Testudinae 9 >

PASION POR LAS TORTUGAS @

DETERMINACION GENETICA DEL SEXO EN
TORTUGAS: TSD Y GSD

Txema Lopez, 2006

La determinacion del sexo por temperatura (TSD, por sus siglas en inglés) es un
fendmeno bastante comuUn tanto en vertebrados como en invertebrados. Sin
embargo, es en los reptiles donde mas se ha estudiado y por tanto, de donde mas
informacién interesante y conclusiones podemos sacar. En este articulo veremos
por qué a ciertos seres vivos les puede interesar, o no, dejar a las circunstancias
climatolégicas influir en algo tan importante para la supervivencia de su especie,
como es el ratio machos/hembras.

GSD: determinacion genética del sexo.

Todas las especies animales y vegetales tienen un numero de cromosomas
constante y determinado, que constituyen su cariotipo: la forma, cantidad y
tamafio de los cromosomas. Aunque la diferencia entre un individuo y otro es la
informacidn especificada en los genes de estos cromosomas.

En muchos organismos, uno de los pares de los cromosomas homadlogos es distinto
al resto, realizando la determinacion genética del individuo. A estos cromosomas se
les llama cromosomas sexuales o heterocromosomas, porque determina el
sexo por la proporcion de los dos cromosomas homaélogos.

e Sistema de determinacion XY: es propio del hombre y muchos otros animales.
Las hembras, siendo XX, daran gametos iguales con cromosoma X, sexo
homogamético y los machos, siendo XY, daran dos tipos de gametos, uno con el
cromosoma X y otro con el cromosoma Y. La probabilidad de que en la
fecundacion, al unirse los gametos, resulte una combinaciéon XX (hembra) o XY
(macho) es del 50%.

¢ Sistema de determinacion ZW: en otras especies (mariposas, p.ej.) ocurre lo
contrario, el sexo masculino es homogamético (ZZ) y el femenino heterogamético
(ZW).

e Sistema de determinacion XO: otras especies (peces, insectos, anfibios) que
no tienen el cromosoma Y, determinandose el sexo por el niUmero de cromosomas
X, macho XO y hembra XX.

e Sistema H: cromosomas sexuales homomorficos, existen cromosomas sexuales,
pero no son de diferente naturaleza.

No obstante, en otros muchos organismos, estos cromosomas sexuales
diferenciados, no existen. La mayoria de tortugas y cocodrilidos presentan
cariotipos que muestran esta ausencia, mientras que, sin salir de la familia de los
reptiles, serpientes y lagartos si presentan estos cromosomas.

Para el sistema XY, en la meiosis femenina, cada 6vulo recibe un cromosoma X. En
la meiosis masculina, cada espermatozoide puede recibir un cromosoma X o un
cromosoma Y. Si un espermatozoide que lleva un cromosoma X fecunda al 6vulo, el
cigoto dard lugar a una hembra (XX); si un espermatozoide que lleva un
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cromosoma Y fecunda al évulo, el cigoto dara lugar a un macho (XY). No obstante,
esto no es lo habitual en las tortugas, aunque si lo que todos conocemos porque es
aplicable a los humanos y a todos los mamiferos. La probabilidad genética
siguiendo las leyes de distribucion mendeliana de obtener machos o hembras es de
un 50%.

En tortugas, tan solo Acantochelys (Chelidae), Staurotypus (Staurotypidae), y
Siebenrockiella (Bataguridae), siguen este patron XY (Janzen y Paukstits, 1991a).
Un estudio reciente también coloca en este grupo a Chelodina longicollis (Ezaz vy
Valenzuela, 2006), por la presencia de un par de microcromosomas XY. Es posible
que otras especies con GSD también los posean y no hayan sido detectados. Otras
tortugas con GSD que siguen otros sistemas citados son Emydura y Chelodina
(Chelydae) (Janzen y Paukstits, 19913), Apalone (Janzen y Paukstits, 19912) y
Pelodiscus (Choo y Chou, 1992) (Trionichydae), Claudius (Staurotypidae) (Vogt y
Flores Vilella, 1992), Calemys (Janzen y Paukstits, 19912 ) (Emydinae), regidos por
el sistema H y Kachuga (Bataguridae) (Janzen y Paukstits, 19913), regido por el
sistema ZW.

Kachuga smithii (Marcelo Lopez).

La determinacion del sexo en los vertebrados esta regida por una serie de
mecanismos genéticos y ambientales. Los taxones mas estudiados, los pajaros y los
mamiferos, responden a los sistemas XX/XY y ZZ/ZW mencionados con
anterioridad. Los reptiles muestran una diversidad mucho mayor, mostrando la
determinacion genética del sexo (GSD) con ambos sistemas XY y ZW (con y sin
cromosomas heteromdérficos) y la determinacién del sexo por temperatura (TSD).
La deteccion del sexo heterogamético es realmente muy dificil en especies que no
presentan cromosomas sexuales diferenciados, como ocurre con muchas especies
de anfibios, peces, e incluso algunas de lagartos y serpientes, ademas de casi todas
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las especies de tortugas. Los cromosomas sexuales heteromorficos son muy raros
en ellas. De las 254 especies conocidas de tortugas, solamente 155 estan
cariotipadas, lo cual representa so6lo un 61% del total. De estas, s6lo 4 presentan
macrocromosomas heteromoérficos (siendo el estudio realizado para Acantochelys
radiolata bastante discutible, puesto que sélo se realizo para un macho) y una,
microcromosomas, la Chelodina Ilongicollis. (Ezaz y Valenzuela, 2006). La
diferenciacion de los cromosomas sexuales parece seguir la regla de que el
miembro heterogamético del par se degenera (Charlesworth, 1996). Un aspecto
interesante de los cromosomas sexuales de las tortugas, es que, a diferencia de
otros vertebrados, el cromosoma Y no es siempre el cromosoma sexual mas
diferenciado (Olmo, 1986). Por ejemplo en Staurotypus, el cromosoma X sufre
diferenciacion a partir del par del parental, mientras que el Y parece no sufrir
modificacion alguna (Sites et al. 1979).

Starotypus salvinii (Marcelo Lépez).

El caso de la Chelodina longicollis es particularmente excepcional en el mundo de
las tortugas, por lo que un comentario mas extenso del estudio de Ezaz vy
Valenzuela resulta de particular interés. La incubacion de huevos de esta especie en
un rango tanto constante como fluctuante demostré que esta especie australiana
muestra determinacion genética del sexo. Un estudio de cariotipacion realizado por
Bull y Legler (Bull y Legler, 1978) no encontr6 cromosomas sexuales
heteromorficos, lo cual la englobaba en el sistema H del que hablabamos al
principio. No obstante, el uso de técnicas modernas, como la hibridacion
comparativa gendmica (CGH) ha revelado la existencia de cromosomas cripticos en
diversas especies de reptiles con un supuesto sistema H.
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Un estudio reciente realizado para el lagarto australiano Pogona vitticeps (Viets et
al, 1994, Harlow 2001), demuestra que el anterior estudio de cariotipacion que
colocaba a esta especie en el sistema H (Witten 1983) no es correcto. Ezaz et al.
(Ezaz et al. 2005) han desvelado la existencia de cromosomas sexuales cripticos en
esta especie, de dificil descubrimiento. Son cripticos en el sentido de que no son
visibles por medio de las técnicas microscépicas tradicionales, sino que necesitan
hacer uso de la mencionada CGH. Este estudio ha descubierto que las hembras de
Pogona son heterogamicas (sistema ZW).

Chelodina sp. (Marcelo Lopez).

El cariotipo de Chelodina longicollis es 2n=54, con 12 pares designados como
macrocromosomas y 15 como microcromosomas. La diferencia entre los
cromosomas X e Y es bastante sutil, lo cual demuestra que se encuentran en un
estadio de diferenciacion muy primitivo, y que no ha transcurrido un tiempo
suficiente para la que los cromosomas protosexuales hayan sufrido una
diferenciacion a gran escala. Esto nos lleva a la conclusién, que luego analizaremos
con mas profundidad, de que la TSD es el mecanismo de diferenciaciéon sexual
ancestral en las tortugas, mientras que la GSD es una evolucidn mas reciente,
ademas de que la GSD ha evolucionado varias veces en las tortugas de manera
independiente, y al menos en 5 ocasiones, (Janzen & Krtez, 2004), dado lo
primitivo de la diferenciacion en Chelodina longicollis. No obstante, el sistema
homomorfico H parece ser también estable, dado el uso antiquisimo que hacen de
el algunas serpientes y anfibios. En cualquier caso, es posible que el estudio del
cariotipo de otras especies supuestamente poseedoras de cromosomas sexuales
homomorficos nos de un resultado similar.

Iasfudinae?



TXEMA LOPEZ

(Cromosomas de Chelodina longicollis, izquierda macho, derecha hembra. Las
flechas marcan los cromosomas X e Y). Foto: Ezaz, T., Valenzuela, N. "An XX/XY
sex microchromosome system in a freshwater turtle, Chelodina longicollis
(Testudines: Chelidae) with genetic sex determination”. Chromosome Research
(2006) 14:139-150.

El hecho de que la GSD sea una evolucion reciente implica que la diferencia entre
TSD y GSD no es tan profunda como parece. En un Unico género como Clemmys, la
tortuga moteada (Clemmys guttata) pertenece al grupo TSD mientras que la
tortuga de madera (Clemmys insculpta) pertenece al grupo GSD. LA cosa se puede
complicar mucho mas. Aunque lo describiremos posteriormente, hay varios
patrones TSD (Ia y II se dan en tortugas), y en un mismo género (Kinosternidae),
se pueden dar los dos patrones TSD y el GSD. Kinosternon integrum pertenece a
TSD Ia, por ejemplo, Sternotherus minor a TSD 11, y Kinosternon bauri se rige por
GSD y TSD. En el caso de la tortuga aligator (Macrochelys temminckii) parece
incluso que no hay una temperatura a la que se desarrollen machos para todos los
huevos de una puesta. Este fenomeno sugiere la posibilidad de que siempre, al
menos un tercio de los huevos estan destinados a ser hembras independientemente
de la temperatura.

© 2003 James H. Harding Hibrido de Clemmys insculpta (GSD) x Emydoidea
blandingii(TSD).
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En cualquier caso, la ausencia de cromosomas heteromoérficos no implica
necesariamente que la especie use TSD. De hecho, como comentabamos antes, hay
TSDs mal asignadas por el mero hecho de confundir diferenciacién y determinacion
sexual. Circunstancias como la mortalidad embrionaria diferencial y reabsorcion, y
la reversiéon de sexo inducida por temperatura pueden confundirse con TSD.
Aunque no abundaremos en estos mecanismos. (Valenzuela et Al. 2003). Para
saber si estamos ante TSD o GSD, podemos seguir el protocolo del grafico I.

A. Cromosomas sexuales heteromorficos

Si MNo
|
Relacion de sexos Incubacion a un rango
50:50 amplio de temperaturas

]
Relacion de sexos
no es 50:50

TSD o GSD con influencia ambiental

si 1 ¢Mortalidad embrionaria diferencial?
|
No

[

éFertilizacion diferencial?
/ I
Si No

¢Inversion de sexo? |

Si No

GSD GSD con influencia ambiental TSD

Grafico 1. Protocolo de Identificacion de GSD-TSD, adaptado de Valenzuela, Nicole,
Dean C. Adams, and Frederic J. Janzen. “Pattern Does Not Equal Process: Exactly
When is Sex Environmentally Determined?” The American Naturalist 161.4 (2003).

Grafico adaptado de TSD Basics, Temperature-Dependent Sex Determination
in Turtles.
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TSD: determinacion del sexo por temperatura.

A mediados de los afios 60 se realizd un descubrimiento realmente curioso. Para
una amplia variedad de reptiles, la temperatura de incubacion no soélo influia en el
ratio de desarrollo embrionario, sino que ademas determinaba su sexo. Esto es lo
que se ha llamado “Determinacion del Sexo por Temperatura” mas conocido por
sus siglas en inglés, TSD.

No todos los reptiles se rigen por el mismo patron. Existen 3 patrones de TSD
perfectamente estudiados:

Patron Ia : Lo muestran los podocnémidos, las tortugas marinas, la mayoria de los
emididos, las tortugas terrestres y algunos bataguridos. Si la temperatura del
huevo permanece por debajo de cierta temperatura durante un periodo
determinado de tiempo, en el que el embridn estda desarrollando sus drganos
sexuales, la futura tortuga serda macho. Por encima de esta “Temperatura pivotal”,
sera hembra. Los huevos incubados en un rango cercano a esta temperatura pivotal
daran lugar a una mezcla de machos y hembras, e incluso puede ser que individuos
gue presenten caracteristicas de ambos sexos, aunque esta ultima posibilidad es
muy extrafia. Este patrén solo se da en tortugas.

Patron Ib: Tipico de algunos cocodrilidos, los huevos incubados a una temperatura
superior a la pivotal dan lugar a machos. Ninguna tortuga presenta esta variedad
de TSD.

Patron II: Lo muestran las tortugas mordedoras (Chelydra) , pelomedusidos,
algunos kinostérnidos y el batagurido Melanochelys trijuga. También lo presentan
algunos lagartos y cocodrilidos. En este tipo de TSD hay dos temperaturas
pivotales. Las hembras se producen por debajo de la primera y por encima de la
segunda, es decir, sélo se producen machos en un intervalo determinado de
temperatura. Sin embargo, a todos los efectos, equivale a usar el patron Ia, puesto
gue es muy extrafio que las hembras pongan huevos donde se den las condiciones
para obtener hembras de baja temperatura.

Tabla 1.

Especies de tortugas (Familia,
genero, o especie)

Bataguridae (algunas) Carettochelyidae,
TSD- Patron I Cheloniidae, Dermocheylidae, Emydidae,
Testudinidae

Pelomedusidae, Kinosternidae,
TSD- Patron 11 Macroclemys temminckii, Bataguridae
(algunas)

Platemys, Staurotypus, Siebenrockiella,
Kachuga smithii, Chelidae

Mecanismo de determinacion sexual

GSD

Tabla Adaptada de Temperature-Dependent Sex Determination in Turtles.

En cualquier caso, la TSD se puede englobar en un fendmeno mas global, la ESD, la
determinacion ambiental del sexo. En algunas tortugas, no solo la temperatura
determina el sexo, sino que la humedad también influye. Se han realizado
experimentos en los cuales, manteniendo a la misma temperatura inferior a la
pivotal unos huevos de Chrisemys picta, pero con diferente nivel de humedad, los
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huevos incubados con humedad alta han dado lugar sélo a machos, como cabia
esperar, y los que han soportado condiciones mas secas, un numero elevado e
inesperado de hembras.

La temperatura pivotal de las especies del patrén Ia varia de especie a especie. Se
dan valores desde los 27,5°C de Chrisemys picta a los 32,5-34°C de la Podocnemys
expansa. La Gopherus polyphemus oscila entre los 29 y 32°C y la Testudo
hermanni sobre los 31,5 °C. Para la mayoria de emididos, la temperatura pivotal
oscila entre los 28 y 30°C.

En el caso de los animales que presentan patron II, el limite inferior estd casi
siempre por debajo de 27°C. Se alcanza por debajo de los 22°C en poblaciones
nortefias de Chelydra serpentina, pero pueden ser tan altas como los 29°C de la
Pelomedusa subrufa. Los rangos superiores se sitlan entre los 25,5°C de la
Kinosternon leucostomum y los 32,1 de la Pelomedusa subrufa.

e

Chelydra serpentina (Aida Rodriguez).

La temperatura pivotal parece tener una gran influencia sobre el lugar que elige la
tortuga para poner sus huevos. Por ese mismo razonamiento, es logico pensar que
las tortugas han evolucionado para tener una temperatura pivotal acorde a los
lugares disponibles para hacer las puestas. La Podocnemys expansa, que tiene la
mayor temperatura pivotal conocida, elige lugares situados en los bancos de arena
de los rios, donde la temperatura puede ser realmente elevada. Esto hace mayores
las opciones de las crias de desarrollarse muy rapido para poder escapar de las
crecidas, que anegarian el nido, y no cabe duda de que una temperatura pivotal tan
alta se debe a esta adaptacion especial al medio.

Otro factor a tener en cuenta es la posicién del huevo en el nido. Los animales que

se hayan desarrollado en la parte superior, y por tanto mas calida, del nido, seran
en su mayoria hembras. Los que hayan nacido de un huevo incubado en la parte

inferior, seran machos.
8
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Se dan casos curiosos, como la influencia en la temperatura general de los nidos
por los propios huevos, lo que se ha dado en llamar “calentamiento metabdlico”. Es
un fendmeno observado en nidos de Chelonia Mydas , donde este calor es capaz de
elevar la temperatura en 2,5 °C y dar lugar a un 30% de hembras mas. (Broderick,
Godley, & Hays, 2001).

Otro fendmeno que se observa es que, en especies como Terrapene carolina, que
tienen un amplisimo rango de distribucidon, desde Canada a México, y por tanto
medran en un intervalo de temperaturas extenso, no se da un fendmeno de
desviacion del ratio sexual, cuando todo haria pensar que en el sur deberian existir
mas hembras por el mero hecho de hacer mas calor. (Bull, Vogt, & McCoy, 1982).
De hecho, estudios realizados en poblaciones de Crysemys picta han demostrado
que el calentamiento que esta sufriendo la tierra, de momento no ha provocado
cambios en los ratios sexuales de los nidos (Janzen 1994), pero hay un peligro real
de que esto no sea asi para siempre. Una de las teorias para explicar el fin de los
dinosaurios es el rapido cambio climatico que se produjo en cierta época, y que los
dinosaurios usaban TSD. (Standora &Spotila, 1985).

No sabemos exactamente como trabaja la TSD. No tenemos una idea real del
proceso molecular que tiene lugar (Standora and Spotila, 1985). Sélo parece ser
importante la temperatura a la que esté sometido el huevo durante el primer sexto
de la incubacion. (Janzen, 1991).No tiene incluso por qué ser constante. Se debe
mantener por encima de la temperatura pivotal mas de 4 horas como minimo para
obtener hembras segun estudios realizados. Ademas, se ha demostrado que en la
naturaleza suelen haber nidos que producen un Unico tipo de crias, machos o
hembras. Las hembras intentan que no se produzcan mezclas de sexos en los
nidos, sino se preocupan de buscar lugares donde hacer nidos “de machos” y nidos
“de hembras”.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar el porqué de la TSD, entre ellos
la influencia del antigeno H-Y en las gonadas, el cambio de sexo de machos a
hembras (o a la inversa), por accién de la temperatura, y el control influenciado por
temperatura de secuencias de ADN determinantes del sexo. (Standora & Spotila,
1985). La hipotesis del antigeno H-Y fue uno de los primeros mecanismos
propuestos para la TSD. Se creyé que el antigeno H-Y era determinante de la
diferenciacion sexual, tras ser detectado en el sexo heterogamético de un nuimero
de animales heterogaméticos, en su mayoria homeotermos. Sin embargo, en
estudios posteriores se encontraron inconsistencias entre especies con TSD cuando
eran probadas para TSD. En cualquier caso, antigeno H-Y se ha revelado como el
factor determinante del sexo en los mamiferos (Janzen, 1991). Mas recientemente
los investigadores se han centrado en el papel que representan los esteroides en la
diferenciacion de las génadas y particularmente, los papeles de la aromatasa y los
estrogenos (Pieau et al, 1995).

La regulacién por hormonas esteroides se han revelado como un prometedor
mecanismo para la TSD. La intervencién de la aromatasa se ha apuntado como un
factor critico en la conversidn de andrdgenos, como la testosterona, en estrogenos
(Janzen, 1991; Pieau et al, 1995). Cuando se colocan estrégenos sobre la cascara
del huevo, o se inyectan en él, en especies que presentan TSD, se da un proceso de
feminizacién en la mayoria de los casos, incluso a temperaturas productoras de
machos. (Janzen, 1991; Pieau et al, 1995). Por otro lado, la aplicacién de
inhibidores de la aromatasa sobre huevos de Emys orbicularis dio como resultado la
masculinizacion de los embriones. El nivel de estrégenos influye directamente en el
proceso de diferenciacion de las génadas en especies con TSD. Un elevado nivel se
relaciona con el desarrollo de los ovarios y un nivel bajo, con el de los testiculos.
Parece ser que el papel de los andrdgenos es mas discreto (Pieau et al, 1995). Para

Iesfuﬁnae? >



DETERMINACION GENETICA DEL SEXO EN TORTUGAS: TSD Y GSD

que este mecanismo sea correcto, debe haber un mecanismo para la regulacion
termoselectiva de la transcripcién del gen de la aromatasa. El método mas plausible
es que la temperatura afecte la transcripcion del gen de la aromatasa a través de
otro factor como el AMP cicilico (Pieau et al, 1995).

| [DHT] ER | hsp

\ ]
ER El; E2

/ I

Gonadas indiferentes  Diferenciacion ovarica

Grafico 2. Posible mecanismo molecular para TSD a temperatura de produccion de

hembras. Adaptada de Pieau, C., M. Girondot, G. Desvages, M. Dorizzi, N. Richard-

Mercier, and P. Zaborski."Temperature Variation and Sex Determination in Reptilia.
Experimental Medecine 13 (1995): 516-523. Ecologie Systematique Evolution.

Grafico adaptado de Pieau et al, (1995) y Kyle Kinsell, Mechanisms of TSD,
Temperature-Dependent Sex Determination in Turtles.

FT= Temperatura de producciéon de hembras
AMH= hormona anti-Mulleriana

A= androstenediona

El= estrona

E2= estradiol-17B

ER= receptor de estrogeno

T= testosterona

DHT= dihydrotestosterona

hsp= proteina dependiente del calor
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La TSD parece un modo de dejar a la naturaleza decidir los ratios sexuales de las
poblaciones de tortugas, pero hemos visto que existe una eleccién evolutiva para
no permitir que esto ocurra, la GSD de la que antes habldabamos. Alguna ventaja
debe tener la TSD para ser la mas generalizada. Sin embargo, la ciencia no es
capaz de dar con esa ventaja con exactitud. Sin embargo, se manejan varias
hipotesis:

La temperatura no solo influye en el sexo del embrién, sino que también lo hace en
su crecimiento. Se sabe que el sexo que mas rapido crece también se hace mas
grande. Ewert y Nelson han certificado que, en la mayoria de tortugas de patrdn Ia,
las hembras suelen ser mas grandes que los machos. Debe haber alguna clase de
ventaja en que los animales que tienen que ser mas grandes en su edad adulta
nazcan de huevos incubados a una temperatura mayor. Una hembra cuanto mas
grande sea, mas huevos pondra, asegurando asi el futuro de la especie. Sin
embargo, esta explicacion no es buena para Gopherus agassizii o para
Malacochersus tornieri. Los machos crecen con mayor rapidez, siendo incubados a
menor temperatura.

Malacochersus tornieri. El crecimiento de los machos es mas rapido que el de las
hembras, pese a ser incubado a menor temperatura (Antonio Alcala-Zamora).

Otra explicacion posible apunta a los ratios sexuales. Como antes deciamos, con
GSD los machos y las hembras deben aparecer mas o menos en el mismo namero.
Sin embrago, TSD tiende a producir mas hembras. Un macho puede fertilizar a
muchas hembras, con lo que un nimero elevado de éstos no es justificable. En el
caso de la Pelomedusa subrufa, de patron II, el rango de temperaturas donde se
producen machos es de tan sélo 3,1 °C.

Por otro lado, se argumenta que tortugas incubadas a diferentes temperaturas
tienen mayores posibilidades de sobrevivir a sus depredadores. Un estudio llevado
a cabo con neonatos de Chelydra serpentina demostré que la descendencia

11
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obtenida a una temperatura intermedia, la que produce mezcla de machos y
hembras, tenia mas propensidon a correr. Las crias incubadas a una temperatura
muy superior o inferior a la pivotal, tendian a quedarse quietas. Por tanto, los
neonatos incubados a una temperatura cercana a la pivotal tenian mayores
posibilidades de ser devorados antes de un afo. (Janzen, 1995). Este estudio se ha
realizado con una Unica especie y seria interesante abundar ello.

Todo lo que aqui se expone demuestra lo poco que sabemos en realidad sobre la
TSD y no pretende mas que exponer, al nivel de un simple aficionado, lo que ocurre
en realidad, y las implicaciones que tiene, durante el proceso de incubacién de los
huevos de nuestras tortugas. Tenemos que dejar a investigadores como Pieau,
Janzen, Girondot, Valenzuela y otros como ellos que den con los mecanismos y las
razones del por qué de la TSD.
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