del gen Wnt4b.
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Figura 55.- Purificacion de los fragmentos. A) Fragmento purificado del gen Dmrt1 de
59 pb. B) Fragmento purificado del gen Wnt4b de 178 pb.

Una vez que se verifico en un minigel de agarosa la purificacion, se
procedié a laligacidon de estos productos Unicos a el vector de clonacion
pPCR2.1 del Kit TA Cloning de Invitrogen. A |la par se prepararon células E.
coli DH5alfa calcio competentes que se fransformaron con la Ligaciéon
anterior. El reactivo X-gal, ayudd a discernir enfre las colonias
transformadas con la ligacion (blancas) y las no transformadas (azules)
(Fig.56.).

De las colonias blancas transformadas se realizd una PCR de coloniq,
utilizando los oligos del vector y los oligos del gen en reacciones de
diferentes. Esto para confirmar mediante el tamano del amplificado en
gel de electroforesis que la colonia transformada contiene el fragmento

de interés y que ademds este se ha insertado solo una vez en el vector.
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Figura 56. Tamizaje de colonias tfransformadas y sin transformar. A) Con ligacién vector-
fragmento Dmrt1. B) Con ligacion vector- fragmento Wnt4b.

Para reconocer el tamano correcto se debe tomar en cuenta que, si
dicha PCR se hizo empleando los oligos M13 del vector, el tamano en pb
serd el siguiente: 200 pb (pertenecientes al vector) + 59pb o 178pb que
corresponden al inserto, es decir 259 o 378 pb respectivamente. Mientras
que con los oligos de los fragmentos se esperaria observar Unicamente el

tamano del inserto, es decir, 59-178pb (Fig.57.)

A) B)

300pb 4+—— 759 ph
200pb 200pb
Sin transformar
300pb
100pb
200pb 178 pb
Aprox.

100pb

Figura 57. PCR de colonia. A) PCR de colonia transformada con Vector+Dmrtl, usando
oligos M13. Tamano esperado y confirmado de 259pb. B) PCR de colonia transformada
con Vector + Wnt4b, usando oligos del gen. Tamano esperado y confirmado de 178 pb.
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Por Ultimo, mediante la metodologia descrita anteriormente, una vez
elegidas las colonias fransformadas de interés se procedid a purificar los
pladsmidos mediante el protocolo estdndar de Miniprep. Los pldsmidos
obtenidos resultaron de calidad y concentracion suficiente para la

secuenciacion (Fig. 58)

Figura 58.- Extraccién de DNA plasmidico. A) Pldsmido + Dmrt1. B) Pidsmido + Wnt4b.
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e Genes marcadores para hembra

En el caso de los genes marcadores para hembra: Figla, Foxl2a, Cthnblb,
se realizaron las PCR a partir de ADN complementario y como se aprecia
en la Figura 59, los productos corresponden a los tamanos esperados,
razon por la cual se purificaron para ligarlos al vector de clonacion y
obtener pldsmidos para su posterior secuenciacion. Para el gen Wnt4a, si
bien se ha logrado su amplificacion en DNAgQ, a partir de cDNA se han
presentado problemas para la obtencion del fragmento esperado,
debido probablemente a la edad o etapa en la que se encuentra el pez

en el momento del andilisis.

FoxI2 Figla Ctnnblb
1 2 3

Figura 59. Genes marcadores para hembra. Gel de agarosa al 2% tenido con bromuro
de etidio, donde se muestran los resultados de purificacién de los genes Figl2a, Foxl2a
y Ctnnb1b a partir de cDNA. En el carril 1 se muestra el producto amplificado de Foxl2a
en el famano estimado de 59pb. En el siguiente carril (2) se observa el producto
amplificado de Figla en el tfamano estimado de 70pb, y en el carril 3 el producto
obtenido de Ctnnb b en el estimado de 200pb, aqui se ve una banda adicional cerca
de los 150pb como resultado de posible fragmentacion del gen por el tiempo
almacenado desde la purificacion. El carril 4 corresponde al marcador de peso
molecular.

El electroferograma obtenido de la secuenciacion de FiglA se muestra en

la Fig. 60, en donde se puede apreciar la eficiencia de la reaccion.

110



"1 Fig_M13-F.abl (1051 bases)

260

Figura 60. Parte del electroferograma obtenido de la secuenciacion tipo Sanger del
fragmento del gen Figla integrado en un vector de clonacion.

Una vez obtenido los electroferogramas se realizé un alineamiento entre
los productos obtenidos por la combinacion de iniciadores empleados y

los resultados se muestran en la Fig. 61.

Fig

Percent '
Score Accession
|dent

SN SN N S TS S S S N S S — 140  100% CQuery_ 23263

Figura 61.- Alineamiento in silico de las secuencias complementarias del fragmento del
gen Figla. Se muestra una identidad del 100%, indicando que los resultados de
secuenciacion eran confiables.

Posteriormente, se realizd un alineamiento in silico, pero esta vez dirigido
alainformacién contenida en la base de datos del NCBI, para corroborar
el porcentaje de identidad entre el fragmento obtenido y las secuencias
nucleotidicas reportadas en otras especies de ciclidos. Los resultados
indican un porcentaje de identidad del 99% lo que indica que el gen FiglA
esta codificado en el genoma de H. guttatus y que ademds se expresa,
muy probablemente relacionado a una etapa de diferenciacion sexual,

como se muestran en la Fig. 62.
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Max | Total Query E

Description Ident Accession
score | score | cover | value
PREDICTED: Haplochromis burtoni factor in the germline alpha-like (LOC102300176). mENA 122 122 98% 4e-27 99% XM 0059451192

PREDICTED: Oreochromis niloticus factor in the germline alpha-like (LOC100694426). transcriptvariantX1. m 122 122 98% 4e-27 99% XM 013273360.1

Creochromis niloticus factor in the germline alpha-like (LOC100694426), mRNA 122 122 98% 4e-27 99% NM 001311330.1

PREDICTED: Neolamprologus brichardi factor in the germline alphadike (LOC102792104), mRNA 122 122 98% 4e-27 99% XM 006797588.1
PRECICTED: Pundamilia nyererei factor in the germline alpha-like (LOC102211532). mRNA 122 122 98% de-27 99% XM 005746120.1
PREDICTED: Maylandia zebra factor in the germline alpha (LOC101465910). mRNA 122 122 98% de-27 99%% XM 004567279.1

Oreochromis mossambicus partial mRMNA for factor in the germline alpha (fig1a gene) 122 122 98% 4e-27 99% FENS9T056.1

Figura 62.- Resultados del alineamiento in silico de la secuencia del fragmento del gen
Figla con el resto de las secuencias reportadas para ciclidos en la base de datos del
NCBI. El fragmento solo alinea con secuencias de genes Figla. Presenta un 98% en
cobertura de secuencia con todos los genes debido a que solo dos bases del fragmento
en la especie Hemichromis son diferentes al resto de las secuencias encontradas razén
por la cual la identidad no alcanza el 100%.

Para identificar las dos bases nucleotidicas que son distintas se realizd un
alineamiento con la herramienta Mega, utilizando las secuencias de
diferentes ciclidos y la obtenida de Hemichromis (Fig. 63). Los resultados
indican que éste cambio no es significativo, es decir que no altera la
secuencia de la proteina, ya sea generando un coddn de paro
prematuro o modificando la carga del aminodcido codificado por el

cododn correspondiente.

Data Edit Search Alignment Web  Sequencer  Display Help
= = @ oW |-m w By X OB X [ | oa » 44 84 88

DMNASequences | Translated Protein Sequences |

Species/REbbrv Group Name AR E A KR KR KR K KK KR A R HRE AR AR A H A KA KA KA KA R AR AR AR AR A KA KRR A R AR A R A KR R R K
. Haplochromis burtoni
- Oreochromis niloticus

. Neclamprologus brichardi

1
2
3
4. Pundamilia nyererei
5. Maylandia_ zebra

[3

. Hemichromis_guttatus

Figura 63. Alineamiento entre é diferentes secuencias de ciclidos, incluyendo la
secuencia de la especie Hemichromis. Se muestran las dos posiciones donde las bases
son distintas en la especie Hemichromis.

e Genes control

Enseguida, se realizaron las PCR correspondientes para los genes: 1. Daxl,
marcador de sexo cromosomal de hembra, 2. Cypl9al, que codifica

para la aromatasa que se encuentra sobre-expresada en hembras y, 3.
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18s rIRNA housekeeping; y se demuestra que estos genes también estdn
presentes en el genoma de H. guttatus y que el transcrito del gen 18s es

de un tfamano de 111 pb (Figura 64).

A) B)
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Figura 64. Genes marcadores de sexo cromosomal y housekeeping. A) Gel de agarosa
al 2% tenido con bromuro de efidio, donde se muestra en el carril 1 el fragmento
amplificado de Dax1a (354 pb), y en el carril 3 el de Cypl1?ala (215 pb), ambos a partir
de DNA plasmidico. En el carril 2 se muestra el amplicén del gen 18s rRNA (11 pb)
obtenido a partir de cDNA y ya clonado. Se indica en el primer carril el marcador de
peso molecular. B) Gel de agarosa al 2% tenido con bromuro de efidio, se muestra la
optimizacion de la reaccion de PCR para el gen Cypl9ala que codifica para la
aromatasa.

Para conocer la secuencia, identidad y homologia de los genes de
inferés aqui estudiados fue necesario clonarlos en un vectfor para
enviarlos a secuenciacion automdtica y readlizar los andlisis
correspondientes. Los vectores de clonacion empleados fueron pDrive y
PCR2.1, con los cuales se emplearon los primers M13 que flanquean los
sitfios de clonacion, esto con el objetivo de secuenciar todo el producto
amplificado del pez joya.

Una vez recibidos los diferentes electroferogramas del servicio de
secuenciacion, se procedié a su andlisis. Las secuencias nucleotidica de
los genes marcadores de sexo y de los genes de referencia se observan

descritas en la tabla 15.
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Tabla 15.- Secuencias nucleotidica de los posibles genes marcadores de sexo de H.
guttatus.

Fragmento: Secuencia nucleotidica 5°-3": DNA/mRNA

Amh AAGCAGCGCAAACATTAACAACTGCCACGGCTCCTG | mRNA

(169 pb) CGCTITCCCTCTGACCAACACTAACAACCACGCCGTC
CTGCTCAACTATCACATAGAGAGCGGCAACGCAGAT
GAGCGCCGGCCCIGCTGCGIGCCCITGGCCTACGA
AGCCCTGGAGGITGTGGACTGGAAC

Cyplib2 TCTCAACCTGCTGAAATICTGGAGAGAAAATCGCTTICC MRNA

(72 pb) AGCAGCTICACAAGCACATGGAGAGGACCTICAA

Dmrt1 CAAGIGCTCCCGCTGTAGAACATAATCAAGGTIGCATGT | mRNA

(59 pb) TACTGAAGGGACACAAGCGCT

Wnt4b TCATGAACCTCCACAACAACGAGGCCGGTICGAAAG DNA

(178 pb) GITGGCAACATCAGCGATITCCITATAGATITCCAACTITC
CATGTGAATITACAGCATICTITTITGTTCTITATGATTATCTC
CTCCTCAGGCCATCCTICATAACATGCAGGTIGAGTIGTA
AATGTICACGGTIGIGTCTIGG

Figla TCCCAGCAAAGIGGACACACTTAAAGCTGCCACAGA | mRNA

(70pb) ATACATICGACTGCTIGCTTGCAGTITIGCAGGAA

Cinnblb AACTGCTGTGCAGCGTICTTGCAGAACCATCGCAAATG | mRNA

(220 pb) CTAAAGCATGCTGTAGITAACCTCATTAATTATCAAGACG
ATGCTGAGCTGGCCACTCGTGCGATCCCTGAGCTCAC
TAAACTGCTTGATGATGAGGACCAGGITGTITGTGAATAA
AGCAGCTGTAATGGTGCATCAGTTGTCAAAGAAAGAG
GCATCTCGCC

Wntda AAGTGGTICACGCAAGGCACCCGIGAAGCAGCCTITIG | mRNA

(75pb) TGTATGCCATCTCAGCAGCCAGTGtGGcGTITGcGGTC
A

Daxla CGATITCCACAACAGAGACGCCGGGTGCCCCCCIGT | DNA

(356 pb) TCTGGCCGCCCATAGCCTCGCTCTGCCIGTCCGGGC
AGCCCGIGAGGATGCGCTGCAGCATGCTCGGCTCCA
CGGICTCCGIGGTICTCAAAGTCCACCCGGICTTIGTIGC
GAGTCCCAACACGAGCAGAGGCGCCCAGCCGCTC
CGGATCAGCACGAGCTGGTICGTICCTICGGGTAGTICG
CGGAAACAGGGGACGTITITCACGAAGCGCAGCGTC
TTCACCAGGACCGCGGACGCCGCTITGCAGGTCACC
TGCGGGGAGCGAAGGACGCCCCGGCGCCGAGTC
GAGCCGCAGGAGCAAGCCTIGCTIGICGGACCTCCTIG
CA

Cypl19ala | CATGAACGAGAGAGGCATCATATITAACAACAACGTA MRNA

(206 pb) ACTCTGTGGAAAAAGATACGGACTTATITTGCTAAAGCT
CTGACAGGCCCAAATGTGCAGCAGACGGTGGATGTTT
GCGIITCCICCACACAGGCTCACCIGGACAGCCTGG
ACAGCCTIGGGACACGITGACGIGCICAGTITGCIGCG
CTIGCACTGTIGGTIGGACATCT

18s TGTTCGTITATCGGAATTAACCAGACAAATCGCTCCACC MRNA

ribosomal | AACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCACAGAAT

(111 pb) CGGGAAAGAGCTATCAATCTGTCAATCCTITCCGTIGTCC
A
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En la Figura 65A se observa una imagen representativa de los
electroferogramas obtenidos y en la figura 5B el andlisis por Blastn de las
secuencias de los genes para machos, donde se confirma la identidad
de entre un 80-100% los productos amplificados. Para el caso de los genes
especificos de hembras, se obftuvo un porcentaje de identidad del 98-
100%, con lo que se corrobora la presencia y expresion de estos mismos

(datos no mostrados).

| . A .Ii|lI I|| I|"i I1| pl I
V1 e \
BAmh Cyp11b2 Dmrtl1 Wnt4b
Description ;Tz:e :E)::L ?;If; v;ue Ident  Accession
PREDICTED: Pundamilia nyererei anti-Mullerian hormone (amh). mRNA 233 233 100% d4e60 91% XM 0057270872
PREDICTED: Neolamprologus brichardi uncharacterized L OC102776677 (LOC102776677). partial mRNA 233 233 100% d4eB0 91% XM 006790553.1
Qreochromis aureus anti-mullerian hormone (amh) gene, complete cds 233 233 100% 4eB0 91% EU219911.1
Oreochromis aureus Mullerian inhibiting substance mRMA, complete cds. alternatively spliced 233 233 100% 4eB0 91% DQ257619.1
Description :ggfe ;—:;1 E;?: v:::ue Ident Accession

PREDICTED: Haplochromis burtoni eytochrome P450 118, mitochondrial-like (LOC102297086), mRNA 129 129 98% 4e-29 100% XM 005946637.2
PREDICTED: Meclamprologus brichardi cytochrome P450 11B. mitochondrial-like (LOC102786709), mRNA 129 129 98% 4e-29 100% XM 006804833.1
PREDICTED: Maylandia zebra cytochrome P450 11B. mitochondrial-like (LOC10146387 1), mRNA 129 129 98% d4e-29 100% XM 0045412111
PREDICTED: Oreochromis niloticus P450(11beta) hydroxylase type | (cyp11b). mRNA 123 123 98% 2e-27 99% XM 003450906.3
PREDICTED: Pundamilia nyererei cytochrome P450 11B. mitochondrial-like (L OC102210413). mRNA 123 123 98% 2e-27 99% XM 005732053.1
Creochromis niloticus P450(11beta) hydroxylase type gene. complete cds, alternatively spliced 123 123 98% 2e-27 99% FEJ713105
Oreochromis niloticus P450(11beta) hydroxylase type || mRNA, complete cds. al pliced 123 123 98% 2e-27 99% FEJ713104
Creochromis niloticus P450(11beta) hydroxyvlase type | mRMA, complete cds, alternatively spliced 123 123 98% 2e-27 99% FJ713103

Description shilg:(e ;CD{:?; S;fg vallzue Ident Accession
PREDICTED: Maylandia zebra doublesex- and mab-3-related transcription factor 1-like (LOC101483298). transcript variant X2, mRNA 536 536 100% 2e-06 61% XM 004555629.2
PREDICTED: Maylandia zebra doublesex- and mab-3-related transcription factor 1-like (LOC101483298). transcnpt variant X1. mRNA 536 536 100% 2e-06 81% XM 004555628.2
PREDICTED: Haplochromis burtoni doublesex- and mab-3-related transcription factor 1-like (LOC102312902). mRNA 536 536 100% 2e-06 81% XM 0143334721
PREDICTED: Pundamilia nyererei doublesex- and mab-3-related transcription factor 1-like (1 0C102211105), mRNA 536 536 100% 2e-06 81% XM 0139101931

Description ST{?[XQ Jj;f:’ ?;fg vallzue Ident Accession
Haplochromis burtoni wingless-type MMTV inteqration site family member 4 copy B (wnt4B) gene, complete cds 237 237 100% de-61 90% KF7440231
PREDICTED: Oreochromis niloficus protein Wnt-4 (L OC100712297), transcript variant X4. mRNA 951 161 49% 3e-18 100% XM 0034505804
PREDICTED: Oreochromis niloficus protein Wnt-4 (LOC100712297), transcript variant X3. mRNA 951 161 49% 3e-18 100% XM 0193648331

Figura 65. Andlisis de secuencias obtenidas para machos. A) Electroferogramas
parciales de los fragmentos secuenciados. B) Confimacién de identidad de los
fragmentos mediante alineamiento multiple de secuencias en BLAST.

En la Figura 66 se aprecia el resultado del andlisis bioinformdatico Blastn

para los genes: de referencia 18s ribosomal, Daxla especifico de
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cromosoma X y por uUltimo el gen Cypl9ala, que codifica para la
aromatasa que se sobre-expresa en las hembras. En todos los casos se
confirma la identidad de los genes de estudio.

Max Total Query E

A) Description Ident ~ Accession
score score cover value
Pelmatolapia mariae isolate CES-277 18S ribosomal RNA gene. partial sequence 200 200 98% 3e50 99% KJ774766.1
Oreochromis sp. CMH-2014 isolate CES-467 18S ribosomal RNA gene. partial sequence 200 200 98% 3e50 99% KJ774724.1
Oreochromis mossambicus isolate CES-468 18S ribosomal RNA gene. partial sequence 200 200 98% 3e50 99% KJ774723.1
. Max Total Query E ,
B) Description ’ Ident  Accession
score score cover value
Oreochromis niloticus DAX1 gene for orphan nuclear receptor Dax-1. parfial cds, isolate: On1 610 610 100% 4de-173 97% AB915530.1
Oreochromis niloticus orphan nuclear receptor DAX1 (NROB1a) gene. complete cds 610 610 100% de-173 97% DQ269443 1
Oreochromis niloticus orphan nuclear receptor Dax-1 (nr0b1a). mRNA 610 610 100% de-173 97% NM 001279699.1
o Max Total Query E :
C) Description ’ dent  Accession
score score cover value
Neolamoroloqus brichardi aromatase-fike (LOC102783408). mRNA 315 315 100% 2e-84 94% XM 0067939321
omis aureus cytochrome p450 aromatase mRNA. complete cds 309 309 100% 1e-82 94% DQ279891.1
Astronotus ocellatus ctochrome P450 aromatase (cyp19a) mRNA. partial ods 303 303 100% 5e-81 93% KT337402.1

Figura 66. Andlisis de las secuencias obtenidas para los genes de referencia. Porcentajes
de similitud obtenidos de los genes candidatos secuenciados contra la base de datos
de Ciclidos del NCBI por medio de la herramienta bioinformdtica Blastn. A) 18s rRNA B)
Daxla C) Cypl9ala. Se muestra un porcentaje de similitud mayor al 98% en las
secuencias obtenidas contra la base de datos y una identidad mayor al 99% en todos
los casos respecto al gen de interés.

Se realiz6 la comparacion de la secuencia obtenida del gen 18s rRNA,
con respecto a las bases de datos como se muestra en la Tabla 16. La
longitud de la secuencia de interés era la esperada segun lo reportado
por Geng y colaboradores en el 2013, contando con una longitud de
111pb. Al contar Unicamente con secuencias parciales del gen de
inferés, no es posible conocer si existe una modificacion del marco de
lectura con los datos obtenidos, asi mismo, se detectd un cambio de base
en la posicidon 74 de la secuencia obtenida, con respecto a la posicion
116 en la base de datos, dicho cambio fue constante en todas las
secuencias parciales encontradas en la misma, dicho cambio no genera

un codon de paro prematuro en la secuencia obtenida.
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BN ||

T1CG Serina
CGG Arginina
GGG Glicina

Tabla 16. Cambios nucleotidicos para 18s. Posibles codones generados por el cambio
de base en la posicion 74, utilizando el cédigo genético universal.

Para el caso de la comparacion de la secuencia obtfenida del gen
DAXIa, se encontraron 8 cambios de bases, situacion constante entre la
secuencia obtenida y las secuencias de ciclidos disponibles en la base
de datos; con ayuda del software Megab se realizé un alineamiento de
la secuencia codificante reportada en la base de datos de ciclidos del
NCBI con respecto a la secuencia obtenida. Solo dos de esos cambios
tienen un efecto en la traduccidn de la proteina, siendo uno de estos un
cambio de Treonina a Isoleucina, ambos con una naturaleza diferente,
pero una estructura similar, por lo que la mutacion podria no tener un
efecto importante en el plegamiento o funcion del producto codificado.
El segundo cambio es de Serina a Asparagina, siendo ambos

aminodcidos de la misma naturaleza (Figura 67).

R R R A R R R R R R A R R R R R R R R RN R R R R R R R

SRR U -6 RN 68 R0 URRRNE- CARNR: -1 ARRRNACHRUNNEH: HO0E - 603 -+ SRMNELANE AL CEOARE
RREENE -0 8 SR R ORRNG: ANARE 10 HARRRGUERRMNREH: -0 <N B 1RGNN GGG EEDRRE

Figura 67. Alineamiento y traduccidén generadas con el programa Megaé para el gen
Dax1. Se muestran los cambios de aminodcidos en la secuencia obtenida (Secuencia
de abaqjo) con respecto a una secuencia del mismo gen obtenida de la base de datos
del NCBI (ID: DQ269443.1) (Secuencia de arriba). Las coincidencias se encuentran
marcadas con un asterisco mientras los cambios estdn seialados con un circulo rojo.

Para el gen Cypl9ala, se enconfraron 12 cambios de pares de bases,
comparando con la secuencia obtenida en el NCBI y con ayuda del
software MEGAé6 (Fig. 68), se realizd un alineamiento de la secuencia
codificante y la secuencia obtenida del gen de interés, y su posterior
traduccion. Se detectaron 5 cambios de aminodcidos, entre Leucina y
Valina, de la misma naturaleza, Isoleucina y Treonina cuyas estructuras
difieren ligeramente, Histidina y Serina, siendo estos grupos con naturaleza

positiva y polar respectivamente, Asparagina y Serina, junto con Leucina
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y Valing, todos de naturaleza no polar. Existe una posibilidad de que el
cambio entre Isoleucina y Treonina junto con Histidina y Serina provoquen
un cambio en funcién o plegamiento de la proteina, mds al no poseer la
secuencia completa del gen de interés, no es posible saber si el marco
de lectura es el mismo en la secuencia que se encuentra en la base de

datos y en la del organismo de interés.

L0 5 U0 U0 05 5 U5 5 5 5 5 05 S5 0% B U5 U5 5 U5 05 U5 06 05 05 5 S5 S5 05 06 NN U5 U5 U5 U5 U5 U5 05 05 S5 NI 00 06 U6 U6 SENS U5 U5 U5 U5 5 5 06 0 5 B 06 B8 08 00 O

AR =R B A R B B8R B
RN <R R - RS AR BB B - 8 0

Figura 68. Alineamiento y traduccidén generadas con el programa Megaé para
Cypl9ala. Se muestran los cambios de aminodcidos en la secuencia obtenida de
(Secuencia de abajo) con respecto a una secuencia del mismo gen obtenida de la
base de datos del NCBI (ID: DQ279891.1) (Secuencia de arriba). Las coincidencias se
encuentran marcadas con un asterisco, mientras los cambios estdn sefalados con un
circulo rojo.

Estructuras hipotéticas de las proteinas codificadas por los genes
marcadores para hembras.

Si bien todas las secuencias estudiadas fueron analizadas, @
continuacion, se muestra los resultados obtenidos para los genes
marcadores de hembras. Por ejemplo, con secuencias homologas a
Figla, se analizd la estructura protéica hipotética y se obtuvo la imagen
de la Figura 69. Se frata de una proteina monomérica, con una secuencia
primaria de 242 aminodcidos que dan como estructura secundaria dos
laminas alfa hélice, separadas por un bucle; lo cual coincide con lo
anteriormente reportado para esta clase de factores de franscripcion. En
cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas, esta proteina tiene un pl de

5.39 (valor obtenido con la herramienta ProtParam).
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Figura 69. Estructura proteina en 3D. Modelo hipotético de la estructura tridimensional
de la proteina codificada por el gen FiglA de la especie Hemichromis guttatus, obtenido
utilizando la plataforma SWISS-MODEL.

La proteina Fox2 consta de 303 aminodcidos, que le otorgan alrededor
de 34 KDa de peso molecular, y un punto isoeléctrico o pl de 9.21 (valor
obtenido con la herramienta ProtParam). La estructura tridimensional
formada se puede observar en la Figura 70, donde se muestra una
proteina formada por tres alfa hélices y dos betas plegadas separadas

por un bucle, caracteristica de las proteinas con unidén al DNA.

Figura 70. Estructura proteina en 3D. Modelo hipotético de la estructura tridimensional
de la proteina codificada por el gen Foxl2a de la especie Hemichromis guttatus,
obtenido utilizando la plataforma SWISS-MODEL.

Haciendo uso de las mismas herramientas bioinformdticas que
empleadas para la secuencia anterior, en la imagen continua (Figura 71)
se muestra la estructura proteica hipotética codificada por el gen Wnt4A,
Esta proteina monomérica tiene una secuencia primaria de 352
aminodcidos, que dan como estructura secundaria siete laminas alfa
hélice y 7 betas plegadas, separadas por un bucle. En cuanto a sus

caracteristicas fisicoquimicas, esta proteina tiene un pl 8.55 (valor
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obtenido con la herramienta ProtParam). Esta proteina actia como
ligando para receptores fransmembranales que activan la expresion de

genes de diferenciacion para hembras.

Figura 71. Estructura proteina 3D. Modelo hipotético de la estructura tridimensional de la
proteina codificada por el gen Wnt4A de la especie Hemichromis guttatus, obtenido
utilizando la plataforma SWISS-MODEL.

« Correlacion de los niveles de expresion de los genes con el sexo
aparente de los peces de H. guttatus

Para este objetivo era necesario realizar la extraccion de RNA a partir de
larvas completas de 75 DDE (dias después de la eclosion) y se esta
trabajando en la purificacion de RNA de ejemplares de 90 DDE. Estas
muestras de RNA serdn utilizadas como templados para obtener cDNA
para los ensayos de gPCR. Los resultados de la exiraccion de RNA se
presentan en la Figura 72. Se observd, tanto en el gel como en la
cuantificacion por absorbancia, que se obtuvo mayor cantidad de RNA
de los troncos, debido a la mayor cantidad de tejido utilizado. Se observa
un patrén de bandeo caracteristico de una extraccion de RNA, con dos
bandas intensas que representan las subunidades del RNA ribosomal
ademds de diferentes bandas en los extremos que resultan de otros tipos
de RNA como el mensagjero, ya que el protocolo utlizado es para
extraccion de RNA total de la célula. Las larvas procesadas
correspondian a ejemplares bajo fratamientos de feminizacion,
masculinizacién y también del grupo control; el resto de las muestras
presentaron el mismo patrén de RNA porlo que no se considerd necesario

poner imagen de cada una de las extracciones.
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Figura 72. RNAs Totales de larvas completas de 75 DDE. Gel de agarosa al 0.8% tenido
con bromuro de etidio, donde todos los carriles muestran productos de la extraccién de
ARN de diferentes larvas completas, divididas en tronco y cabeza, de 75 dde. Los
numeros impares (1, 3y 5) representan la extraccion de ARN de la cabeza de las larvas,
mientras que los numero pares (2, 4y 6) pertenecen al ARN del tronco de las larvas.

Determinacién de la expresion de la aromatasa

Las larvas expuestas a la reversion sexual fueron obtenidas a partir del
desove de dos parejas distintas (Figs. 73 ). La longitud y peso de las larvas
al inicio del tratamiento de reversion sexual fue de 6.31 £ 0.42 mm y 2.42
*+ 0.46 mg respectivamente y la densidad en cada acuario fue de 2.5
larvas/litro. La supervivencia promedio al final de los tratamientos fue de
75,71y 72 %, para el tratamiento control, tratamiento de feminizacion y
tratamiento de masculinizacion respectivamente (Fig. 74). Cabe
destacar que la mayor parte de la mortalidad ocurrié durante la primera
semana, lo cual posiblemente se deba a la manipulacion fisicay no a un

efecto de los tratamientos hormonales.
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Figura 73. Cuidado biparental de las larvas antes de los fratamientos. Se observa la
coloracion nupcial caracteristica de la especie durante la temporada reproductiva. En
el acercamiento se observan las larvas aun con reservas de vitelo (a, b).
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Figura 74. Supervivencia de larvas del ciclido joya durante los tfratamientos de reversion

sexual.

Las condiciones de la calidad del agua se mantuvieron dentro de los

rangos Optimos para la especie (Tabla 17), y la temperatura no supero el

umbral de 35 °C para el cual se ha reportado masculinizacion en ofras

especies de ciclidos como la tilapia.
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Tabla 17. Condiciones de calidad de agua durante los tratamientos de reversidn sexual

. Temperatura Nitritos Nitratos Amonio
Tratamiento o P
(°C) (oPm) (opm)  (ppPm)
Control 27 +2.2 8.2+0.25 0 0 0
Feminizacion 273123 8.4+0.22 0 0 0
Masculinizacién  27.4+£2.2 8.4+ 0.31 0 0 0

Durante el experimento las larvas fueron alimentadas sin ningun problema
con los nauplios de Artemia enriquecidos.

Durante los tratamientos se determind y analizd el peso de los individuos
sin enconftrar diferencias significativas en el dia 30 (p=0.487), 45 (p=0.664)

y 60 después de la eclosion (p=0.891; Fig. 75y 76).

Fig. 75. Tamano de las larvas en los 34 y 36 y 60 después de la eclosidon durante los
fratamientos de reversién sexual (a, b y c). d) Larvas sacrificadas y almacenadas en
RNAlater.
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Figura 76. Peso de los ejemplares de ciclido joya expuestos a los tratamientos de
reversion sexual. Media = SD. No se encontraron diferencias significativas entre los
fratamientos para cada dia (P> 0.05).

Para determinar la proporcidén de sexos se sacrificaron 36 individuos por
tratamiento. En el grupo control presentd 58% de hembras, lo cual no
resultd estadisticamente significativo respecto a la proporcion esperada
de 50% (X?=1; p=0.31), mientras que el tratamiento de feminizacion las
diferencias fueron altamente significativas debido a que se encontraron
100% de hembras (X2=32; p<0.001). Sin embargo, el tratamiento de
masculinizacién, a pesar de tener un menor porcentaje de hembras (50%)
no presentd diferencias respecto al control (X2 p=0.8), por lo cual
posiblemente la dosis de Fadrozol utilizada no fue suficiente para ejercer
un efecto masculinizante en el ciclido joya.

Respecto a las pruebas moleculares, se logré la amplificacion del cDNA
de la aromatasa en el ciclido joya con los cebadores disenados para este
estudio. Los resultados del andlisis de 26 geles fotodocumentados
muestran que el tamano del producto amplificado por RT-PCR fue de
aproximadamente (~) 210 pares de bases (pb; Figura 77a), mientras que
por PCR se amplificdé un producto de ~322 pb (Figura 77b), lo cual
corresponde al tamano de los fragmentos esperados para ciclidos: 206 y

318 pb, respectivamente (Ye etal, 2012). El alineamiento de las
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secuencias de los cebadores en filapia (Oreochromis niloticus) muestra
que el fragmento corresponde a una region parcial del cDNA de la
aromatasa abarcando los exones 3 y 4 (nucledtidos 453-658 del cDNA),
mientras que en DNA el amplicon también incluye el intron 3, de un
tamano de 112 pb (Figura 78; Chang et al., 1997, 2005). Cabe destacar
que esta diferencia en el tamano del fragmento permitid distinguir la
contaminaciéon por DNA gendmico durante la estandarizacion del

protocolo de extraccion de RNA y posterior amplificacion mediante PCR.

Gradiente de temperatura de alineamiento (°C)
52 52.5 53.5 54.8 56.6 58 58.8

: ) <—cypl9ala

cypl9ala

Figura 77. Producto de amplificacién de la aromatasa cypi9ala sobre DNA (a) vy
cDNA ovdrico (b) con los cebadores disenados para el ciclido joya. Electroforesis
en gel de agarosa al 2%, tincién con bromuro de etidio. MW: marcador de peso
molecular.
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Figura 78. Diagrama de la estructura del gen de la aromatasa cypi9ala en filapia
(Oreochromis niloticus; tomado de Chang et al., 2005). Las regiones correspondientes a
los exones (I-IX) e intrones se muestran en blanco y negro, respectivamente. Se indica el
tamano de cada seccidn en pares de bases y la region correspondiente al fragmento
amplificado en el ciclido joya (hg-cyp19ala).

Debido al tamano de los organismos al inicio de los fratamientos las
muestras de los 15 DDE fueron procesadas en grupos de fres larvas. En
estas muestras no fue posible cuantificar la expresion de la aromatasa
mediante RT-gPCR, debido a que al migrar el producto amplificado se
observaron bandas inespecificas de ~300 y ~500 pb (Figura 79). No
obstante, el fragmento esperado para cDNA (~208 pb) si estuvo presente,
lo cual sugiere que la aromatasa si se expresa a los 15 DDE. La presencia
de estas bandas no permitié cuantificar la amplificaciéon mediante los
valores de fluorescencia obtenidos en gPCR, sin embargo, al analizar el
gel en el fotodocumentador se determind que para los fragmentos de
208 pb la intensidad relativa de la banda mas intensa fue 10.73 veces
mayor respecto a la banda mds tenue. Lo anterior puede reflejar
diferencias en los niveles de expresion entre machos y hembras, ya que
estas larvas se muestrearon antes de su primera alimentaciéon con los
nauplios enriquecidos, por lo que no hay influencia de los tratamientos

hormonales.
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Figura 79. Producto de amplificacion de la aromatasa cypi9ala por RT-gPCR en
muestras de larvas de ciclido joya a los 15 DDE. Electroforesis en gel de agarosa al 2%,
tincién con bromuro de etidio. MW: marcador de peso molecular.

Posteriormente se procesaron las muestras de individuos de 30 y 45 DDE,
las cuales, a diferencia de los 15 DDE, si fueron manejadas de forma
individual por su mayor tamano. Por RT-gPCR no se encontraron niveles
significativos de expresion de aromatasa en las larvas de estas edades,
ya que los niveles de fluorescencia detectados durante la amplificacion
fueron muy bajos y cercanos al control NTC (Cq= 27.3-28.1; Figura 80). Esto
pudo ser confimado al no observarse el producto mediante
electroforesis. Igualmente, no fue posible detectar la expresion de la
aromatasa en muestras de 60 DDE por RT-PCR, incluso al extraer el RNA
de la secciéon del fronco de los organismos. Lo anterior se realizd con el fin
de reducir la dilucién de los mMRNA de aromatasa en el RNA fotal de la
larva, ya que en este dia los individuos tenian una longitud promedio de

20 mm lo cual facilitd su diseccion.
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Figura 80.- Curva de acumulacién de fluorescencia durante la amplificacién de
aromatasa cypl?ala alos 45 DDE mediante gPCR. La linea roja horizontal indica el nivel
umbral de fluorescencia (determinado en el software CFX manager, Bio-Rad). RFU:
Unidades de fluorescencia relativa.

Para descartar un posible efecto debido al tamano del producto
amplificado (>150 pb) se readlizaron distintas modificaciones en los
protocolos de extraccion de RNA y transcripcion reversa. Sin embargo, no
se obtuvo amplificacion de la aromatasa alos 30, 45y 60 DDE (Figura 81).
En contraste, si fue posible amplificar el gen 18s ribosomal y otros genes
que se estuvieron trabajando para esta especie (datos no mostrados),
entre ellos foxl2 (Figura 82), uno de los principales reguladores de la

transcripcion de la aromatasa.
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Figura 81.- Amplificacion de aromatasa cypl9ala, foxl2 y 18s mediante PCR punto final
en muestras de ciclido joya de los dias 30 y 45 DDE. Electroforesis en gel de agarosa al
2%, tincién con bromuro de etidio. MW: marcador de peso molecular.

100pb

Figura 82.- Amplificacién de foxI2 y 18s mediante PCR punto final en muestras de ciclido
joya de los dias 30 y 60 DDE. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, tincién con bromuro
de etidio. MW: marcador de peso molecular.
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Debido a que foxl2 es un factor franscripcional que promueve la
expresion de la aromatasa y cuya expresion si fue evidenciada mediante
RT-PCR en los dias 30 y 45, se decidid cuantificar los niveles de expresion
relativa de este gen mediante RT-qPCR (Figura 83). Como resultado se
observd que, al normalizar los niveles con el gen de referencia, se
enconfraron diferencias significativas en la expresion entre tfratamientos
a los 30 DDE (Kruskal-Wallis X2= 8.39, df= 2, P= 0.01). Especificamente la
expresion en el tratamiento conftrol fue significativamente mayor que en
el fratamiento de feminizacion (Conover's-test, P> 0.01) y el tfratamiento
de masculinizacion, aunque en este Ultimo no alcanzo la significancia
estadistica (Conover's-test, P= 0.11). A los 45 DDE no se enconfraron
diferencias significativas en los niveles de expresion entre los fratamientos
(Kruskal-Wallis X2 = 2.02, df= 2, P= 0.36). De acuerdo a los resultados de RT-
PCR alos 60 DDE los niveles de expresion de foxI2 fueron menores respecto

alos dias 30 y 45, por lo cual no fueron cuantificados mediante gPCR.
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Figura 83.- Expresidon relativa de foxl2 en juveniles de ciclido joya expuestos a
fratamientos de reversidon sexual a los 30 y 45 DDE. Se muestra la mediana, cuartiles,
rango y puntos extiremos (n= 9). Las lefras indican diferencias significativas en los niveles
de expresion entre tratamientos para cada dia, mientras que el asterisco (*) indica
diferencias para cada tratamiento entre los dos dias (P< 0.05).

Debido a que no existe un equivalente no paramétrico para el ANOVA

de dos vias, se utilizd una prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon para
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evaluar cambios en la expresion relativa de cada tratamiento en el
tiempo. Observdndose que en todos los tratamientos los valores
mostraron una mayor variacion, y respecto al dia 30 los niveles de
expresion a los 45 DDE fueron significativamente mayores para los
tratamientos de feminizacion (W= 12, P= 0.01) y masculinizacion (W= 14,

P=0.02), aunque no en el fratamiento control (W= 35, P= 0.45).

Cariotipo

Después de multiples intentos la técnica para el andlisis citogenético fue
estandarizada y actualmente ya se han logrado visualizar los
cromosomas (Fig. 84 y 85), aunque el conteo total, asi como la
identificacion morfoldgica de estos estd aln en proceso. Por otra parte,
debido al reto que representaba el volumen de la muestra de sangre
debido al diminuto tamano de los individuos y a que se presentaba
contaminacién bacteriana todo el tiempo, se explord la técnica con
diferentes tejidos, lo que permitié concluir que las branquias eran el tejido
idobneo en cuanto a células en metafase y ya que fue el que permitid
observar una mejor morfologia de cromosomas, ademds que su
extraccion no requiere sacrificar al ejemplar, en comparaciéon con los

demds érganos que se examinaron.

Fig. 84. Cromosomas del ciclido joya H. guttatus observados en microscopio dptico en
aumento 100x
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Figura 85. Célula mitética tefida con Giemsa, objetivo: 40x, obtenida mediante la
técnica citogenética de cariotipo general. Se observan cromosomas separados y una
morfologia tipica.

El bandeo “G" es el mds sencillo de realizar y adquiere su nombre debido
al colorante (GIEMSA) que se emplea. En este tipo de tincidn lo ideal es
obtener cromosomas con diferentes bandas en su estructura, es decir
enconfrar bandas oscuras que corresponden a regiones de replicacion
tardia ricas en AT, mientras que las regiones claras corresponden a
regiones de replicacion temprana, ricas en GC, también denominadas
bandas R. Este bandeo se da por una respuesta diferencial de los
cromosomas al ser penetrados con fripsina, antes de ser coloreados con
GIEMSA (Fig. 86). Sin embargo, cabe mencionar que con esta fécnica no
se ha logrado obtener el resultado esperado, puesto que no se logrado
establecer el fiempo adecuado del pretratamiento tripsina para para
lograr la penefracion del colorante y asi distinguir cada una de las

bandas.
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Figura 86. Cariotipo general de H. guttatus con tincién Giemsa

El cariotipo descrito anteriormente presenta 22 pares cromosdémicos. De
acuerdo a la posicion del centréomero, se clasificaron los cromosomas. El
resultado es el siguiente:

4 pares metacéntricos. (Par 1,5,6 y 14).

3 pares submetacéntricos (Par 2, 3y 4).

9 pares sub telocéntricos (Par7,8,9,10, 11,12, 13,15y 17).

6 pares acrocéntricos (Par 16, 18, 19, 20, 21 y 22).

Tincion NOR’s.

Esta técnica identifica en los cromosomas las regiones llamadas
Organizadoras Nucleolares (NORs) que forman y mantienen el nucléolo
en la interface. Las NORs pueden ser visualizadas de forma indirecta, por
el método de paso Unico de Howell y Black (1980), técnica que se basa
en la afinidad que presenta el nitrato de plata por las proteinas dcidas
como la nucleolina asociada a la estructura fibrilar del nucléolo y el pre-

RNA naciente. Estas proteinas persisten en la region de la constriccion
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secundaria durante todo el ciclo celular, permitiendo colorear los
nucléolos en interfase y dichas regiones en cromosomas metafdsicos.

En los peces, las NORs generalmente estdn ubicadas en constricciones
secundarias de los cromosomas, pueden observarse en un solo par
cromosdmico o distribuidas en varios cromosomas del complemento y su
nUmero, posicion y localizacion cromosdémica es especie-especifica para
varios grupos de peces (Nirchio et al. 2007).

Tomando como referencia el cariotipo general que se establecié de H.
guttatus, se determinaron los patrones de bandeo caracteristicos de la
tincion NOR’s. En las figuras 87 y 88 se muestra el cariotipo general con
tincion Giemsa, y subrayado de color rojo los pares de cromosomas que

corresponden a la tinciéon NOR's.

Figura 87. Tincion NOR’s (microscopia electrénica, objetivo 40x)
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Figura 88.- Cariotipo general y bandas NOR's. Se observan 4 pares de cromosomas que
presentan patrones de bandeo caracteristicos a la tincién NOR”s

Bandeo C

Esta técnica tine heterocromatina constitutiva, sobre todo en la parte
central de un cromosoma, por lo que se esperamos observar los
centromeros. La técnica de bandeo-C mds comunmente utilizada
involucra la depurinizacion de la cromatina con un tfratamiento dcido
(HCI), desnaturalizaciéon del DNA con tratamiento alcalino (BaOH),
quiebre de las cadenas de DNA en los sitios depurinizados y remocion de
las cadenas de DNA desnaturalizado en solucién salina caliente (2xSSC)
lo que permite, luego de la fincion con colorante de Giemsa, revelar
bloques mds intensamente coloreados que el material cromosdémico
restante, el cual presenta una coloracion mads pdlida (Sumner, 1971).
Prosiguiendo a la caracterizacidon de los cromosomas, se realizd el
bandeo C, el cual se compard con el cariotipo general ya establecido
de H. guttatus. Se lograron diferenciar los pares cromosdmicos con
patrones especificos de las bandas C. En las figuras 89 y 90 se muestra el
cariotipo general con fincion Giemsa, y subrayado de color azul los pares

de cromosomas que corresponden a la tincion C.
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Figura 90. Cariotipo general y bandas C. Se observan 2 pares de cromosomas que
presentan patrones de bandeo caracteristicos a la tincién C.

Cariotipo de H. Minckleyi

Considerando el estado de conservacion de la especie endémica H.
minckleyi (en peligro, NOM-059), se requiere de mds informacién para su
preservacion y hasta el momento sélo se dispone de informaciéon

fenotipica, pero se carece de informacioén sobre el patrén cromosdémico
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y su respectiva tipificacion. De aqui, que se haya emprendido esta
aproximacion en el presente estudio con el fin de conocer mds a fondo
su genética y taxonomia para fines futuros tales como la manipulacion o
preservacion de éste ciclido. Adicionalmente, identificar y conocer el
numero y las caracteristicas de los cromosomas de H. minckleyi,
contribuiriac a sentar las bases para conocer mejor su situacion
flogenética y la identificacion de polimorfismos.

Cabe mencionar que se utilizaron juveniles producido en el laboratorio y
dos adultos, de los cuales Unicamente se muestred una branquia y no
fueron sacrificados. La eleccion de las branquias juega un papel muy
importante y positivo para la conservacion del ciclido, ya que no solo los
ejemplares no se sacrifican, sino que se ha demostrado que los peces
tienen la capacidad de regenerar las branquias siempre y cuando no se
haya cortado desde el carfilago (Reyes et. al. 2011)

A continuacion, se presentan las fotografias de los cariofipos obtenidos.
Las Figuras (?1 a 98) corresponden a los 3 primeros ciclidos juveniles de los
cuales se desconoce el sexo y las Figuras 99 a 102 corresponden a adultos

(hembra y macho).
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Figura 921. Cariotipo general con tincion Giemsa. Los espacios vacios aun se estan
frabajando para encontfrar el par, ya que algunos cromosomas vienen
sobrepuestos.
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Figura 92.- Imagen original del cariotipo anterior.
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Figura 93.- Cromosomas con Bandeo C.
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Figura ?4.- Imagen original de los cromosomas en Bondeo C.
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Fig 95.- Cromosomas tenidos con NORS.
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Figura 96.- Fotografia original de los cromosomas en NORS.
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Figura 97. - Cariotipo con 20 pares de cromosomas semi-armado. Técnica de Yoduro.
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Figura 98.- Se observan dos o tres células juntas con la técnica con Yoduro.

s KA o0 & 4 )

G S8 Al 86 AN
48 #® ) as AS
N " 'Y} -

Fig 99.- Emparejamiento de cromosomas para ciclido hembra adulta.
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Figura 101.- Fotografia a color de los cromosomas anteriores de hembra adulta.
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Figura 102. Cromosomas del ciclido macho adulto.

Actualmente, se encuentran en proceso de conclusidon tres
proyectos de tesis para la deferminacion del cariofipo enfre las dos
diferentes especies aparentes de ciclido joya (H. guftatus y H.
letourneuxi), la determinacion del cariotipo de los machos YY vy la

determinacion del cariotipo de H. minckleyi.

Competencia interespecifica entre H. guttatus y Herichthys minckleyi

Las observaciones fueron registradas en etogramas para cada
pecerq, los cuales se muestran en la Tabla 18. Enfre las observaciones mdas
destacadas se encuentra la agresion que se observd entre los individuos
de la especie nativa, ya que, de los cuatro fratamientos, en tres de ellos
se mostré mortalidad a causa de la agresion de parte de sus

companeros. Asi mismo, las peceras colindantes con ejemplares de H.
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minckleyi pasaban mds tiempo desplegando conductas agresivas a
través del vidrio de la pecera hacia sus conspecificos.

Por ofro lado, en el ensayo de competencia interespecifica, los
peces nativos solo mostraron la iniciativa en las interacciones
anfagonicas el primer y segundo dia, permitiendo a los ciclidos joya
tomar posesion del refugio, y buscando mds activamente el alimento, a
diferencia de los invasores que se mostraban renuentes a salir del refugio

para alimentarse.

Tabla 18. Cuantificacion de agresiones en ambos tipos de competencia

(intraespecifica con H. minckleyi; interespecifica con joya y nativos). Las celdas
en cero representan la muerte de uno de los peces dentro del periodo.

COMPETENCIA TRATAMIENTO DIAS
Talbd 6all10 10al15
INTERESPECIFICA CA/CR 7 4 36
CA/SR 10 6 47
SA/CR 15 0 0
SA/SR 47 5 31
INTRAESPECIFICA CA/CR 19 70 52
CA/SR 19 0 0
SA/CR 0 0 0
SA/SR 21 0 0

Como era de esperarse se aprecid una mayor frecuencia de
agresiones en los tratamientos sin alimento ni refugio, y una tendencia
hacia el incremento en las interacciones antagdnicas conforme
transcurrian los dias de observacion en los tfratamientos con alimento y

refugio.
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DISCUSION

Reversion sexual

La efectividad relativa de los quimicos en la feminizacion de los ciclidos
depende del fipo de hormona, la especie, la etapa larval, la dosis y la
duraciéon del tratamiento (EI-Sayed 2006). Asi, los resultados observados
en el presente estudio concuerdan con los de Rosenstein y Hulata (1992)
quienes intentaron feminizar a la tilapia de Mozambigque (O.
mossambicus) utilizando inmersiones cortas de huevos fertilizados en una
soluciéon con Flutamida y de Flutamida + Progesterona, pero encontraron
un numero similar de hembras y machos que en el tfratamiento control.
No obstante, estos mismos autores reportaron 100% de reversion utilizando
agentes estrogénicos (Etinil-Estradiol y Dietilestiloestrol), de manera similar

al presente estudio.

Adicionalmente, los efectos observados por la exposicidon de las larvas del
ciclido joya al Estradiol fambién concuerdan con lo reportado por otros
autores quienes pudieron comprobar que el Estradiol afectaba
negativamente la supervivencia de las larvas del ciclido convicto
(Amatitlania nigrofasciata) (George y Pandian, 1996). No obstante, se
debe considerar que diferentes factores pueden afectar la
supervivencia, tales como la sensibilidad de la especie, el tiempo de
exposicion y la concentracion de los quimicos, siendo estos los mds
importantes. Asi mismo, se ha encontrado que el Estradiol afecta
negativamente el crecimiento durante la exposicion al esteroide
(George y Pandian, 1996; Karsli, Aral y Yes, 2016). Sin embargo, se ha
reportado que se reestablece el crecimiento normal meses después de
suspender la exposicion al mismo (Babiak et al., 2012; Schill, Heindel,
Campbell, Meyer y Mamer, 2016; Wang et al., 2008). Esto efecto negativo
sobre el crecimiento se puede aftribuir a que, el Estradiol actia a nivel de

la pituitaria  incrementando la cantidad de receptores de la
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Somatostatina (SRIF-14) afectando consecuentemente la sintesis y

secrecion de la GH (Cardenas et al., 2003).

Ofro de los aspectos que se observd que variaba es el factor de
condiciéon. El factor de condicidn es normalmente utilizado para
comparar la relacidon que existe entre la longitud y el peso y se ha
relacionado con el bienestar general y la salud del pez (Reynold, 1968).
A este respecto, no se encontraron diferencias estadisticas entre el factor
de condicién de hembras y machos del tratamiento control, resultados
similares se han reportado en ofros ciclidos como la tilapia (Khallaf et al.,
2003). Sin embargo, fueron notables las diferencias altamente
significativas (P>0.001) entre ambos sexos del grupo contfrol comparados
con las hembras resultantes de la reversion por el tratamiento con
Estradiol, siendo el factor de condiciéon significativamente mds alto en
éstas Ultimas. A este respecto se ha reportado que el factor de condicion
de las hembras estda relacionado con el desarrollo gonadal (Le Cren et
al.,1951) y que este factor puede fluctuar de acuerdo a la estacion del
ano (El-Sayed et al., 2007) y con el contenido de grasas y proteinas
encontradas en el cuerpo del pez (Salam y Davies, 1994), muy
posiblemente provenientes de la gbnada. Lo que ala vez concuerda con
una disminuciéon en el factor de condicion después de la temporada
reproductiva, (Khallaf, 1986). Por consiguiente, las diferencias observadas
en el presente estudio podrian ser explicadas en funcién del desarrollo
gonadal de losjuveniles. Enrelaciéon con esto, no se pudo estimar el indice
gonadosomdatico debido a lo diminuto de los ejemplares y la dificultad

para extraer la totalidad de las gonadas.

Sin embargo, mas alld de la mortalidad y el factor de condicion vale la
pena resaltar la efectividad del tratamiento de exposicion de las larvas al
Estradiol el cual culmind en la produccion de Neohembras comprobadas

al momento del establecimiento de parejas y su reproduccion.
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Contrariamente al tfratamiento con Estradiol, los ejemplares expuestos a
la Flutamida no mostraron diferencias significativas en cuanto a la
supervivencia, ni al factor de condicion, lo cual posiblemente se deba a
la concentracion de Flutamida utilizada. Sin embargo, en el experimento
de Flutamida al igual que en el de Estradiol, la longitud total y el peso de
los organismos tratados fue significativamente diferente de los organismos
del tfratamiento confrol esto se podria atribuir a que la flutamida
inferviene con el hipotdlamo inhibiendo la accién de los andrégenos y
de esta manera es capaz de generar un ambiente estrogénico que
puede desembocar en efectos similares al tratamiento de estradiol
incluyendo un aumento de estradiol en el suero sanguineo (Jensen et al.,
2004).

En el presente estudio se llevaron a cabo tratamientos de reversion sexual
con larvas del ciclido joya utilizando nauplios como vehiculo de los
tratamientos hormonales. Como era de esperarse en el tratamiento
control la proporcidon de sexos no fue diferente de la proporcion
esperada de 1:1, lo que confirma que no existié una influencia marcada
de la temperatura en la reversion sexual. Esto debido a que la
temperatura es uno de los factores de mayor importancia durante la
diferenciaciéon sexual en peces teledsteos, ya que suele influir en la
proporcidon de sexos. Aungue no se han reportado estudios de la
influencia de la temperatura sobre la proporcion de sexos en especies de
ciclido joya, en la filapia Oreochromis niloticus se ha determinado una
temperatura umbral de 36 °C, mds alld de la cual se han registrado
niveles significativos de masculinizacién de los organismos (Bezault et al.,

2007; Azaza et al., 2008).

En lo que respecta a la efectividad de los tratamientos hormonales, se
logré la feminizacion del 100% de las larvas de ciclido joya expuestas a
17B-estradiol a una concentracion de 200 mg/kg de los nauplios de
arfemia enriquecidos, sin afectar significativamente el crecimiento y

supervivencia de los organismos. Cabe destacar que en el presente
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estudio se asumid un 100% de asimilacion de estradiol por los nauplios de
artemia. Sin embargo, se ha reportado que los nauplios enriquecidos con
estradiol pueden llegar a perder hasta 13% de la hormona asimilada
después de 4 horas del enriquecimiento (Martin-Robichaud, et al., 1994),
por lo cual es posible que la concentracion real de estradiol ingerida por
las larvas de ciclido joya haya sido menor. Independientemente de esto,
la alimentacion de las larvas de ciclido joya con los nauplios enriquecidos
a esta concentracion logré el 100% de reversion sexual. En estudios
similares se ha logrado un 100% feminizacion en larvas de la lobina
Micropterus salmoides y un 98% en larvas del lumpo Cyclopterus lumpus,
ufilizando nauplios de artemia incubados en estradiol a una
concenfracion de 5y 20 mg/L, respectivamente (Garrett, 1989). Ya que
estos autores no reportan la densidad de nauplios presentes en el medio
de enriquecimiento, no es posible comparar estas concentraciones con
las utilizadas en el presente estudio; no obstante, esto reafirma la

efectividad de la administraciéon del estradiol por este medio.

En cuanto, al fratamiento de masculinizacién, aunque el porcentaje de
machos fue mayor que en el control (50% y 41.6% respectivamente), no
se observaron diferencias significativas en cuanto a la proporcion de
sexos. Aungue en la estrategia empleada para la produccion de machos
YY no es necesario ningun paso de masculinizacion, el fratamiento con
fadrozol se llevd a cabo para contar con un confrol negativo de
expresion de la aromatasa, ya que en el tratamiento control se esperaba
una proporciéon sexual de 1:1, por lo que en los andlisis moleculares se
obtendria niveles de expresion genética de machos y hembras. La baja
eficiencia de tratamiento de masculinizacién probablemente se deba a
que es requerida una mayor concentracion de fadrozol para el ciclido
joya. Sin embargo, en otras especies de peces se ha logrado un 100% de
reversion con la misma dosis de fadrozol, e incluso se han alcanzado
niveles significativos de masculinizacidon a concentraciones mds bajas.

Por ejemplo, empleando una concentracion similar a la utilizada en el
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presente estudio (100 mg/kg de alimento) se logrd la masculinizaciéon del
100% de hembras de Danio rerio, y hasta un 62.5% de masculinizacion al
administrar 10 mg/kg (Uchida et al., 2004). En el lenguado Paralichthys
olivaceus, a 100 mg/kg se alcanzd el 100% de reversion, y una dosis de 1
mg/kg de fadrozol logré masculinizar a un 25% de las hembras, lo cual es
estadisticamente significativo (Kitano et al., 2000). No obstante, en ofras
especies de ciclidos se han reportado resultados contradictorios, como
en la tilapia Oreochromis niloticus, para la cual se ha reportado un 100%
de masculinizacion con dosis de 75 o 100 mg/kg durante 30 dias (Afonso
et al., 2001).

Si bien, en los estudios anteriores el fadrozol se administrd a fravés de una
dieta, no se puede descartar un efecto por la forma de administracion,
ya que no se ha reportado enriquecimiento de nauplios con fadrozol
para tratamientos de reversion sexual. En cambio, como se menciond
anteriormente, al enriquecer nauplios con 17p-estradiol se han reportado
pérdidas de la hormona después del enriquecimiento (Martin-Robichaud
et al., 1994). Por lo cual se vuelve necesario confirmar si la concentracion

de fadrozol disminuye en los nauplios después del enriquecimiento.

Analisis morfométrico

Ya que el ciclido joya tiene un dimorfismo sexual limitado se realizd un
andlisis morfométrico con el objetivo de revelar diferencias estructurales
entfre los sexos de las etapas larvales de esta especie. Este andlisis ha
probado ser efectivo para evidenciar diferencias estructurales entre
géneros en Limanda ferruginea (Cadrin y Silva, 2005), entre
polimorfismos de Cichlasoma citrinenellum (Meyer, 1990), y polimorfismos
de Salvelinus alpinus (Adams et al., 1998). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en las estructuras de ambos sexos del ciclido joya

al compararse con una prueba de Mann Whitney. Por ofro lado, al realizar
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un andlisis de regresion entre las medidas registradas se observd que la
relacion entre la longitud de la cabeza - longitud estadndar, longitud de
la cabeza-longitud total y longitud de la cabeza-altura del cuerpo, fueron
diferentes entre machos y hembras, siendo la relacion de estas medidas
mayor en machos que en hembras, pero al compararse las
correlaciones de las medidas sin tomar en cuenta la longitud de la
cabeza no se observaron diferencias. Estos resultados sugieren un
dimorfismo sexual estructural definido por el cardcter de la longitud de la
cabeza. Resultados similares han sido reportados previamente para el
pargo (Pagrus auratus) (Moran et al., 1999). Esto permite establecer con
claridad que la alometria del ciclido joya es distinta en hembras y machos
siendo la longitud de la cabeza de estos Ultimos el cardcter que causa

esta diferencia y que por ende permite identificar a sus géneros.

Identificacidn de la especie invasora y origen de la invasion

En funcidon de las observaciones moleculares (por medio de la técnica de
Barcode) de los individuos recolectados en Cuatrociénegas, se pudo
constatar la presencia de una especie distinta a la reportada
originalmente por Contreras y Ludlow (2003). No obstante, las
observaciones morfoldgicas indican la posible presencia de ofra especie,
variedad o un hibrido (lo que sdélo se podria elucidar mediante el andlisis
de genes nucleares). A este respecto son varias las posibles teorias
acerca de la ocurrencia de dos especies invasoras en el valle de
Cuatrociénegas.

e Especies comerciales mezcladas

Al fratarse de especies comerciales muy similares es probable que, en
virtud de la dificultad para discernir taxondmicamente entre éstas,
debido a la complejidad de su morfologia, se hallan mezclado al no
ser idenftificadas correctamente. Loiselle (1992) discute esta

complejidad y menciona como ha venido creciendo con el fiempo.
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Esta no seria la primera vez que las especies se confundieran ya que
al inicio de la invasidon que acontece actualmente en Florida se creyo
que H. letourneuxi era H. bimaculatus (Rivas 1965) y ejemplares de H.
guttatus de Cuatrociénegas han sido descritos como H. bimaculatus
(Aguilar-Aguilar et al., 2014). Por otra parte, Contreras y Ludiow (2003)
senalan al momento de describir a H. guttatus de las poblaciones de
Cuatrociénegas que encontraron, dos ejemplares que presentaban
dientes faringeos centrales molariformes (similares a los de H.
letourneuxi descritos en el presente informe), indicando que dicha
condicién merecia un estudio posterior.

Por supuesto que otro factor a tomar en consideracion es la falta de
conocimiento o de conciencia de algunos vendedores, los cuales no
se van a detener a identificar correctamente los ejemplares que

venden.

e Introducciones de dos especies diferentes en Cuatrociénegas en

diferentes tiempos.

A simple vista los ejemplares de H. guttatus y H. letourneuxi presentan
caracteristicas fisicas externas muy similares, que en el pasado debido a
la escaza informacidn disponible pudo derivar en una identificacion
errénea, dando por hecho que todos los individuos representaban a la
misma especie. Lo que posiblemente podria significar multiples
infroducciones deliberadas, en las cuales se infrodujeron diferentes
especies.
o Hibridacion de estas especies antes o posteriormente a la

infroduccion

La hibridacidon es posible en la naturaleza, pero ésta representa
solamente una pequena porcidn de las posibles combinaciones entre
diferentes especies. No obstante, al ser el acuarismo una industria de
moda en la que constantemente se estdn renovando las variedades,

muchos productores se dedican a hibridar diferentes especies de
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ciclidos. Un ejemplo se puede encontrar en la siguiente pdgina web
http://www.monsterfishkeepers.com/forums/threads/the-big-cichlid-
hybrid-example-thread-load-warning.491862/

Por lo cual no se puede descartar la posibilidad de que esto hubiera
pasado antes de la introduccidén de los ciclidos invasores en las pozas de
Cuatrociénegas. Por ofra parte, debido a las condiciones especificas del
sitio y en particular al aislamiento de las pozas, esto pudo impulsar al
entrecruzamiento de dos especies similares tanto morfolégica como
genéticamente. La solucion a este problema es la consfruccion de
Arboles filogenéticos de distancia genética, para analizar las relaciones
de los clados del género.

Considerando estas hipdtesis mandamos nuevamente ejemplares con
caracteristicas morfoldgicas de H. guttatus y H. letourneuxi para confirmar
su identificacion por medio de coédigo de barras (Barcode). Los resultados
confirmaron que la especie que se encuentra en las pozas en las que se

muestred es H. letourneuxi.

e Hipotesis sobre el origen de la invasion

De acuerdo con Confreras y Ludlow (2003) la invasion inicid a mediados
de los 90’s, ya que se registraron los primeros avistamientos en 1996, para
el siguiente ano ellos registraron algunos cientos de pecesy para 1998 ya
se contaban por miles. Desde nuestro punto de vista la infroduccion
obviamente fue deliberada, considerando la ausencia de las especies
en la regién y debido al aislamiento de las pozas, pero también debid
necesariomente ser muy numerosa en cada una de las pozas. Esto
debido a que si se hubieran introducido solo algunos cuantos individuos
la invasidon no habria prosperado por la presencia y dominancia no solo
de los individuos de H. minckleyi ya presentes, sino también por la
presencia de la lobina (Micropterus salmoides) en algunas de las pozas.

Debido al atractivo turistico que representa Cuatrociénegas y a que

hace 20 anos se permitia el acceso recreativo a las pozas es probable
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gue hubieran introducido al ciclido joya para contar con una mayor
variedad de peces e incrementar de esta manera el atractivo de las

POZas.

Reproduccidn en cautiverio de H. guttatus y H. minckleyi

El establecimiento de las condiciones optimas para la reproduccion de
ambas especies radicé en una alimentacion de calidad y variada,
ajustada a las diferentes etapas de desarrollo, la regulacion de la
temperatura por medio de microcontroladores, el tipo de sustratos para
refugio y reproduccion, la luminosidad y variaciones de volumen para
imitar su ambiente natural y desde luego del buen manejo de los
individuos.

Un aspecto importante dentro de este proyecto era la reproduccion de
las especies nativas para generar crias y establecer los estudios de
mesocosmos. A pesar de que se capturaron solo seis juveniles sin
dimorfismo sexual aparente se logré encontrar una proporcion
adecuada para la formacién de dos parejas y actualmente se cuenta
con un vdalioso lote de juveniles que permitird confinuar el estudio
planeado. Vale la pena mencionar que los patrones de coloracion de los
reproductores durante el cortejo y el desove concuerdan con los recién
publicados por Oldfield et al (2015). Resta aun la obtencién de crias de

C. bifasciatus.

Cariotipo

El establecimiento de la técnica para conocer el cariotipo de H. guttatus
contribuird sin duda al reconocimiento de los machos YY y permitird
igualmente corroborar la presencia de algunos de los genes
secuenciados en los cromosomas. Mienfras que en el caso de H.
minckleyi hasta el momento sélo se dispone de informacién fenotipica,
pero se carece de informacién sobre el patrdn cromosdémico y su

respectiva tipificacion. De aqui que el establecimiento de una técnica
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citogenética adecuada conftribuird a sentar las bases para su precisa
identificacion taxondmica, o que a su vez permitird conocer mejor su

sifuacion filogenética y la identificacion de polimorfismos.

Vitelogenina

Mdas alld de las dificultades técnicas que se presentaron (fuga de las
columnas de cromatografia), sin duda el reto mds grande en este estudio
fue la obtencion de muestras de plasma y génada suficientes para la
purificacion, particularmente debido al diminuto tamano de los
reproductores (menos de 2 cm). Afortunadamente este aspecto fue
compensado con la implementacion de una técnica indirecta para
cuantificar la vitelogenina. Esta técnica, basada en la cuantificacion de
fosfatos presentes en esta proteina, cumple con los requisitos para
considerarla vdlida. En primera instancia, la técnica asegura la
separacion de lipofosfoproteinas con un solvente orgdnico, eliminando
otras proteinas fosforiladas del metabolismo celular. Mientras que los
fosfatos de los fosfolipidos son eliminados durante los lavados con etanol.
De tal forma, que los fosfatos cuantificados provienen de la vitelogenina
la cual es producida desde que las hembras enfran en pubertad y se
incrementa en cada temporada reproductiva. No obstante, los machos
cuentan con el mecanismo sintético en los hepatocitos para producirla,
aunque ante la imposibilidad de ser capturada por los ovocitos, por no
tener ovarios, esta queda en la circulacion. En este sentido, como era de
esperarse, la concentracion de fosfatos fue mds elevada en hembras,
para todos los tejidos analizados. Sin embargo, cuando ajustamos el
contenido de fosfatos con la proteina soluble, lo anterior fue
particularmente vdlido para aquellos tejidos directamente involucrados
en la acumulaciéon (génada 9.8 veces mayor en hembras) y fransporte
(plasma 8.38 veces mayor en hembras) de la vitelogenina. En el caso del
higado, responsable de la sintesis de vitelogenina, esta relacion fue

apenas 1.04 veces mayor en hembras, lo cual puede ser afribuido a que,

154



como se menciond, los machos tienen igualmente la capacidad de
sintetizar vitelogenina. La presencia de vitelogenina en machos se ha
atribuido a que puede tener funciones diferentes a las hembras o bien
por exposicion a compuestos estrogénicos ambientales o provenientes
del alimento. En el caso de las branquias y musculo esta relacion fue 2.98
y 2.7 veces mayor en hembras respectivamente, lo cual puede estar
relacionado con lairrigacion sanguinea de estos tejidos. Sin embargo, en
el caso del mucus esta relacién se invierte resultando 3.17 veces mayor
en machos, o cual puede ser explicado por el papel de la vitelogenina
en el mucus, en donde puede servir como fuente de alimento en aquellos
ciclidos que exhiben un comportamiento parental, como el caso del
ciclido joya Africano (Kishida & Specker 1994; Kishida & Specker 2000), y
se ha hipotetizado que el mucus puede desempenan un papel
significativo como via excretoria, particularmente en los machos que
carecen de un sitio de deposicion (ovario) para la vitelogenina (Moncaut
et al. 2003).

Marcadores moleculares

Esta parte trabajo se enfocd en identificar y evaluar la expresion de
algunos de los genes de determinacion y diferenciacion sexual en
ejemplares de H. guttatus, ya que esto permitiria evaluar la eficiencia de
la reversion sexual en machos feminizados para el control de esta especie
invasora. Sin embargo, debido a la ausencia de secuencias nucleotidicas
publicadas del genoma de H. guttatus fue necesario tomar en cuenta lo
reportado para otros ciclidos relacionados. Adicionalmente, para poder
hacer estos estudios cuantitativos se buscd un gen housekeeping que
permitiera evaluar eficientemente los niveles de expresion.

Los genes candidato se seleccionaron con base en la comparacion de
sus niveles de expresion tanto en gbnada como en cerebro, ya que en

estos dos tejidos ocurre la determinacion y diferenciacion sexual,
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eligiendo los transcritos que comuUnmente presentan sobreexpresion
diferencial en génadas (ovario y testiculos).

Cuando se realizaron los estudios de PCR punto final empleando DNAg
de hembras y machos, se demostrd por primera vez que los genes Amh,
Cyplibl, Ctnnblb, Dmrtl, Wnt4b, Foxl2a, Figl2a, Cypl9ala, Daxla y 18s
ribosomal estan codificados en el genoma de Hemichromis sp.; tal como
ha sido reportado en los ofros ciclidos, confirmando que pertenecen a la
misma familia y que pueden estar usando una ruta molecular comun a
otros peces para la determinacion y diferenciacion del sexo.
Adicionalmente, se demuestra la presencia de exones e intrones en los
genes Wnt4b y Cypl19al, ya que al realizar los ensayos de RT-PCR se ve
una diferencia de mas de 100 pb, tal como sucede en algunos genes que
sufren edicion.

Al evaluar si los genes de interés ademds de estar codificados en el
genoma podrian estarse expresando, sugiriendo su participacion durante
el desarrollo y definicidon sexual, quedo demostrado que todos ellos se
expresan en géonada en la etapa adulta, 100 DDE. Es por esto que para
confirmar la importancia de los genes previamente descritos y su
participacion en las rutas de diferenciacion sexual es necesario realizar al
menos fres diferentes ensayos de gPCR: 1) durante el desarrollo después
de la eclosion, 2) en la fase adulta y 3) durante el tratamiento hormonal
para feminizacion o masculinizacion. De esta manera se podria estar
evaluando la reversion sexual por fratamientos y las rutas implicadas de
manera normal. Es por esta razén que el contar con un gen de referencia
como lo es el gen 18s rRNA serd de gran ayuda para los andlisis
posteriores. Adicionalmente, el andlisis de expresion de los genes
seleccionados se hard a los 75 y 95 dias después de la eclosidon. Para lo
cual, peces de cada uno de los diferentes acuarios (divididos en
conftroles, tratamiento con estradiol y tratamiento con Fadrozol), ya se
obtuvieron. El andlisis de expresion de los genes se podrd realizar tanto de
cerebro como de las génadas, por lo que cada pez ya se dividid en

tronco y cabeza. Hasta ahora, se ha realizado solamente el
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procesamiento y exiraccion exitosa de RNA total de las muestras de 75
dias.

Finalmente, es un reto gendmico el trabajar con una especie cuyo DNA
no estd descrito y es por esto que estamos cerca de enviar el resto de
todos los fragmentos clonados a secuenciar para compartir y difundir la
informacioén hasta aqui generada.

Aromatasa

La razén por la cual no se encontraron variaciones importantes en los
niveles de expresion de aromatasa enfre hembras y machos es intrigante,
sin embargo, observaciones recientes realizadas por Bohne et al (2013 y
2014) revelaron que a pesar de que los patrones de expresion del gen
cyplQalA y cypl9alB en una especie estudiada (N. pulcher) era
consistente con la tendencia general en los teledsteos, i.e. la expresion
de la copia A en los ovarios y la copia B en el cerebro, un miembro de la
extraordinariomente diversa tribu de ciclidos, los haplocrominos (A.
burtoni), mostrd un patron fuera de lo comun. En A. burtoni, el cyp19alB
se encontro que estaba sobreexpresado en los testiculos y no en el
cerebro. También el cyp19alA muestra una desviacion de la tendencia
general en los teledsteos, ya que en el caso de un miembro de la tribu de
los Ectodinios (O. ventralis), se detectaron niveles de expresion similares
de cypl9alA en testiculos y ovarios. Sorprendentemente, también
enconfraron que en esta especie se sobreexpresaba en los testiculos un
gen del receptor de estréogenos (esr2b) y en A. burtoni, especie en la que
se sobreexpresaba el gen de la aromatasa tipica del cerebro (cyp19alB)
en los testiculos, también sobreexpresaba en los testiculos un gen del
receptor de estrogenos (esrl). Igualmente, de forma paraddjica
encontraron que el gen del receptor de los andrégenos arB estaba
sobreexpresado en los ovarios de O. ventralis y J. ornatus.

Se ha fratado de explicar la sobreexpresion de la aromatasa en los
testiculos como un mecanismo para sobreproduccidon de estrogenos lo
que provoca agresividad en los ciclidos, no obstante, los estrogenos que

confieren agresividad al parecer no son de origen testicular (Bdhne et al.,
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2014). Por otra parte, existen sitios de unidén en el promotor de cypl19alA
para SF-1 'y Dmrt-1 (factores transcripcionales importantes en la
regulacion embriolégica masculina) y la expresion de ambos factores es
consistente con la accién represiva de estos factores transcripcionales
sobre la expresion de cyp19alA en los testiculos.

Una explicacion mas plausible es la participacion de la aromatasa como
productora de estrogenos para la induccion de la mitosis durante las
primeras etapas de la espermatogénesis (Miura y Miura, 2001). En efecto,
Blasco et al. (2010) observaron la expresion del gen cyp19alA durante la
diferenciacion de los testiculos y que su expresion seguia aumentando
con la edad. En el mismo sentido, pero con algunas variaciones Vinas y
Piferrer (2008) observaron que la expresion del gen cypl9alA se
incrementaba de la etapa de espermatogonia a espermatocito, pero
decrecia en la transicion de espermdtida a espermatozoide en larvas del
robalo (Dicentrarchus labrax). Por otra parte, se ha demostrado que los
tratamientos con Estradiol inducen las etfapas finales de la

espermatogénesis en la dorada (Sparus aurata) (Vinas y Piferrer 2008).

En conjunto estas observaciones indican la importancia del balance
relativo de esteroides sexuales durante el periodo de la gonadogénesis y
la complejidad de la participacion de enzimas en la produccion de
hormonas claves para el desarrollo de estos procesos de manera
especifica.

Expresion de aromatasa durante la reversiéon sexual

En este trabajo se pretendia asociar la expresidon del gen cypl9ala con
la reversion sexual en el ciclido joya, tal como ha sido reportado en ofros
teledsteos (ljiri et al., 2008). Los resultados sugieren que efectivamente a
los 15 DDE la aromatasa se estaba expresando. No obstante, 10s niveles
de expresion no pudieron ser cuantificados por la presencia de dos
bandas inespecificas de 306 y 550 pb en la electroforesis del producto de
la gPCR, lo cual se corrobord con la presencia de 3 picos en la curva de

disociacion. Cabe mencionar que durante la estandarizacion se
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amplific6 cDNA obtenido de organismos juveniles (>30 DDE) o de
goénadas de adultos, por lo que es posible que esta banda corresponda
a un transcrito especifico del dia 15 DDE. En cuanto a la banda de 300
pb, ya que corresponde al tamano esperado de aromatasa en DNA
gendmico, posiblemente sea producto de contaminacion por DNA
durante la extraccion del RNA. Algo comun durante el procedimiento de
extraccion de RNA por Trizol en muestras pequenas, ya que durante la
precipitacion con cloroformo las fases estdn muy cercanas por lo que
existe unaimportante probabilidad de contaminacion durante el pipeteo
(Gayral et al., 2011).

A pesar de estas dificultades técnicas, si se logré observar un producto
de ~208 pb, correspondiente al tamano esperado para la aromatasa en
cDNA, lo que sugiere la existencia de expresion alos 15 DDE. Ademas, el
andlisis semicuantitativo en el fotodocumentador mostrd variaciones en
la intensidad relativa de este fragmento en las muestras. Especificamente
la banda mds intensa fue 10.73 veces mayor respecto a la banda mads
tenue, lo que presumiblemente puede reflejar diferencias en los niveles
de expresion de aromatasa entre machos y hembras en este dia.

El mismo andlisis se realizd para las muestras de larvas alos 30, 45 y 60 DDE,
y en estos casos no se observo el fragmento esperado. Debido a que no
se obtuvo amplificacion de aromatasa a los 30, 45 y 60 DDE, es probable
gue este gen se haya expresado de forma significativa en un periodo
muy precoz y hasta antes de los 30 DDE. De hecho, mediante histologia
se ha revelado la presencia de estructuras gonadales en filapia
(Oreochromis niloticus) a los 15 dias después de la fertilizacién (DDF) y
para el dia 36 DDF los ovarios ya son distinguibles. En cuanto a la
aromatasa, en esta misma especie se ha reportado que los niveles de
expresion difieren entre machos y hembras a partir de los 8 DDE (Li et al.,
2013) e incluso se han encontrado incrementos significativos en hembras
desde los 5 DDE (Tao et al., 2013). Por lo cual no se descarta que los
patrones de expresion de la aromatasa en el ciclido joya pudieran ser

similares a los de la tilapia.
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Aungue, no fue posible correlacionar los niveles de expresion de la
aromatasa con los fratamientos de reversion sexual, si fue posible
cuantificar la expresion de otro gen asociado al desarrollo sexual, fox|2. El
gen foxI2 codifica un factor de franscripcion que esta implicado en la
diferenciacion sexual, inhibiendo la accion de genes masculinos vy
promoviendo la expresion de la aromatasa (Liet al., 2013; Tao et al., 2013).
Especificamente se une ala regiéon promotora del gen cypl19ala, la cual
tiene diversos sitios de unidn para este factor transcripcional, activando
su franscripcion a través de su dominio forkhead (Wang et al., 2007).

Por el nUmero de muestras solo fue posible evaluar la expresion de foxI2
en los dias 30, 45 y 60 DDE, observéndose que a los 30 DDE la expresion
relativa fue mayor para el tratamiento control, respecto al de
masculinizacion, aungue no de forma significativa (P=0.11). Lo cual era
de esperarse dado que ambos presentaron la misma proporcion de
sexos. No obstante, el fratamiento de masculinizacion mostrd niveles de
expresion mdas cercanos a los del tratamiento de feminizacion (P=0.79),
lo que sugiere que el fadrozol si pudo haber influido en la expresion
genética de los organismos expuestos a este tratamiento. Lo cual
explicaria el incremento (no significativo) en el nUmero de machos (50%)
con respecto al control (41.6%), aunque los niveles no fueron suficientes
para lograr la reversion de un mayor nUmero de ejemplares. Por lo que se
podria esperar que a una mayor concenfracion de fadrozol los niveles de
foxI2 pudieran descender aiun mds.

De hecho, se ha reportado que en hembras de tilapia la expresidon de
foxl2 en las gonadas disminuye durante un fratamiento de
masculinizacién con fadrozol a una concentraciéon de 200 mg/kg de
alimento (Sun et al., 2014). Mientras que una concentracién igual ala que
se utilizd en el presente estudio reduce significativamente la expresion de
foxI2 en el tejido ovdrico del bagre Silurus meridionalis (Liu et al., 2003).
De forma contraria a la esperada, la expresion de foxI2 en el tratamiento
de feminizacion fue significativamente menor que en el control a los 30

DDE (P> 0.01). Esto podria deberse a una retroalimentacion negativa en
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donde el estradiol exdégeno fue suficiente para llevar a cabo la
diferenciacioén sexual suprimiendo la subsequente expresion de foxl2. No
obstante, no se ha reportado la disminucidn en la expresidon de foxI2 por
tratamiento con estradiol exdgeno en otras especies. De hecho, se ha
reportado lo conftrario; en la tilapia Oreochromis niloticus la expresion de
foxI2 aumentd en hembras normales y revertidas a los 10 y 20 DDE,
mientras que en machos no se observaron niveles significativos (Wang et
al., 2007). De igual forma, del ciprinido Gobiocypris rarus y de la frucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss a tratamientos con estradiol produce un
aumento en los niveles de expresion de foxl2 (Wang et al., 2012).
Igualmente, en medaka, Oryzias latipes, la administracion de estradiol
conduce a un aumento en los niveles de expresion de foxl2 en dias
posteriores a su administracion (Nakamoto et al., 2006). Incluso, la
delecion de foxl2 en el genoma de hembras de la tilapia Oreochromis
niloticus ocasiona distintos grados de degeneracion en las esfructuras
ovdaricas, e incluso la reversion sexual completa en algunos individuos (Li
et al., 2013), corroborando su importancia en los eventos de
diferenciacion de las hembras.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la proporcion de sexos, la
expresion de foxl2 en los organismos feminizados es la Unica que se puede
asociar con el sexo fenoftipico, ya que los otros tratamientos mostraron
una proporcion de sexos cercana a 1:1. De hecho, solo en los organismos
tratados con estradiol se observd que los niveles de expresion relativa de
foxI2 presentaron normalidad estadistica, mientras que en el tratamiento
control los niveles no fueron normales, lo cual probablemente deriva de
que en este Ultimo tratamiento existe un patrén bimodal de expresion:
uno para hembras y otro para machos, algo que ya ha sido reportado en
los niveles de esteroides sexuales durante la etapa de diferenciacion
sexual en tilapia (Hines et al., 1999).

A los 45 DDE no se encontraron diferencias en la expresion de foxl2 en los
tratamientos. Ademdads, los niveles encontrados en el tratamiento control

no mostraron un aumento significativo respecto al dia 30 DDE, aunque los
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niveles si fueron significativamente mayores para los fratamientos de
feminizacion y masculinizacion respecto al muestreo anterior. Esto parece
indicar que el estradiol y fadrozol continuaron ejerciendo su efecto a
través del tiempo. A los 60 DDE los niveles de expresidon de este gen
disminuyeron, de acuerdo con pruebas de RT-PCR. Por lo cuadl
posiblemente en el ciclido joya los niveles de expresion de este gen
alcancen un maximo entre los 30 y 60 DDE y posteriormente descienden
a niveles basales.

Tomando en cuenta que en el fratamiento confrol los niveles no
aumentaron significativamente entre el dia 30 y 45, y que disminuyeron
hacia el dia 60, es probable que el tiempo de exposicion a estradiol se
pudiera acortar, reduciendo el uso de reactivos y alimento vivo, ya que
es recomendable una intervencidn minima. Por lo que seria
recomendable realizar pruebas reduciendo el tiempo de duracion de la
exposicion a estradiol. En efecto, el periodo sensible para la reversion
sexual en filapia se encuentra entre los dias 14 y 30 DDE (Mair et al., 2011),
y ya que el género Oreochromis se encuentra filogenéticamente muy
cercano de Hemichromis (Farias et al., 1999), es probable que el periodo

de exposicion también se pueda reducir a 15 dias, en lugar de 45.

Competencia interespecifica entre H. guttatus y H. minckleyi

Una de las razones por las que los peces de la especie invasora defendian
el refugio era por la cercania a su madurez sexual, ya que como
menciona Pinho-Neto et al. (2014) los machos y las hembras desarrollan
conductas mds agresivas para asegurar su reproduccion. De acuerdo a
Johnsson et al. (1999), la inversidn de energia en la defensa del territorio
incrementa su valor para el residente, haciendo mdas dificil que los intrusos
o la especie competidora pueda despojarlo, si a esto se le agrega que
los peces nativos aln estdn en un estadio juvenil.

El sexo de los juveniles nativos podria contribuir a explicar la cantidad de

agresiones registradas, ya que se ha demostrado que los machos son mas
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propensos a iniciar las interacciones antagodénicas, aunque segun

Johnsson ef al. (2001), no necesariamente las ganan.

Linea de tiempo del proyecto

Con el fin de justificar nuestro refraso en la consecucion de los objetivos

nos permitimos explicar algunas externalidades que dieron pie a que el

proyecto no se concluyera como se habia planeado.

Recibimos la notificacion de la aprobacion del proyecto el 19 de
Septiembre del 2013. En ese momento solicitamos postergar la
erogacion de los recursos hasta obtener los permisos de colecta de
SEMARNAT (Direccion General de Vida Silvestre) y SAGARPA
(CONAPESCA), ya que de ofra manera correria el tiempo del
proyecto sin haber colectado los peces

El 2 de Mayo del 2014 la DGVS nos otorgd el permiso para la
recolecta de las especies nativas

El permiso de recolecta de la especie invasora por parte de
CONAPESCA desafortunadamente nos fue otorgado hasta el Tero
de Septiembre del 2014, no obstante haberlo solicitado un ano
antes

El trdmite para el depdsito del recurso inicid en junio del 2014,
incluyendo un convenio entre CONABIO y la UANL. El depdsito se
pudo realizar hasta finales de Octubre del 2014.

El fraspaso del recurso de Rectoria la FCB se realizé hasta Diciembre
del 2014

Nuestro laboratorio tuvo acceso al recurso hasta Enero del 2015
Como se aclara en el informe los primeros meses del 2015 fueron
sumamente frios por lo que no podiamos muestrear y el primer
muestreo lo realizamos el 20 de Marzo del 2015

Los siguientes muestreos se realizaron en Junio y Noviembre, solo
que en Septiembre del 2015 vencid el permiso para la recolecta de

la especie invasora, mismo que solicitamos a CONAPESCA de
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inmediato, pero se negaron arenovarlo, lo que retrasé la formacion
de parejas. De aqui que fuera hasta finales de Mayo del 2015

cuando obtuvimos los primeros desoves.

CONCLUSIONES

El método de reversidon sexual por medio de Estradiol fue sumamente
eficaz logrando generar neohembras comprobadas mediante la
formacion de parejas y su reproduccion lo que garantiza la existencia de
una proporcion de machos YY, algunos de los cuales ya tienen 100 dias

de edad y que por lo tanto ya podrdn ser sexados

La reproduccion en cautiverio de H. minckleyi abre una interesante
perspectiva para la repoblacion de la especie como estrategia para la
recuperacion de sus poblaciones. En efecto, si en el futuro proximo
ademds de infroducir los machos YY de H. guttatus/letourneuxi, se
infroducen al mismo tiempo juveniles de H. minckleyi, se incrementan las
posibilidades de restaurar el equilibrio original de los ecosistemas de |as

pozas

La estrategia multidisciplinaria para establecer marcadores moleculares,
bioquimicos y citogenéticos dio resultado, ya que actualmente se cuenta
con una prometedora bateria de genes que en poco tiempo nos
permitirdn discernir con precision el género de las larvas. De igual manera,
el establecimiento de la técnica de fosfatos via dlcali para estimar la
vitelogenina y la tipificacion de los cromosomas por medio del cariotipo
permitird corroborar las identificaciones moleculares y bioguimicas, o
que ademds serd complementado por la técnica de squash gonadal y
del andlisis morfométrico.

Un logro considerable es contar ya con las secuencias que permiten

confirmar que en el genoma de H. guttatus estan presentes los genes de
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diferenciaciéon sexual Dmrt1, Cypl11b2, Amh y Wnt4b reportados para
machos; mientras que para hembras estdn los genes Figla, Wnt4a y
Ctnnb1B. Aungque mediante la amplificacién ya se habia determinado
previomente que no habia diferencia en el tamano de amplificados en
DNA y cDNA, con excepcion de Wnt4b; con el andlisis de la
secuenciacion se pudo determinar que en efecto el resto de los
amplificados corresponden a fragmentos de secuencias codificadoras
en las cudles no hay intrones. En el caso de Wnt4b, se anotd un intron de
90 nucledtidos entre 2 exones. El conocimiento de esta informacion es
parte de los primeros grupos de secuencias que serdn reportadas para H.
guttatus. Para conocer mds del genoma de H. guttatus, estas secuencias
podrian usarse como sondas para localizar los genes en los cromosomas
y/o aislar los genes complefos. Ademds, con estos genes ahora
identificados, se podria disenar un kit de para readlizar ensayos de
expresion competentes para identificacidon de sexo del ciclido joya
africano.

Asi mismo, con las herramientas bioinformdticas fue posible analizar y
modelar las secuencias y marcos de lectura para cada uno de los genes
de interés de este proyecto, confimdndose su identidad y posible
funcion.

Los ensayos de conftrol del ciclido joya no se lograron llevar a cabo por
falta de presupuesto, ya que de la propuesta original a la fecha la
paridad del peso con el délar cambid en una proporcidon considerable y
los recursos econémicos se agotaron. De hecho, recurrimos a ofros
proyectos de nuestro laboratorio para la compra de reactivos y la
continuacion de los estudios de cariotipo y moleculares. Por ofra parte,
estos ensayos requieren de estudios de varias generaciones como se
explica en la introduccién para probar su eficacidad, lo que implicaria
anos de seguimiento. No obstante, el desarrollo de la tecnologia ha sido

llevado a cabo con éxito.
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ANEXOS

En anexo se agregaron los avisos a la ANP de Cuafrociénegas, los
permisos de colecta, la solicitud de extension de permiso para la especie
invasora, la carta de colaboraciéon con PRONATURA, los anteproyectos
de tesis registrados y la aceptacion de tres trabajos a un congreso
infernacional. Los resumenes in extenso para este congreso y los
certificados de presentacion en el congreso y el reconocimiento por el
primer lugar en el area de Biotecnologia y Ciencias Agropecuarias en el
Cuarto Encuentro de Jovenes Investigadores de la UANL.

Se anexan ademdas una fesis de maestria y la informacion mads
reciente de la base de datos BOLD, en la cual se confirma la especie del

ciclido joya que existe en la poza Churince de Cuatrociénegas.
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