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GLOSARIO

Acinos.- Pequenas criptas mas o menos cilindricas, en donde todas las células de
la cripta tienen la misma etapa de meiosis. Estan rodeadas por membranas de
tejido conectivo las cuales se rompen cuando el esperma alcanza su madurez
(Smith, 1965).

Aromatasa.- Es la enzima responsable de la conversion de androgenos
(testosterona y androstenediona) en estrogenos (estradiol y estroma,
respectivamente) (Gonzalez-Cabeza, 2003).

Citocromo P450 aromatasa.- Miembro de la superfamilia de citocromos P450,
compuesta por 480 miembros repartidos en 74 familias. La 450 aromatasa es el
unico miembro de la familia 19 dentro del subgrupo de hidrolasas de esteroides,
con una mayor especificidad catalitica por el metabolismo de esteroides que otros
citocromos P450 (Gonzalez-Cabeza, 2003).

Coalimentacion.- Proceso durante el cual se combinan dos tipos de alimentos
Debris celular: los organelos, membrana etc, es la parte insoluble cuando se
hace una extraccion o lisado celular después de centrifugarlo o precipitarlo.
Determinacion sexual.- La determinaciéon sexual se puede definir como la suma
de elementos genéticos que son responsables de la existencia de las gonadas.
Los genes que determinan el sexo podrian no ser responsables de la presencia de
las génadas pero si de su forma (6rganos pareados o fusionados), donde ellos
pueden diferenciarse en testiculos o en ovarios (pueden tener o no una cavidad
ovarica) (Devlin y Nagahama, 2002).

Diandria.- Condicién en la que los machos de una especie son de dos tipos:
aquellos derivados de hembras por medio de transformacién sexual y los que
nacen y se mantienen como machos (Sadovy y Shapiro, 1987).

Diferenciacién sexual.- Durante la expresion o manifestacion del sexo, la
diferenciacion es responsable del desarrollo de distintos tipos de génadas, ovarios
o testiculos (sexo fenotipico)(Piferrer, 2001).

Especie Hermafrodita.- Si una sustancial proporcién de individuos en una
poblacién funciona con ambos sexos, ya sea secuencial o simultaneamente en

alguna parte de su vida (Sadovy y Shapiro, 1987).



Hermafroditismo protoginico.- Hermafroditismo en el cual algunos o todos los
individuos funcionan primero como hembras y mas tarde funcionan
exclusivamente como machos (Sadovy y Shapiro, 1987).

Hermafroditismo protandrico.- El cambio de sexos es de machos a hembras
(Sadovy y Shapiro, 1987).

Hermafroditismo simultaneo.- Los individuos funcionan al mismo tiempo de su
vida como machos y hembras (Sadovy y Shapiro, 1987).

Hormonas esteroides.- Consisten de anillos de carbono, siendo el nucleo
ciclopentano perhidrofenantreno la unidad basica. Se forman a partir del colesterol
como precursor. Los esteroides sexuales comprenden los andrégenos, estrogenos
y progestagenos (Gonzalez-Cabeza, 2003).

Inversion sexual.- Induccion sexual dirigida, para la obtencién de machos o
hembras, a partir de células indiferenciadas.

Machos alfa.- También llamados machos primarios, son machos de especies
proginicas que asi se diferencian sexualmente en la primera madurez y
permanecen de este modo durante todo su ciclo de vida (Hovey y Allen, 2002).
Machos fenotipicos.- Machos obtenidos de la masculinizacién de hembras
(reversion sexual) (Hendry et al., 2003).

Monosexo.- Expresion fenotipica de un solo sexo

Neomachos.- Machos fenotipicos inducidos a partir de hembras genotipicas
(Blazquez et al., 1995)

Ovoplasma.- Citoplasma del 6vulo el cual ha aumentado de cantidad y calidad,
mediante la elaboracidén y distribucidn regular de varias inclusiones celulares
esenciales para el desarrollo del embrién (Ruiz-Dura, 1988).

Periodo labil.- Se define como el periodo de tiempo cuando las génadas aun no
se han diferenciado y estdn mas expuestas a la accién de los esteroides
(Nakamura y Takashi, 1973, In Piferrer, 2001).

Reversion sexual.- la transformacion sexual de machos a hembras o viceversa,

esta puede ser inducida o de manera natural.
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mensual en peso (x IC). Las diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) entre tratamientos estan sefialadas con flechas.

Diagramas de caja de los valores de peso observado
(mensualmente), correspondiente a los analisis de
variancia. Las flechas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre tratamientos.

Valores promedio (x IC) del crecimiento en longitud (cm)
observado a lo largo del experimento.

Dispersion de datos de la longitud patréon por tratamiento de
ejemplares de la cabrilla arenera durante el experimento.
indice de correlacion de individuos de la cabrilla arenera
(todas las biometrias mensuales y tratamientos).

Relacion peso-longitud por tratamientos del dia 30 al 297
DE, de la cabrilla arenera.

Valores promedio del Indice Gonadosomatico (+ IC). Letras
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Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Figura 36

Figura 37
Figura 38

desiguales indican diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05) entre tratamientos.

Valores promedio del indice hepatosomatico (+IC). Letras
desiguales indican diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05) entre tratamientos.

Grafica de la deteccion de 17 MT en el agua de la cisterna,
el circulo sefiala la posicidon (17 min.) donde deberia
detectarse la presencia de la 17 MT.

Se muestran los cromatogramas de la 17 MT a 1 uyg (A) y
0.1 ug (B). Se observa que el pico alrededor de los 17
minutos (ovalo rojo) decrece cuantitativamente con la
concentracion de la 17 MT. El resto de picos son atribuibles
a impurezas del disolvente (etanol).

Expresion de la aromatasa (tanque 1) reflejada en 239
pares de bases (se aprecia entre las lineas paralelas de
color verde).

Curva estandar 18S, para calibrar la expresion del gen que
codifica la aromatasa.

Curva estandar de la aromatasa.

Se muestran en A, B, C y D, la expresion de la aromatasa

en los diferentes tratamientos incluido el grupo control.
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Resumen

El conocimiento de una especie para piscicultivo incluye diversos aspectos, uno de
los mas relevantes es el mecanismo bioldgico de la determinacion y diferenciaciéon
sexual. Pretende manipular la obtencion de poblaciones de individuos de un solo
sexo. La produccion de poblaciones de monosexo tiene como finalidad inhibir la
reproduccién de los peces; con el propésito, de dirigir el gasto energético del
organismo al crecimiento somatico en una etapa temprana de la vida de la
especie. Para la cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus), debido a su
condicion protoginica, se plante6 como estrategia producir en el laboratorio
poblaciones del individuos del sexo masculino. En el presente trabajo se empled
uno método que utiliza la administracién de andrégenos empleandose 17 a-
Metiltestosterona de origen sintético (MT; Sigma No. M-7252). El esteroide fue
administrado via oral por medio del alimento inerte. El disefio experimental estuvo
dirigido a probar el efecto del esteroide a través de dos factores: el tiempo de
exposicion y la dosis suministrada. Fueron utilizadas dosis en cuatro niveles de
concentracion (0, 15, 30 y 60 mg/kg de alimento) y el tiempo de exposicion, en tres
periodos de tratamiento (30, 60 y 90 dias de administracion), con tres réplicas
cada uno. Los adultos reproductores empleados fueron producidos vy
acondicionados en laboratorio previo al tratamiento. El seguimiento de la
formacion de la génada se realizd por histologia en muestras semanales a partir
de los 30 DDE. Se comprobd el efecto de la 17 MT en la maduracién precoz en la
cabrilla arenera a los 60 DDE (30 dias de suministro con el esteroide), se lograron
gonadas con actividad espermatica en individuos de 27.3 mm de L.P. Segun los
resultados obtenidos, se registrd que los tratamientos empleados fueron excesivos
y drasticos para el desarrollo de la gébnada. Como consecuencia, el 50% de los
peces no formaron la génada y el otro 50% tuvieron malformaciones, lo cual
resultd en el 100% de esterilidad de la poblacion estudiada. La expresion del gen
que codifica a la enzima aromatasa, confirmé la protoginia de la cabrilla arenera,
al denotar la presencia de hembras genotipicas, con el fenotipo de machos.

Ademas, no se detecto la presencia del esteroide en el agua del sistema de cultivo

xii



evaluada por HPLC. Es probable, que la luz ultravioleta al actuar sobre la 17 MT la
desdoble en otros metabolitos con efecto masculinizante; de esa manera se
explican los resultados en el grupo control. Los valores altos del indice
gonadosomatico (IGS), confirman el efecto de la 17 MT en los peces control,
detectandose una diferencia significativa con respectos a los peces sometidos a
los tratamientos. Se concluye que la dosis de 15 mg/Kg de 17 MT y, suministrada
en 30 dias de exposicion, fueron dosis y tiempo suficientes que bien pueden
aceptarse como adecuados para generar un 100 % de esterilidad y evitar la
reproduccién de los peces tratados. Desde estos puntos de vista, se concluye que,
el disefo experimental logr6 cumplir con el objetivo planteado originalmente y

confirmo la hipotesis.
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Abstract

Knowledge of a species for aquaculture includes diverse factors that must be
studied and understood in detail. The most relevant are the biological mechanism
by which determination and sex differentiation occurs in a species and the
feasibility of manipulating sex differentiation to obtain a single sex population.
Production of monosex populations appear to yield the gender with a faster growth,
the avoidance of reproduction, and directing the energetic budget to somatic
growth. Because of its protoginic condition, we have proposed the use of all male
populations for aquaculture of the spotted sand bass (Paralabrax
maculatofasciatus). In our study we used the method most employed to obtain
masculinization by using the oral administration of 17 a-Methyltestosterone (17MT;
Sigma No. M-7252), which favors development of testes. 17MT was administered
by using an inert food. A two-factor experimental design (time of administration and
dosage) was used to evaluate the effect of steroid use on the resulting percentage
of males. Four dosages (0, 15, 30, and 60 mg/kg of food) and three times of
administration (30, 60, and 90 days) were evaluated. Each treatment was made in
three replicates. The broodstocks were conditioned in captivity before starting the
experiment. The results indicate that all treatments (including the lowest one with
15 mg/kg administered for 30 days) were excessive and drastic to gonadal
development. Consequently, about 50% of the fish had no gonads and the rest had
abnormal gonads, which can be interpreted as 100% sterility. Gonadal
development was observed using histological analysis of weekly samples starting
on day 30 and finishing 120 days posthatching (dph). This histological analysis
could not be done adequately because of a high precocity (higher than previously
reported). The effect of 17MT in the precocious maturation was proved, because
testes with spermatic activity were detected 30 days after treatment (60 dph),
which began at a fork length of 27.3 mm (30 mg/kg). The expression of genes that
code for aromatase were detected and this proves the protogenic condition of the
spotted sand bass. Water used in the control treatment was evaluated to detect the

possible presence of 17MT because there was evidence of masculinization in the
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control group. The result of this analysis was negative; no 17MT was detected in
the water, but it is possible that 17MT had been converted to metabolites with the
same activity in masculinization. This could prove the cause of masculinization in
the control group. The gonosomatic index was the most relevant result. There were
significant differences between fish in the control group and those from treatments.
This could be an indication the effects of MT17 on gonadal development, when
doses were too high and caused undeveloped, underdeveloped, or unformed
gonads. | conclude that treatment with 15 mg/kg 17MT for 30 days is sufficient to
cause 100% sterility, completely stopping reproduction in this species. The

objective principal to inhibit reproduction was obtained.
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1. INTRODUCCION

Al tratar de obtener conocimiento de una especie ictica con fines de cultivo, es
necesario manipular su desarrollo y crecimiento para controlar su produccion.

Este manejo se puede hacer en diferentes aspectos, uno de los mas relevantes es
la reproduccion. Es fundamental garantizar la produccién de semilla y del éxito en
el control de la reproduccién de la especie seleccionada, los logros se reflejaran
en las etapas subsecuentes del cultivo.

Una parte fundamental de la acuicultura es lograr un crecimiento adecuado,
debido al costo que representan los insumos utilizados durante la alimentacion de
los ejemplares, lo cual determinara la rentabilidad del cultivo. Inherente a la
alimentacion, es importante lograr un crecimiento rapido.

Son principios ineludibles en el sistema de cultivo, la formacién de las génadas y
la produccién de gametos fértiles que conlleven a la reproduccién y preservacion
de las especies en cautiverio y cualquier estudio enfocado hacia este rubro.

Los mecanismos de la determinacién sexual no estan bien descritos todavia,
aunque en las ultimas décadas se han logrado algunos adelantos, en particular es
trascendental la fisiologia del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada (Weltzien et al.,
2004). El funcionamiento de este sistema endogeno sometido a la influencia de
factores externos, son capaces de modificar su estado y cambiar el curso de los
procesos que controla (Gonzalez-Cabeza, 2003).

Este eje hipotalamo-hipofisis-gdnada consiste de tres componentes conectados en
su funcion a través del torrente circulatorio. Las neuronas neuroendocrinas en la
region preodptica del cerebro, forman una interface entre el sistema nervioso
central y el sistema endocrino. De estas estructuras emergen compuestos
inhibidores y estimuladores, que producen hormonas Iliberadoras de
gonadotropinas (Gnr, por sus siglas en ingles). En los teledsteos, las neuronas de
la GnRH estan inervadas directamente a las células productoras de
gonadotropinas (gonadotropas) en la pituitaria, la estimulacion, produccion y
liberacion de dos gonadotropinas quimicamente relacionadas (GtHs), la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la luteinizante (LH) son liberadas en la circulacion y

estimulan las gbénada por unién con los receptores especificos de la membrana.



Las gbénadas producen células germinales durante la gametogénesis y también
esteroides sexuales; algunos factores de crecimiento importantes participantes en
la regulacion de la reproduccién, directamente en el tejido gonadal un mecanismo
paracrino o autocrino de retroalimentacion positivo o negativo, sobre la pituitaria y
el hipotalamo en una reaccién endocrina Weltzien et al. (2004).

A este respecto, se sabe que el origen y desarrollo de las estructuras que
participan en este proceso son similares entre los vertebrados (Devlin y
Nagahama, 2002; Matsuda, 2003). En comun el eje hipotdlamo-hipéfisis-gonada,
es la parte medular en los mecanismos en la secrecion y sintesis de esteroides
responsables en la determinacion y diferenciacion sexual (Holloway y Leatherland,
1998; Weltzien et al., 2004).

Asi mismo, el entendimiento del proceso antes descrito permitira plantear una
posible manipulacién y en consecuencia, la administracion de alguna especie en
particular. Por lo tanto, es importante conocer de qué manera se lleva a cabo la
formacion y el desarrollo de las génadas. Se presume que la reversion sexual en
peces sucede cuando el tejido gonadal, células germinales y ductos asociados son
sensitivos y responden a un balance de estrogenos y androgenos (Jameson,
1988).

Tomandose como base la gran plasticidad para manipular el sexo en los peces y
los diversos sistemas de determinacion sexual, se deben buscar metodologias que
permitan realizar la experimentacion de la mejor manera, para alcanzar el objetivo.
Se han realizado numerosas investigaciones en respuesta a la importancia por
controlar la expresion del sexo, desde el punto de vista cientifico y con fines
comerciales. Debido a esto ultimo, se han desarrollado métodos hormonales para
modificar el proceso de determinacion sexual (Beardmore et al., 2001).

La manipulacién debe relacionarse con el control de la reproduccién, debido a que
una intensa actividad reproductiva puede reflejarse en un crecimiento lento,
entonces para lograr un mejor crecimiento, la tendencia debe enfocarse a evitar la
reproduccién a temprana edad. Para abordar el problema de la reproduccién no
deseada, se han utilizado algunos métodos que incluyen la produccion de

organismos estériles, hibridos o monosexos (Beardmore et al., 2001).



En el cultivo de especies de un solo sexo, existen varios métodos para la
obtencién de machos, entre los mas utilizados y eficientes se encuentra la
reversion sexual mediante la administracion oral de la 17 MT (17 a-
metiltestosterona). Esta es la mas comunmente utilizada en especies gonocéricas
como en Pomoxis nigromaculatus (Al-ablani y Phelps, 1997) y Paralichthys
olivaceus (Yamamoto, 1989), con excelentes resultados. Aunque también se ha
empleado con éxito en especies hermafroditas, por ejemplo; en Dicentrarchus
labrax (Blazquez et al., 1995; Chatain et al., 1999). Por otra parte, en la tilapia
Oreochromis niloticus la reversidon sexual, en la produccion comercial de
monosexos machos (Beardmore et al., 2001), permite alcanzar tallas comerciales
uniformes (Vera Cruz y Mair, 1994).

Durante el desarrollo de las investigaciones realizadas en la cabrilla arenera
(Paralabrax maculatofasciatus), se ha detectado una problematica para fines de
cultivo, relacionada directamente con su reproduccion precoz. Esto ultimo, resulta
ser limitante de su crecimiento debido al alto costo energético que representa la
produccion de gametos y la puesta. Es indudable que durante la reproduccién hay
un desgaste energético y se ha sefalado de manera general para peces, que la
curva tipica de crecimiento presenta un desarrollo acelerado durante los primeros
meses o anos de vida, antes de la primera maduracion (Moyle y Cech, 1988).
Considerando las caracteristicas reproductivas de la cabrilla arenera, en especial
su condicion protoginica (Hastings, 1989; Oda et al., 1993; Allen et al., 1995;
Hovey y Allen, 2000), la posibilidad de tener hembras no resolveria el problema de
la maduracion precoz, ya que debido a la reversidn sexual natural en este tipo de
especies y con la posibilidad de que se presenten los dos sexos, el problema no
estaria resuelto. Por ello la produccidén de monosexos machos se contempla como
una posibilidad para reducir el gasto energético requerido durante la produccion de
gametos. Asi, la energia invertida para esto podria utilizarse en el incremento de
talla y peso, adecuado para su cultivo. Mair et al. (1997) reportaron que el cultivo
de monosexos machos para Oreochromis niloticus, solucioné el problema de la
maduracién precoz y lograron el control de su reproduccién, mejorandose asi su

crecimiento.



Como primer punto, es necesario conocer los cambios que ocurren durante el
desarrollo gonadico y encontrar las tallas en la que se presentan la diferenciacion
sexual y la primera madurez. Con este conocimiento podria ser posible inferir
sobre su desarrollo, ya aplicado para otras especies como: Oreochromis niloticus
(Mair et al.,, 1997); Pomoxis nigromaculatus (Al-ablani y Phelps, 1997);
Paralichthys olivaceus (Yamamoto, 1989); Dicentrarchus labrax (Blazquez et al.,
1995; Chatain et al., 1999); entre otras.

Las gonadas de los peces en general son labiles, con relacion a la determinacién
sexual. Ello responde a las estrategias reproductivas de una poblacion para la
supervivencia de la especie y asegurar el éxito reproductivo (Wootton, 1989). Los
sistemas reproductivos y patrones de comportamiento sexual en los peces son
variados y se presentan diferentes mecanismos genéticos de determinacion
sexual (Pitcher, 1996).

En algunos peces Serranidos, entre estos; Cephalopholis fulva (Linnaeus, 1758),
C. cruentata (Lacepede, 1802), Serranus tigrinus (Bloch, 1790), Epinephelus
striatus (Bloch, 1792), E. adscensionis (Osbeck, 1765), E. guttatus (Linnaeus,
1758) Priacantus arenatus (Cuvier, 1829), la gbnada consiste de un saco hueco,
situado debajo de la parte posterior de la vejiga natatoria y conectada a ésta por el
mesenterio (Smith, 1965). . Las génadas son érganos pares de tamafo desigual,
unidas en la parte posterior por un ducto hacia la region genital, a un lado del ano.
La vejiga urinaria tiene un conducto cercano en la parte posterior del conducto
gonadal. La gbénada esta soportada por el mesenterio, va hacia adelante del
extremo anterior de cada gonada con un complejo de ligamentos y mesenterios
hacia el extremo anterior de la vejiga natatoria. Las arterias y venas genitales
entran a la génada por estos ligamentos y continian en la pared dorsal de la
gonada (Smith, 1965).

La pared de la gonada esta cubierta en su parte externa con una capa peritoneal.
La pared misma se compone de musculo liso y tejido conectivo; grandes 6rganos
tienen mas tejido conectivo que 6rganos mas pequenos.

Los oocitos son liberados dentro del lumen y viajan a través del oviducto (Figura

1). ElI esperma por su parte, no entra al lumen y es liberado por un ducto



espermatico ubicado en la pared posterior del oviducto, que termina con el ducto

urinario en la parte posterior final de la papila genital (Figura 1).

Figura 1. Vista longitudinal de una génada de Cephalopholis fulva A) mesenterio; B) vejiga urinaria;
C) conducto urinario; D) conducto espermatico; E) contacto del oviducto; F) canal de liberacion de
oocitos; G) abultamiento genital; H) lamelas del ovario; I) lumen del ovario; J) recto. (Tomado de:
Smith, 1965) .

No presentan glandulas accesorias, como por ejemplo vesiculas seminales. El
tejido masculino de serranidos hermafroditas es de tipo acinoso, en el cual los
espermatozoides se forman en pequefas criptas mas o menos cilindricas (acinos),
en donde todas las células de la cripta tienen la misma etapa de meiosis. Estas
criptas estan rodeadas por membranas de tejido conectivo las cuales se rompen

cuando alcanza su madurez (Smith, 1965).



2. ANTECEDENTES

A pesar de que esta especie se ha estudiado en México por diversos autores en
relacion a su cultivo, durante mas de 15 anos, todavia falta profundizar en varios
aspectos del conocimiento logrado; uno de éstos se relaciona con la formacion de
las gonadas durante su desarrollo embrionario, como la descripcion de su
ontogenia inicial (Sanchez-Gallegos, 2007), aunque esta descripcion no abarca
factores relacionados con su determinacion sexual dada su estrategia reproductiva
como hermafrodita protoginica, seria interesante conocer para su posible
manipulacion en la expresion fenotipica del sexo.

La cabrilla arenera, se atribuye como una especie con potencial para ser cultivada
(Matus-Nivon et al.,, 1990), aunque después de los estudios reproductivos
realizados hasta la fecha y la evidencia de su complejidad reproductiva (Sadovy y
Domeier, 2005), resulta necesario continuar la investigaciéon desde el punto de
vista reproductivo de la especie.

Se tiene evidencia de desoves parciales cada dos y tres dias (Oda et al., 1993;
Lluch-Cota, 1995), y durante casi todo el afio en la Bahia de La Paz (Ocampo-
Cervantes, 2002). Esto representa una intensa actividad gametogénica
evidenciada por el hallazgo de hembras maduras de 92 mm de longitud estandar
(Hastings (1989), comprobada en las poblaciones silvestres desde los 150mm
(Ochoa-Baez et al., 2007), es notoria esta actividad reproductiva antes de alcanzar
la talla comercial (>240 mm) (datos personales no publicados). La reproduccion en
tallas pequenas, no es adecuada para fines de cultivo, debido al alto gasto
energético durante la reproduccion, lo cual produce un desarrollo lento (Solar et
al., 1984). En este contexto, se hace necesario realizar investigaciones que
ayuden a identificar como controlar esta maduracion precoz y proponer
alternativas para resolver este problema. Para abordar esta problematica, es
necesario poder discernir los factores que influyen en la determinacion y
diferenciacion sexual de esta especie y manipularlos para controlar su

reproduccion.



2.1. Hermafroditismo

El hermafroditismo en peces esta restringido a especies con fertilizacion externa y
la mayoria de las especies hermafroditas son marinas. Presumiblemente la
reversion sexual sucede a una edad y etapa cuando el tejido gonadal, células
germinales y ductos asociados son sensitivos y responden a un balance de
estrogenos y andrégenos. Esta etapa esta gobernada por cambios genéticamente
programados modificados por factores sociales y medioambientales (Jameson,
1988).

Los tipos de gobnadas pueden clasificarse con base a su funcidén. Los
hermafroditas funcionales, al menos algunos individuos de una poblacién, pueden
madurar sexualmente en ambos sexos en su ciclo de vida. El entendimiento del
desarrollo de las células germinales en hermafroditas no es claro (Sadovy y
Shapiro, 1987) y tampoco es claro, el estimulo que representa la reversion sexual
cuando esta en reposo, previamente determinadas las células germinales del
segundo sexo; o la redefinicion de la determinacion de las células germinales ha
ocurrido. Es posible que el hermafroditismo y la reversién sexual sean regulados a
nivel gonadal, con individuos que poseen una mezcla de machos y hembras de
células germinales determinadas, estimuladas por la proliferacién y diferenciacion

por condiciones diferentes.

2.2. Patrones reproductivos en la cabrilla arenera

La cabrilla arenera es un Serranido con una estrategia reproductiva compleja, su
comportamiento reproductivo varia con la latitud. Este grupo de peces
presentaespecies gonocoricas y hermafrodismo en diferentes manifestaciones:
hermafroditismo simultaneo (géneros: Serranus, Diplectrum); hermafroditismo
protoginico (géneros: Ephinephelus, Mycteroperca, Alphestes, Cephalopholis)
(Smith, 1965).

a) Gonocorismo en la cabrilla arenera

Para California (USA), Smith y Young (1966), hacen referencia de la cabrilla como

gonocorico secundario (por derivarse de un ancestro hermafrodita) y por no



encontrar evidencia de transformaciones sexuales, aunque, estos mismos autores
mencionan que la falta de evidencia, podria deberse a que el numero de muestras
no fueron suficientes para ver una tendencia diferente. En las bahias de New Port
y Anaheim (California, USA), son reportados patrones de gonocorismo

reproductivo en la cabrilla (Hovey y Allen, 2000).

b) Protoginismo en la cabrilla arenera

Para el alto Golfo de California, Hastings (1989) obtuvo una distribucién de tallas
en la cual encuentra que la mayoria de los ejemplares de menor tamano son
hembras y la mayoria de los individuos de mayor tamafo, son machos, aduciendo
a esto un hermafroditismo protoginico. De igual forma, en la bahia de Los pulpos
(Baja California, México), Hovey y Allen (2000) hacen una distribucion bimodal con
respecto al sexo.

En California, en estudios mas recientes a diferencia de los realizados por Smith y
Young (1966) en la misma area, reportan a la cabrilla arenera como protoginica
(Oda et al., 1993; Allen et al., 1995).

c) Protoginismo diandrico.

En las bahias de San Diego (California, USA); Los pulpos, Baja California y
Guerrero Negro, Baja California Sur, Hovey y Allen (2000) detectan la presencia
de machos alfa o primarios (machos que se diferencian sexualmente en la primera
madurez y permanecen de este modo durante todo su ciclo de vida), diagnostico
realizado por la presencia de lumen gonadal en el 9 % de machos, de igual forma
encuentran machos secundarios (diandria).

En la Bahia de La Paz B.C.S. (México), Ocampo—Cervantes (2002), en un
muestreo anual, durante el otofio encuentra ejemplares en transicion sexual, como
una evidencia de su condicién protoginica. Aunque, también reporta la presencia

de machos alfa, por lo cual hay una tendencia a un protoginismo diandrico.



d) Protoginismo poliandrico

Para el area de bahia Magdalena, Lluch-Cota (1995), también encuentra machos
alfa ademas de hembras no transformables y protoginismo.

Asi, la cabrilla arenera es un ejemplo de un complicado comportamiento
reproductivo, por lo cual es importante entender y tratar de explicar algunos de los
mecanismos para poder abordar estudios, particularmente los relacionados con su

cultivo.

2.3. Determinacion del sexo por métodos hormonales exdégenos

Existen varios métodos para la masculinizacion, entre los mas usados y eficientes
se encuentra la reversion sexual mediante la administracion oral de la 17 MT (17
a-metiltestosterona). Esta es la mas comunmente utilizada en especies
gonocodricas como en Pomoxis nigromaculatus (Al-ablani y Phelps, 1997) y
Paralichthys olivaceus (Yamamoto, 1989), con excelentes resultados. Aunque
también se ha empleado con éxito en especies hermafroditas, por ejemplo; en
Dicentrarchus labrax (Blazquez et al., 1995; Chatain et al., 1999). Por otra parte,
en la tilapia Oreochromis niloticus, su reversion sexual, a partir de la produccion
comercial de monosexos machos (Beardmore et al., 2001), es utilizada para lograr
tallas comerciales uniformes (Vera Cruz y Mair, 1994).

Beardmore et al. (2001), mencionan con base en una revision bibliogréafica, que al
aplicar el esteroide 17 MT comercial, se obtiene una alta produccién de machos.
Presumiblemente la reversion sexual ocurre a una edad y etapa cuando el tejido
gonadal, células germinales y ductos asociados son sensitivos y responden a un
balance de estrégenos y andrégenos (Jameson, 1988).

Referente al uso de esteroides exdgenos, Pandian y Sheela (1995) hacen
mencion que de los androgenos usados, la hormona 17 a-metiltestosterona es la
que mas se ha utilizado y reporta su uso para 25 especies pertenecientes a
Salmonidae, Cichlidae, Cyprinidae, Anbantidae, Poecilidae y Cyprinodontidae.

Igualmente reporta entre los estrogenos mas usados al estradiol-17(, utilizado en



15 especies de los grupos; Salmonidae, Cichlidae, Cyprinidae, Anabantidae,
Ictaluridae y Poecilidae

En algunos estudios con salmones se ha demostrado que la hormona
suministrada en periodos de vida inicial, es eliminada después de suspender el
tratamiento (Johnstone et al., 1983; Piferrer y Donaldson, 1994). Para que la
reversion sexual tenga el éxito esperado, es importante considerar algunas
variables, Blazquez et al. (2001) consideran 3 de estas: 1) tiempo de exposicion
con relacion al desarrollo de la génada, o tiempo de inicio; 2) la duracion del
tratamiento hormonal; y 3) la dosis y el tipo de esteroide usado segun el sexo que
se quiere invertir.

Tomandose en cuenta las variables anteriores, el punto 1, resulta ser importante y
se refiere a un periodo labil o critico, en el cual la determinacidon del sexo puede
ser inducida por tratamientos hormonales en larvas y juveniles de peces. De
manera general, los peces indiferenciados son mas sensitivos a este tipo de

tratamientos (Solar et al.., 1984; Blazquez et al., 1995; Beardmore et al., 2001).

Figura 2. Corte histolégico de una gonada indiferenciada de un juvenil de Salmo trutta de 3 meses

de edad. GC) gonocito (tomado de: Dziewulska y Domagata, 2004).

En el caso de que el pez ya se ha diferenciado, puede llevarse a cabo la
manipulacion del sexo, pero es posible que necesite una mayor dosis y un periodo

mas largo del tratamiento (Piferrer, 2001).
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El uso de la 17 MT tiene algunas implicaciones en el desarrollo de las génadas,
entre estas esta propiciar deformidades (Dicentrarchus labrax L., Chatain et al,
1999), o incluso la ausencia de gonadas y en algunos casos la presencia de
feminizacion paraddjica por el uso de dosis altas del esteroide (25, 50 y 100
mg/kg) (Solar et al., 1984).

El periodo critico para la reversion sexual es altamente variable segun la especie;
por lo general los tratamientos se aplican durante los periodos iniciales de vida
observandose en particular su tipo de ontogenia (Fig. 3) (Piferrer, 2001). Por
ejemplo, en salménidos caracterizados por tener ontogenia directa, el tratamiento
se inicia durante la embriogénesis. En las especies que tienen ontogenia indirecta,
se inicia después de la eclosion. En Perca fluviatilis, al aplicar el tratamiento en
individuos entre 40 y 71 mg de peso, se obtienen 100 % de machos (Rougeout et
al., 2002), Blazquez et al. (1995) en Dicentrarchus labrax inician los experimentos
con hormonas antes de la diferenciacion sexual, lo que sucede 100 dias después

de la eclosion.

CONCEPTO DE PERIODO LABIL

" PERIODO LABIL
DIFERENCIACION SEXUAL

DD DESARROLLO GONADAL

.|
Fertilizacion Primeras sefiales

histologicas de
diferenciaciéon sexual

Figura 3. Se muestra el periodo labil, este varia dependiendo de la especie y puede ocurrir desde
la fertilizacion hasta que ocurran las primeras sefales de diferenciacion sexual (tomado de:
Piferrer, 2001).

11



Existen diversos estudios en donde se senalan los tiempos en que se da este
proceso y se puede apreciar la variabilidad con el tiempo en que presenta para
diferentes especies. En un resumen de la labilidad con respecto a la determinacion
del sexo se hace la siguiente clasificacion (Oldfield, 2005)

a) Labilidad durante la etapa larval: determinacion del sexo por factores

ambientales.

b) Labilidad en la etapa juvenil: determinacion del sexo por control social.

c) Labilidad en la etapa de adulto: hermafroditismo secuencial
Por lo tanto, es importante detectar cuando se presenta la diferenciacion para la

especie en estudio.

2.4. Alteraciones en el mecanismo de la determinacién sexual

Para entender la manera o algunos de los mecanismos en que ocurre la
diferenciacidén sexual, es importante detectar la expresion de la P450 aromatasa,
enzima responsable de la conversion de andrégenos en estrégenos. En términos
generales, la presencia de esta nos puede indicar que se esta diferenciando
sexualmente hacia hembras, ya que estaria activamente transformando estas
hormonas y la presencia de esta enzima ocurriria en hembras (Kitano et al., 1999)
Es importante mencionar los hallazgos con relacibn a la expresién de la
aromatasa. Esta enzima juega un papel importante en el desarrollo de la génada,
particularmente durante la diferenciacion sexual. Kroon et al. (2005), discuten la
importancia de esta enzima como una clave para la diferenciacion sexual funcional
y Kitano et al. (1999), reportan para Paralichthys olivaceus, la obtencién de
machos fenotipicos al suprimir la accién de la P450 aromatasa.

La manipulacion de la diferenciacion sexual, tiene su fundamento en la accién de
la enzima aromatasa. Esta se forma a partir del colesterol y es la enzima
responsable de convertir androgenos en estrogenos (Gonzalez-Cabeza, 2003).
Baroiller y Cotta (2001) hacen alusion a la plasticidad durante la diferenciacién

sexual y que la gbnada puede ser orientada hacia uno u otro sexo, sin embargo un
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cambio en el balance de esteroides puede cambiar la ruta de la diferenciacion
(Figura 4).

Aromatasa, SOX3 ] .
Gonada Nivel alto E2 * Ovario
hermafrodita
rimordial
p M Nivel bajo E2 * -
Alto nivel T Testiculo

P450Aromatasa, SOX3, FTZ-FI

Figura 4.Modelo hipotético de los mecanismos moleculares durante el cambio de sexo en

serranidos hermafroditas. - inhibicién, | activacién (Tomado de Zhou y Giu, 2008).

La biosintesis de estrogenos esta catalizada por el citocromo 450 aromatasa
(Figura 5), cataliticamente activo y unido a una flavoproteina reductasa, que

facilita el flujo de electrones para su oxidacion (Gonzalez-Cabeza, 2003).

NADPH Sfdgém fdﬁg

Androstenediona 19-OH-androstenediona 19,19-dihidroxiandrostenediona

H;O

His,

Glu Lyvs

. L LT s
€00, -NH;

J

19-oxo-androstenediona

(Fe*)—OH

!
-COOH, “NH

HCOOH

Estrona

Figura 5. Esquema de aromatizacion, se transforma en estrona, acido formico y agua. Modificado
de Simpson et al., 2002.
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El genoma de zebrafish contiene dos genes de aromatasa designados como cyp
19a y cyp 19b. El gen cyp 19a esta expresado en la capa celular esteroidogénica
de la teca y la granulosa que rodea los oocitos en el ovario, mientras el gen cyp
19b esta expresado principalmente en el cerebro. De esta manera, mientras un
gen aromatasa esta involucrado en el desarrollo gonadal, el otro gen participa en
el desarrollo neuronal. Aunque, los dos genes contribuyen en la regulacion de las
respuestas estrogénicas y asi influenciar en la diferenciacion sexual (Hofsten y
Olsson, 2005).

2.5. Eje cerebro-hipoéfisis-gbnada

Si bien se han hecho algunos adelantos en las ultimas décadas en los
mecanismos de la determinacion sexual no estan bien conocidos todavia, y se
sabe de la importancia del eje cerebro-hipdfisis-gonada. Este sistema consiste de
tres componentes conectados en su fisiologia. Las neuronas neuroendocrinas en
la regidn predptica del cerebro, forman una interface entre el sistema nervioso
central y el sistema endocrino. De estas hormonas emergen inhibidores y
estimuladores, que producen hormonas liberadoras de gonadotropinas (Gnr, por
sus siglas en ingles). En los teledsteos, las neuronas de la GnRH estan inervadas
directamente a las células productoras de gonadotropinas (gonadotropas) en la
pituitaria, la estimulacién, produccién y liberacion de dos gonadotropinas
quimicamente relacionadas (GtHs), la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
luteinizante (LH) son liberadas en la circulacién; estimulan las gonada por union
con los receptores especificos de la membrana. Las gonadas producen células
germinales durante la espermatogénesis, también esteroides sexuales, y factores
de crecimiento importantes para la regulacién de la reproduccion, directamente en
el tejido gonadal en un mecanismo paracrino o autocrino de retroalimentacion
positivo o negativo sobre la pituitaria y el hipotalamo en una reaccion endocrina
Weltzien et al. (2004) (Figura 6).
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Estimulo externo Estimulo interno
(temperatura, fotoperiodo, (relojes bioldgicos, estatus
ferhormonas. etc.) nutricional. etc.

Cerebro
Neurotransmisores,

| +-

GnRH #——— DA
(MPOav, tal, mes7) [MPOEv)

+i-

Esteroides

Factores no pituitarios  +/- sexuales
(Ejem. Factores de T, 11K y factores no
crecimiento) esteroides

Prostagenos, induccion-
espermiacion
17, 20B-P, 17, 208, 21P

Espermiacion

Liberacion de
espermatozoides
maduros

Figura 6. Eje cerebro-hipdfisis-gonada en teledsteos machos (Tomado de Weltzien et al., 2004).

2.6. Cultivo de la cabrilla arenera

Con referencia a la reproduccion en condiciones de cultivo, se sabe que bajo un
régimen foto-térmico (13:11, luz-oscuridad y T° C 23, respectivamente (Rosales-
Velazquez et al., 1992) y alimentacién con juveniles de pescado fresco es posible
obtener desoves voluntarios durante todo el afio. Esta caracteristica presenta a la

cabrilla arenera como una especie con potencial para ser cultivada, ya que
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ademas se tiene establecido un protocolo de larvicultivo (Alvarez-Gonzalez, 1999;
Garcia-Goméz, 2003), preengorda y engorda a la talla comercial (Tanos-Grayeb,
2001).

Si se considera que el control de la reproduccion es el primer paso, el siguiente
paso es la produccidon de crias viables de ser cultivadas. Esto debido a que
durante el larvicultivo, se reportan las mortalidades mas altas, que en el mejor de
los casos, para la cabrilla arenera se reporta una supervivencia del 11 % (Alvarez-
Gonzales, 1999). Dentro de las practicas que se buscan para incrementar esta
supervivencia, se encuentra la incorporacién temprana del alimento inerte (Garcia-
Gbémez, 2007), que ademas reduciria el alto costo que re presenta en conjunto lo
que conlleva la produccion del alimento vivo (50 % del costo total de produccion).
El presente estudio pretende inducir experimentalmente la masculinizacién de la
cabrilla arenera por medio de la accion del andrégeno 17 a-metiltestosterona, una
ves que se haya finalizado la coalimentacién del alimento vivo con el alimento
inerte (30 dias después de la eclosion, DDE) y hasta 120 DDE. Asi mismo
pretende evaluar el crecimiento por 300 DDE y la viabilidad del mismo para

contribuir con esta informacién para argumentar su potencial con fines de cultivo.
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3. HIPOTESIS

El esteroide 17 a-metiltestosterona (17 MT), suministrado a través del alimento
inerte, afectara el desarrollo gonadal durante la diferenciacion sexual de
Paralabrax maculatofasciatus, provocando la masculinizacion de los individuos
sometidos a diferentes dosis y tiempos, asi mismo, incrementara el crecimiento
en peso y longitud. Disminuira la expresion de la enzima aromatasa al finalizar la

masculinizacion.

4. JUSTIFICACION

En la cabrilla arenera, se han realizado trabajos de manera extensiva, acerca de la
reproduccién en cautiverio y de su larvicultivo, sin embargo, estos estudios se
restringen a lo concerniente al periodo juvenil de esta especie.

Es precisamente en este periodo juvenil, donde se dan cambios importantes en
cuanto a la diferenciacion sexual, cambios que considerando la condicion de
hermafrodita protoginica, van a interferir en la expresion fenotipica del sexo de
esta especie, cuando en alusion a su protoginismo, es de esperarse primero su
diferenciacion como hembras. A este respecto, es sabido que considerando la
plasticidad que tienen los peces para cambiar de sexo, la expresion fenotipica de
este puede ser manipulada.

El control en la determinacién sexual, es importante, considerando que para fines
experimentales, pueda resultar conveniente el piscicultivo en el cual se vea
favorecido un sexo en particular. Esto, sobre todo como una forma de control en
especies de las cuales se sabe que son precoces en su reproduccion, tal es el
caso de la cabrilla arenera.

La cabrilla arenera posiblemente no sea el mejor candidato en México para
realizar su cultivo; no obstante sin duda, es la especie con mas conocimiento

aportado para el desarrollo de la piscicultura marina en México.
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Aun existen numerosas incégnitas que resolver para que el cultivo de peces
marinos en México sea una realidad, sobre todo de una biotecnologia desarrollada
al interior, la cual no se contrapone con la importacion de biotecnologias, pero
estas en la mayoria de los casos, requieren de adaptaciones que no siempre son
favorables debido a la complejidad y retos que representa cada especie.

El presente trabajo, contribuye al desarrollo métodos del cultivo de peces marinos
en México, por incidir en la importancia de controlar la manifestacion fenotipica del
sexo. Este control, es sabido en otras especies, puede favorecer el desarrollo
somatico, relevante para fines de cultivo. De manera particular, es importante en
especies con actividad reproductiva precoz, debido a que conlleva un gasto
energético que no favorece el crecimiento.

El presente documento trata algunos supuestos y expectativas, sin embargo, por
ser el primero de este tipo realizado en esta especie, las expectativas podrian ser
aun mayores, debido a que no se descartan la obtencion de resultados no

previstos en el disefio del experimento.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Inducir a la diferenciacion sexual de wuna poblacion de juveniles P.
maculatofasciatus, en condiciones experimentales, e inhibir la reproduccién

mediante el suministro del esteroide 17 a-metiltestosterona (17 MT).

OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar el periodo labil en que sucede la presencia de células germinativas y la
diferenciacion sexual en juveniles.
Evaluar los efectos producidos por la 17 a-metiltestosterona, suministrada a través
del alimento inerte en tres dosis (15, 30 y 60 mg/kg) y tres tiempos (30, 60 y 90
dias), sobre:
e El desarrollo gonadal durante la diferenciacion sexual hacia el sexo
masculino.
e El crecimiento de los juveniles durante y después del suministro del
esteroide.

e La expresion de la enzima aromatasa durante la masculinizacién.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Identificacion del periodo labil de la cabrilla arenera

Para iniciar los tratamientos con la 17 MT es necesario que las génadas estén
indiferenciadas o en periodo de formacion (células germinales, primordios
gonadales, gonias). Para lo anterior, se estim6 el momento en que deben ser
administrados los tratamientos propuestos. Previamente se realizaron analisis
histolégicos de muestras de larvas de la cabrilla arenera obtenidas en
experimentos anteriores. Se analizaron larvas de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 DDE. Las
larvas se pesaron con ayuda de una balanza analitica marca Sartorious con una
precision de 1 x 10™ y con papel secante para evitar el exceso de humedad.

Por otra parte, debido a que no se disponia de muestras posteriores al dia 30 DE,
se realizaron colectas de campo, utilizandose un chinchorro charalero de 20 m de
largo por 1.5 m de alto y luz de malla de 0.5 cm. Se pesaron y midieron cada una,
segun lo descrito anteriormente y de igual modo se fijaron en formol al 10 %
tamponado con fosfatos (pH 7).

Las muestras se procesaron por técnicas de inclusion en parafina: se tomd una
porcion central en la parte media del cuerpo, lavandose cuidadosamente con agua
corriente para eliminar el exceso del fijador y posteriormente se procedié a la
deshidratacion con alcohol etilico en concentraciones crecientes (80°, 96° y 100°)
y una solucion 1:1 de alcohol absoluto:americlear. Se impregnaron en parafina a
56° C (pF), y se llevaron a su inclusién definitiva con parafina a 60° C (pF). Los
cortes se tifieron con la técnica tricromica de Mallory para asi poder detectar la
presencia de gonias y en lo posible células germinales y en su caso, con respecto
a los juveniles de campo, diagnosticar el sexo.

Mediante un digitalizador de imagenes acoplado a una computadora se realiz6 el
seguimiento histolégico del desarrollo de las gonadas de los juveniles de cabrilla
arenera sacrificados cada semana. El andlisis fue determinado en base a los
criterios propuestos para peces Serranidos por Smith (1965), asi tenemos las

siguientes etapas para el desarrollo de los oocitos (Figura 7):
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Etapa-l.- Oocitos pequefos (12-30 um de diametro), con una delgada capa de
citoplasma basdfilo, rodeando un gran nucleo (este nucleo es simple).

Etapa-2.- Oocitos mas grandes (20-125 pm), tienen un citoplasma oscuro y
muchos nucléolos periféricos en el nucleo.

Etapa-3.- Oocitos (90-250 ym) tienen un citoplasma ligeramente baséfilo, en el
cual las vesiculas vitelinas tienen un desarrollo gradual. Al finalizar la etapa 3, la
zona radiata empieza a aparecer.

Etapa-4.- Oocitos (375-500 pm) tienen una delgada zona radiata y estan
presentes las vesiculas vitelinas y glébulos de vitelo. Hay una prominente

presencia de cromosomas localizados en la vesicula germinal.

Figura 7. Gonada de Cephalopholis fulva, se muestran las etapas 1, 2, 3 y 4 del desarrollo del
oocito (tomado de Smith, 1965).

En cuanto a la designacion de etapas para el tejido ovarico, Smith (1965) propuso

la siguiente clasificacion:
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Ovario inmaduro.- Las etapas 1 y 2 del desarrollo de los oocitos estan presentes,
no hay cuerpos atrésicos.

Ovario maduro inactivo.- Etapas 1, 2 y 3 del desarrollo del oocito, hay la
presencia de cuerpos atrésicos (indican que hubo desove).

Ovario maduro activo.- Estan presentes las etapas 1, 2, 3 y 4 del desarrollo del
oocito, hay presencia de foliculos vacios (indican la ocurrencia actual de desoves).
Ovario post-desove.- Tiene foliculos vacios (con o sin capas granulosas

hipertrofiadas), también hay oocitos degenerados en etapa 4.

Con relacién al diagnostico del desarrollo de la gébnada masculina, Smith (1965)
establece los siguientes criterios:

Testiculo inmaduro.- El tejido consiste de grupos de células no organizadas
dentro de criptas distinguibles.

Testiculo maduro inactivo.- Criptas bien organizadas, algunas contienen
esperma maduro, otras con espermatocitos primarios y secundarios.

Testiculos en maduracién.- Presencia de meiosis, espermatocitos primarios y
secundarios, relativamente poco esperma maduro.

Testiculos maduros.- La mayoria de las criptas estan llenas con esperma, pocas
etapas de espermatocitos tempranos.

Testiculos post-desove.- Escaso esperma, pocos espermatocitos primarios y
secundarios. Los testiculos estdn dominados por espermatogonias y tejido
conectivo.

GoOnada ovotestis en transicién.- Permanecen etapas 1, 2, 3 y 4 de oocitos,
presencia de cuerpos atrésicos, proliferacion de criptas seminiferas en el epitelio
germina (la gonada tiene criptas completamente formadas y aun pueden

permanecer remanentes de oocitos) (Figura 8).
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Figura 8. Génada de Cephalopholis fulva, A) Gonada recientemente transformada con remanentes

de oocitos etapa 2; B) Macho con sinus (s) espermatico lleno de esperma (tomado de Smith, 1965).

Con estos criterios se logré diferenciar la longitud en la cual se tiene la presencia
de células germinales y la longitud en la cual se diferencian sexualmente, lo que

esta comprendido como periodo labil.
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6. 2. Captura y acondicionamiento de reproductores.

Entre el 2 y 3 de febrero del 2007 se efectud la captura de 90 peces adultos de
cabrilla arenera. La pesca se realizé en la zona conocida como “las pacas”, en la
Bahia de La Paz, Baja California Sur, entre los 21.18° y 24.2° de latitud Norte y los
110.43° y 110.41° de longitud Oeste (Figura 9). Los peces se pescaron por medio

de linea y anzuelo, se utilizé calamar como carnada.

| | |
110.45°W 110.4°W 110.35°W 110.3°W

Figura 9. Area de captura de los reproductores de la cabrilla arenera, localidad “las pacas”.

Los ejemplares capturados fueron transportados vivos, en un vivero cubico de
fibra de vidrio con capacidad de 100 |, dentro de una embarcacién de 8 m de
eslora, con motor fuera de borda de 130 HP y posteriormente se llevaron al
laboratorio de Biologia Experimental del CICIMAR-IPN. El trayecto de transporte
hasta el laboratorio dur6 aproximadamente 30 minutos a una velocidad de 6-8
nudos. Se introdujeron en el Sistema Cerrado de Induccion al Desove (SCID) (Fig.
10) (Martinez-Brown, 2007). Después de un periodo de aclimatacion y cuarentena
de 21 dias, se seleccion6 un lote de 60 reproductores. Durante este periodo se
mantuvo una temperatura constante de 22 °C y un fotoperiodo de 13:11 horas

(luz:oscuridad), el cual empezo6 a las 6:30 y finalizé a las 19:30 h.
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Figura 10. Sistema cerrado de induccion al desove (SCID), lugar donde se mantuvieron los

reproductores de cabrilla y de los cuales se obtuvo el desove para iniciar el experimento.

Los reproductores con un peso y talla promedio de 300 g y 24 cm de longitud
patrén (LP), para los machos y 250 g y 20 cm (LP) para las hembras
(respectivamente), fueron colocados en proporcién de 3:2 (hembras:machos) en
un mismo tanque tipo cilindrico, con un volumen de 1,100 | (Figura 8). Diariamente
fueron alimentados con pescado fresco (juveniles de mojarra; género
Eucinostomus). La mojarra recién capturada fue lavada con agua dulce y
congelada por al menos un dia previo a ser utilizadas para alimentar a los
reproductores; este alimento fue suministrado una vez al dia a saciedad, entre las
10 y 11 de la mafana. Después de una semana, el alimento congelado no se
suministrd, desechandose el sobrante (Rosales-Velazquez, 1997).

En las condiciones antes mencionadas, después de haberse colocado los
reproductores en la proporcion de sexos de 3:2; después de 5 dias se obtuvieron
huevos fecundados. Tres semanas después, la produccion de alimento vivo
disponible, en las densidades y escalas de produccion adecuadas estuvo se
obtuvo un desove de 80 ml de huevos fecundados; destinandose a siembra para
iniciar el experimento.

La tasa de eclosion se evaluo a las 24 h después del desove y se determind por

medio de la relacién (Carrillo et al., 2000):
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TE =|(EI)(100) |/Em

endonde: TE = Tasa de eclosion
El = Numero de eleuteroembriones
Em = Numero de embriones sembrados

La tasa de supervivencia larvaria se evalud a partir de la absorcion del vitelo, a las

72 h y se calculé con la siguiente férmula:

SL=[(Lv)(100)]/Lt

en donde: SL = Tasa de transicion larvaria
Lv = Numero de larvas vivas
Lt = Numero total de larvas (vivas + muertas).

La tasa de supervivencia larvaria a la inanicion se determind después de
determinar la sobrervivencia larvaria cada 24h, hasta que todas las larvas
murieron por el efecto de la inanicién y se calculé con la siguiente formula, para

cada momento de determinacion:

Si=[(Lv)(100)]/Em

en donde: Si=tasa de supervivencia de larvas a la inanicion
Lv = Numero de larvas vivas
Em = Numero de embriones sembrados
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6. 3. Cria larvaria de la cabrilla arenera

La siembra de los huevos de P. maculatofasciatus se llevé a cabo en un sistema
cerrado (SC-18); consistente de 18 tanques cubicos de fibra de vidrio con
capacidad de 140 | c/u, con paredes y fondo de color gris claro; un filtro bioldgico
marca Sea Storm, calentadores sumergibles marca Aqua Clear individuales (uno
por tanque), un espumador de albuminas marca Euroreef con una bomba
sumergible marca Sedra modelo KSP 5000, una bomba de recirculacion marca
PerformancePro serie Artesian con potencia de 1/8 HP, un sistema de luz UV de
cuatro focos (50 watts c/u) marca Tropical Marine Centre modelo PM4, un filtro
mecanico de arena (200 um) marca PAC-FAB modelo Triton Il (Pentair Inc.,
Goleen Valley, Minnesota, EUA) y un reservorio de agua de fibra de vidrio de
forma cilindrica de 700 | de capacidad (ubicado en la Unidad Piloto de Maricultivos
del CICIMAR-IPN, Figura 11) (Sanchez-Gallegos, 2007).

Figura 11. Sistema Cerrado de 18 tanques (SC-18).

La siembra se realiz6 a partir de un desove de 80 ml, obtenido de los
reproductores de la cabrilla mantenidos en el SCID. Se usaron 3.4 mL
(aproximadamente 6,000 huevecillos) para sembrarlos directamente en cada uno
de los tanques del SC-18.

Durante el primer dia después de la eclosién (DE) a las larvas se le suministro
como alimento rotiferos sin enriquecer (Figura 12), a una densidad de 20

Rot/larva. A partir del dia 2 (DE), los rotiferos se enriquecieron con una emulsién
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comercial EASY SUPER SELCO®, en las concentraciones recomendadas por el
proveedor (INVE Aquaculture; Derdenmonde, Bélgica) y con una densidad de 200
Rot/larva. La alimentacion se administré 3 veces al dia con un intervalo de 4 horas

entre cada una, iniciandose alas 10:00 a. m.

A | 72 hrs después de eclosionar: inicio del periodo larval mﬂm Rollfsr sin snriquacer 4
pRRRaRRa Rolifero sriquecike @
V¥ | 30 DDE: inicia periodo juvenil rarraperpararant \w Plavple e abeme
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, NN gin siquecer s

Mauplo snngquecido ¥ ;
W{\w E:E:E:i: Juvendaz da artemiz K
Alimanbs neits 4 ;ﬁ

90 dias a pariir del dia

—_—F .
Y _____ 30. Alimento inerts con
_ i tratamienbo hormonal

Dias después de la eclosidn

Figura 12. Protocolo de alimentacion de larvas de cabrilla arenera.

Al inicio del experimento los tanques fueron llenados hasta 100 | y al dia 3 DE se
sifoned el fondo utilizandose un tubo de vidrio y manguera de acuario; en el
séptimo dia se elevaron a su nivel maximo (140 1). La circulacién parcial, flujo de
agua, la inyeccion de aire y los recambios parciales de agua del reservorio de
almacenamiento del sistema comenzaron a partir del dia 7 DE (segun lo propuesto
por Alvarez-Gonzalez, 1999)

Se realiz6 el monitoreo diario de las siguientes variables ambientales: la salinidad
(35.8 = 1.1 %o), la temperatura (25.1 £ 1.1 °C) y el oxigeno disuelto (6.4 + 0.3 mg/l);
los registros se hicieron por medio de un aparato multiparametro de campo marca
YSI modelo 85 (Yellow Springs, Ohio, USA). EI amonio total (0.2 £0.1 ppm) vy el
nitrito total (0.02 + 0.01 ppm) a través de métodos espectrofotométricos (Strickland
y Parsons, 1972), utilizandose un espectrofotometro marca Spectronic modelo

Genesys 2.
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Al dia 8 DE, comenzé parcialmente la circulacion del agua con un flujo de 50
cm®/min, se colocaron filtros con malla de 200 pm insertados en los tubos
intermedios de los tanques (estos permiten el drenado del agua por
rebosamiento). Estos filtros impiden el paso de las larvas pero, facilitan el paso del
agua y de particulas menores a 200 pm

Desde la primera alimentacion (10 a.m.) y dos horas después de la ultima
alimentacion (8 p.m.), la circulacion del agua se detuvo para favorecer la
disponibilidad del alimento vivo. Entre las 8 p.m. y las 10 a.m. se abrian las llaves
para reiniciar la circulacién del agua.

Del dia 2 al 4 (DE), se mantuvo la densidad de 200 Rot/larva y se increment6 a
280 Rot/larva desde el dia 5 al dia 11 (DE). Desde el dia 11 DE, se inici6 una
coalimentacién con nauplios de Artemia (Neptuno Industries, Salt Lake City Utha,
EUA), con una densidad de 400 Naup/larva de la Artemia suministrada. Durante la
coalimentacion se sustituyeron las cantidades suministrados de rotiferos y Artemia
en la siguientes proporciones: 80:20, 60:40, 40:60, 20:80 (rotiferos:Artemia). Al dia
16 DE, solo se administraron nauplios de Artemia, complementandose con
juveniles de Artemia a partir del dia 18 DE. Esto permanecié hasta el dia 25 DE,
momento en que inicié la coalimentacion con el alimento inerte (200-500 um Lansy

CW, marca INVE, Dendermonden, Bélgica, tabla 1).

Tabla 1.Analisis quimico reportado por el fabricante del alimento comercial Lansy CW™, utilizado

durante el primer mes de los experimentos, enriquecido con 17 MT.

Humedad 7% Vit. A 30,000 IU/kg
Proteina 58% Vit. D3 2,500 IU/kg
Lipidos 15% Vit. E 700 mg/kg
Cenizas 12% Vit. C 2,000 mg/kg
Fibra 1% Sumu3 HUFA 30 mg/g dwt
Fosforo 1.7% DHA/EPA 2
Quelatos de cobre de aminoacidos hidratados 10% Cu: 5 mg/kg
Antioxidantes BHT/Etoxiquina/Propilgalato
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De este modo, la proporcion de alimento sustituido fue de 80:20, 60:40, 40:60,
20:80, y se finalizo con el 100 % de alimento inerte al dia 30 DE. A partir de este
dia, se iniciaron los tratamientos con la 17 MT.

En el dia 30 DE se incrementd el flujo del agua de 200 cm*min a 800 cm®min,
cambiandose de un flujo superficial a un flujo vertical, modificandose también la
orientacion de la posicion del tubo de suministro de agua de cada tanque. Para el
dia 40 DE, el flujo de agua permaneci6 abierto permanentemente, incluso durante

el suministro de alimento.
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6.4. Diferenciacién de células germinales en juveniles de cabrilla arenera
Antes de empezar los ensayos con la 17 MT, al cumplir 30 DDE, se tomaron
muestras de peces para corroborar la presencia de gonias o células germinativas.
Se sacrificaron un total de 15 individuos, estos se midieron y pesaron para su
posterior analisis histolégico. Asi mismo, esta muestra marcd el inicio de la
experimentacion con los tratamientos hormonales propuestos, dando a conocer el
estado estructural gonadal que mantenian antes de iniciar la alimentacién oral con
la 17 MT.

Ademas, en términos generales, se verificé el periodo de desarrollo
correspondiente, esto se pudo lograr considerando los criterios de Ortiz-Galindo
et al. (1995) para ejemplares de la cabrilla arenera, en el cual compara el conteo
de elementos de larvas y juveniles con respecto al de adultos.

Los ejemplares sacrificados se fijaron en formol al 10 % con fosfatos (pH 7).
Después de iniciados los tratamientos, se tomaron cada semana 3 individuos por
tratamiento durante 11 semanas, para asi poder hacer un seguimiento en cuanto a
la talla en que se diferencian sexualmente y para observar el proceso de
masculinizacion.

Si se toma en cuenta que una de las variables fue el tiempo de administracion de
la 17 MT y que la evaluacion fue cada mes, al finalizar 30 DDE, se sacrificaron 15
individuos por tratamiento. Este procedimiento permitié estimar el porcentaje de
masculinizacién por mes, con el fin de determinar el tiempo y dosis de
administracion mas efectivos.

Los juveniles de cabrilla fueron tomados al azar y colocados en un recipiente de 1
Lt hasta el momento de sacrificarlos. Después se secaron con un papel
absorbente para extraer el exceso de humedad y se procedié a realizar la
biometria correspondiente.

Los peces se midieron y pesaron con un Vernier 0.001 mm (VWR, Modelo: 62379-
531) y una balanza Ohaus adventure con 0.01 de precision. Se tomo la longitud
patrén (LP) y el peso del pez.

Después de la biometria los especimenes se colocaron en una charola de

diseccidn para seccionarlos extrayendo un segmento transversal comprendido del
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ano hasta el inicio de las aletas pectorales (Fig. 13). Este segmento se fijo en
formol tamponado con fosfatos, esta operacién se llevd a cabo durante los
muestreos de las 4 primeras semanas de tratamientos (30-60 DDE). Las fijaciones
posteriores fueron realizadas con mezcla de Davison, debido a que las estructuras
Oseas tenian un mayor desarrollo (tamafo) y presentaban mas resistencia al
realizar los cortes en el microtomo. El fijador Davison, debido al acido acético que
contiene en su formulacion, ayuda a degradar el tejido Oseo teniendo las
previsiones adecuadas, ya que mas de 3 dias en este fijador degrada el resto de
los tejidos. Después de esto, los segmentos fijados en Davison se pasaron a
alcohol absoluto.

Las muestras se procesaron por técnicas de inclusion en parafina (como se
describio anteriormente).

Se realizaron cortes seriados de 3 um y se tiferon con la técnica hematoxilina-
eosina (Humason, 1979). Se procedié a la observacion al microscopio 6ptico con
el fin de ubicar la gonada y lograr determinar el sexo en los juveniles de cabrilla,
identificar el sexo, se describié el estado de desarrollo que presentaba la gonada

en ese tiempo, segun lo reportado por Smith (1965).
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6. 5. Enriquecimiento del alimento inerte con la 17 MT

Como primer punto, se preparé una solucion madre de la 17 MT a una
concentracion de 5 g/l disueltos en etanol al 70 % segun lo propuesto por Popma y
Green (1990).

Si se considera que en cada mililitro de la soluciéon hay 5 mg de hormona, se
hicieron los calculos para las concentraciones de 15, 30 y 60 mg/kg.

Asi, para preparar los alimentos con las concentraciones requeridas se uso la

siguiente relacion:

Concentracion requerida (mg/kg)  Solucién madre (17 MT)

15 3 ml
30 6 ml
60 12 ml

De manera practica, se prepard el alimento cada 20 dias, de acuerdo con lo
propuesto por Popma y Green (1990), la 17 MT se incorporo al alimento inerte de
la siguiente manera: se pes6 de manera independiente cada racion de alimento
para cada tratamiento; en una charola de plastico se extendido el alimento
esparciéndolo de manera regular hasta tener un espesor de aproximadamente 0.5
cm.

De acuerdo al peso del alimento y considerando la relacién anterior, se determiné
el volumen de 17 MT. Para lograr la incorporacion del esteroide en la totalidad del
alimento, se agregd un volumen mayor de alcohol etilico para asegurar que la
hormona quedara impregnada totalmente en el alimento esparcido, vertiendo el
esteroide disuelto en el alcohol, por medio de una pipeta de vidrio de 10 ml, se
repitid la operacion hasta terminar de verter el volumen designado. Un ejemplo de

la disolucién para 15 mg/kg, se presenta de la siguiente manera;

Cantidad de Concentracion Volumen de 17 MT Volumen de
alimento de 17 MT Alcohol etilico
400 g 15 mg/kg 1.2 ml 50 mi
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Se incorpord la 17 MT en el alimento inerte con el volumen de alcohol etilico
correspondiente, se mezcldé con una espatula hasta que la totalidad del alimento
estuviera humedo (asi se garantizé que la 17 MT se adhiriera a todo el alimento).
Se repitid la operacién de mezclar el alimento al menos 3 veces con el fin de
ayudar a que el alcohol se evaporara adecuadamente. Esta actividad se realizd
durante la noche para evitar en lo posible la luz artificial y principalmente la luz
Solar. Una vez mezclado el alimento, se dejo secar a temperatura ambiente
durante el resto de la noche, por aproximadamente 12 horas. Después de este
tiempo el alimento se conservd en bolsas y dentro de un recipiente de plastico
oscuro de sellado hermético en refrigeracion a 10 °C.

Para el caso del alimento control, se procedié de la misma manera, exceptuando

agregar la hormona.
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6.6. Juveniles de cabrilla arenera sometidos a tratamientos con 17 MT

A partir del dia 30 DE, se dio inicio a los tratamientos con 17 MT, de acuerdo con

el siguiente disefio experimental (Tabla 2):

Tabla 2. Disefio experimental para determinar la dosis y tiempo de aplicaciéon del esteroide 17 MT

en juveniles de cabrilla arenera.

Dosis de MT Tiempo de exposicion (dias) Réplicas Tratamientos
0 mg/kg + 60 R1 R2 R3 T2
90 R1 R2 R3 T3
30 R1 R2 R3 T4
15 mg/kg 60 R1 R2 R3 T5
90 R1 R2 R3 T6
30 R1 R2 R3 T7
30 mg/kg 60 R1 R2 RS3 T8
90 R1 R2 RS3 T9
30 R1 R2 RS3 T10
60 mg/kg 60 R1 R2 RS3 T11
90 R1 R2 RS3 T12

+ TESTIGO (sin 17 MT)

Los peces destinados para la experimentacion fueron concentrados vy

contabilizados en un tanque rectangular de 200 I. Se designaron tres replicas (70

peces por replica), cada una con un total de 210 peces por tratamiento.

Desde este momento, los juveniles de cabrilla arenera fueron seleccionados al

azar y se repartieron en 12 tanques del sistema SC-18. La distribucion de los

tratamientos en los tanques fue asignada por una tabla de numeros aleatorios.

La alimentacion se realizé en los mismos tiempos que durante el larvicultivo, en

intervalos de cuatro horas a partir de las 10:00 a.m. hasta las 6:00 p.m.

Después de la coalimentacion, la racion de alimento inerte al dia 30 DE fue de 7g

por tratamiento (3 réplicas, c/u con aproximadamente 70 juveniles, peso promedio

0.33 g). A partir de este dia, la alimentacion se dio a saciedad y se increment6 de

acuerdo a los requerimientos observados (Tabla 3).
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Tabla 3. Relacién de la raciéon de alimento suministrado por tratamiento, con respecto al dia DE y

numero de peces.

Dia DE = Numero de peces Racién de alimento
30 210 79 por tratamiento/dia
40 204 8 g por tratamiento/dia
41 204 10 g por tratamiento/dia
42 204 12 g por tratamiento/dia
43 204 15 g por tratamiento/dia
45 198 17 g por tratamiento/dia
47 198 18 g por tratamiento/dia
51 198 21 g por tratamiento/dia
53 153 25 g por tratamiento/dia
55 153 26 g por tratamiento/dia
58 153 Coalimentacion 20:5 g
59 153 Coalimentacién 15:10 g
60 123 Coalimentacion 10:15 g.
61 123 Coalimentacioén 5:20 g
62 123 25 g por tratamiento/dia
74 111 24 g por tratamiento/dia
81 105 24 g por tratamiento/dia
88 99 24 g por tratamiento/dia
95 78 22 g por tratamiento/dia
102 72 22 g por tratamiento/dia
109 66 22 g por tratamiento/dia

El numero de ejemplares en cada tanque disminuyé paulatinamente, como
consecuencia de las muestras tomadas para el seguimiento semanal (se
sacrificaron 6 ejemplares por tratamiento cada semana; al mes se extrajeron15
ejemplares por tratamiento).

Los juveniles de cabrilla arenera empleados como muestras fueron sacrificados
por asfixia, se les midi6 la longitud patron (LP) y el peso (procedimiento descrito
en otro apartado). Estas muestras fueron fijadas y preservadas en formol al 10 %
tamponado con fosfatos (pH 7).

Del dia 55 al 60 DE, se realiz6 otra coalimentacion entre el alimento inerte (en las
mismas proporciones mencionadas, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, finalizandose el
dia 60 con el 100 %). El alimento Lansy CW (200-500 um) se cambio por Epac
CW (800-1200 um, marca INVE;Tabla 4).
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Tabla 4. Analisis proximal del alimento comercial Lansy CW™ | utilizado durante el segundo y tercer

mes de los experimentos con la 17 MT

Humedad 7% Vit. A 30,000 IU/kg
Proteina 57% Vit. D3 2,500 IU/kg
Lipidos 14% Vit. E 400 mg’kg
Cenizas 12% Vit. C 1,500 mg/kg
Fibra 1% Sum:=3 HUFA 30 mg/g dwt
Fosforo 1.2% DHA/EPA 1.7
Quelatos de cobre de aminoacidos hidratados 10% Cu: 5 mg/kg
Antioxidantes BHT/ Etoxiquina/Propilgalato

En el dia 60 DE se cambiaron los filtros de los tanques, se sustituyeron los que
tenian malla de 200 uym por filtros con mallas de 1000 uym. El flujo de agua también

se incremento de 800 cm®/min a 1200 cm®/min.
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6. 7. Evaluacion del crecimiento de cabrilla arenera post-tratamientos

Al finalizar el tercer mes de los tratamientos con 17 MT, los ejemplares restantes
fueron ubicados en el SCID, colocando 50 ejemplares por tratamiento en tanques
cilindricos de 1,100 | (Figura 13).

Figura 13. SCID, lugar donde se dio seguimiento al crecimiento de los peces una vez finalizados

los tratamientos con 17 MT.

En esta ocasion y debido al numero insuficiente de tanques, no fue posible tener
réplicas. Con la finalidad de evaluar algun efecto de los tratamientos en el
crecimiento, los peces colocados en dicho sistema se midieron y pesaron una vez
al mes, por los siguientes 6 meses (300 DDE), ademas de la LP y el peso, se
midi6 también la altura del cuerpo.
También se calculd el factor de condicién simple (Rodriguez-Gutierrez, 1992),
donde:
K = (W/LP) * 100
endonde: K = Factor de condicion

W = Peso en gramos

LP = Longitud patron en centimetros

b* = Pendiente de la correlaciéon W contra LP
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*La estimacion del coeficiente se realizé por medio de la regresion de la longitud.

Este factor es considerado como un indice de robustez para peces de tipo
fusiforme. Los valores iguales a 3 son considerados como un crecimiento
directamente proporcional entre el incremento de longitud y el incremento de peso.
Valores mayores o menores a 3 son considerados como crecimiento heterogéneo
(no proporcional) (Weatherley y Gill, 1987; Steffens, 1989).

El alimento suministrado durante este periodo fue un alimento comercial
AquaXcelTM 4610 (marca Burris Inc., Los Angeles, USA), con un tamafo de
particula de 4000 um. La composiciéon proximal proporcionada por la empresa

Burris INC., es la siguiente:

Composicién Nutritiva Garantizado
Proteina 46.0%
Lipidos 10.0%
Fibra 2.0%
Ceniza 11.0%

Este alimento se administré dos veces al dia, a las 10: a.m. y a las 3 p.m. en dos
raciones de 34 gr.

Al finalizar la experimentacion (300 DDE), se sacrificd el total de los peces,
mismos que fueron pesados y se les determind el sexo. A cada ejemplar se le
extrajo tanto la génada como el higado

Con esta informacion, se calculé el indice Gonadosomatico (IGS) y el indice
Hepatosomatico (IHS), esto fue realizado segun lo mencionado por Ericsson et al.
(1985):

IGS=_Wg x 100
Wt

Donde: IGS= indice Gonasomatico

Wg = peso de la gbnada
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W1t = peso total del organismo

IHS=_Wh x 100
Wt

Donde: IHS= indice Hepatosomatico
Wg = peso del higado

W1t = peso total del organismo

40



6.8. Determinacién cuantitativa de 17 MT en el agua del Sistema Cerrado-18.

Como medida precautoria para evitar un impacto con el medio ambiente por los
residuos generados por el sistema de cultivo, se evalud la efectividad de la luz
ultravioleta como un medio para eliminar la 17 MT en el sistema de larvicultivo.
Para esto se tomarén muestras del agua del mismo sistema y fueron congeladas

a -80 °C hasta su evaluacion.

Se detectd la presencia de la 17 MT por medio de cromatografia de liquidos de
alta resolucion utilizando un HPLC Perkin Elmer Series 200 equipado con un
sistema de bombas cuaternario, automuestreador, detector de arreglo de diodos
de Applied Biosystem 1000S con longitud de onda fijada a 242 nm. La fase
estacionaria utilizada fue una columna SUpelcosil™ (LC-18DB fase reversa), de
25 cm x 4.6 mm, empacada con particulas de 5 pym (flujoTmL/min). Una fase movil
agua:acetronitrilo (6:4) por 30 minutos. La absorbancia de los componentes es
monitoreada a 242 nm. El programa de elusion utilizado durante este proceso se

muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Programa de elusion para establecer el método para la determinacién de la 17 MT,
mediante el HPLC.
Paso Tiempo (min.) Flujo (ml/min.) % MeCN % H,O Curva

(acetonitrilo)

0 2 1 40 60 0
1 25 1 40 60 0
2 20 1 100 0 0
3 3 1 40 60 1
4 15 1 40 60 0

Para fines cuantitativos se realizaron mediciones para observar la respuesta de la
17 MT en el sistema cromatografico midiendo la relacién cuantitativa entre el area
bajo el pico y la concentracion de la 17 MT. Con base en esto se realizo la
siguiente calibracion del método.

Se prepardé una solucion madre a una concentracion de 10 mg/ml empleando

etanol como disolvente. A partir de la solucion madre se prepararon las diluciones
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1/10, 1/50, 1/100 y 1/1,000, la cuales fueron inyectadas al HPLC de acuerdo con la
tabla 6.

Tabla 6. Concentracion final de la 17 MT inyectada al HPLC en el tiempo de retencion, area bajo la

curva y altura del pico.

Concentracion de Dilucién  Concentraciéon de la 17 Alicuota Concentracién
la solucién stock - MTenladilucién  inyectadaal HPLC netade 17MT
inyectada
10 mg/ml 1 10 mg/ml 10 pl 100 pg
110 1 mg/ml 10 pl 10 ug
1/50 0.5 mg/ml 10 pl 5 g
1/100 0.1 mg/ml 10 1ug
1/1000 0.01 mg/ml 10 0.1 ug

Para determinar la 17 MT en las muestras de agua del SC-18, estas fueron
descongeladas y homogenizadas vigorosamente por agitacién. Se tomaron 10 ml
de cada muestra y se trataron individualmente de la siguiente manera: Pasaron al
vacio a través de un cartucho de extraccion en fase soélida (Alltech) empacado con
silica gel C18. Inmediatamente después de haber pasado el agua, el cartucho se
lavé con 3 ml de etanol destilado. El lavado con etanol se colecté enteramente en
un vial de borosilicato. El lavado alcohdlico se filtr6 a través de una membrana de
nylon de 0.45 pm para eliminar particulas suspendidas y fue concentrado a

presion reducida hasta sequedad.
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6. 9. Cuantificacibn de ARNm codificante para aromatasa en la cabrilla
arenera.

En juveniles de cabrilla arenera se procedi6 a evaluar los transcritos de la enzima
aromatasa. Para esto se sacrificaron semanalmente 3 ejemplares tomados al azar
por tratamiento.. A los juveniles sacrificados se les corté un segmento
comprendido entre el ano y la aleta pectoral, el cual fue depositado en tubos
Eppendorf. Se fijaron en formaldehido para FISH (Hibridacion fluorescente in situ)
y se incluyeron en RNAlater® (Ambion, Inc.) para gPCR (PCR en tiempo real) y se

almacenaron a -20 °C hasta su posterior analisis (Figura 14).

Figura 14. Segmento cortado de cabrilla arenera para el analisis de la actividad de aromatasa.

La cuantificacidon de los transcritos de la aromatasa se realizd en varias etapas, la
primera consistio en la extraccion del ARN total mediante el método descrito para
el reactivo de TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, USA). Para lograr esto, se llevaron a
cabo 5 pasos; homogenizacién, fase de separacion, precipitacion del ARN, lavado

del ARN y resuspension final.

Homogenizacién

En el laboratorio de Fisiologia Comparada del CIBNOR, se homogenizaron las
muestras de cabrilla arenera colocandose una a la vez, en un tubo Eppendorf (1.5
ml) con 1 ml de TRIZOL y 50 a 100 mg de tejido (por muestra), Se utilizéel
homogenizador de tejidos marca Pro 200 a 2000-3000 rpm en un tiempo de 30
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segundos; el volumen de la muestra no excedié el 10% del volumen de TRIZOL
usado durante la homogenizacién. La extraccion de ARN total se realiz6 mediante
el reactivo TRIZOL, siguiendo las instrucciones del fabricante que a continuacion

se describen.

Fase de separacion

Se incuba el homogenizado 5 min a temperatura ambiente, se agrega cloroformo
(0.2 ml/ml de TRIZOL), se agita manualmente durante 15 segundos y se Incuba 2-
3 min a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifuga a 12,000 g por 15 min.
De las tres fases obtenidas, se recupera la superior (acuosa; figura 25), que
debera representar el 60% del volumen de TRIZOL utilizado para la
homogenizacion. Se cuida de no contaminar con la fase intermedia (proteica y

debris celular).

Precipitacion del ARN

Se transfiere la fase acuosa a un tubo limpio y se precipita el ARN con alcohol
isopropilico (0.5 ml/ml de TRIZOL), se incuba 10 min. a temperatura ambiental y
se agita manualmente. Se centrifuga a 12,000 g, por 10 minutos a 4°C.

El ARN precipitado se pudo apreciar en el fondo de forma translucida. En caso de

que no se pudiera ver claramente, se deja precipitar una noche

Lavado del ARN
Se elimina el sobrenadante y se lava el sedimento con alcohol al 75% con agua
DEPC (dietil pirocarbonato; 1 ml/ml de TRIZOL). Se agita en Vortex a la mitad de

su intensidad maxima y se centrifuga a 7,500 g por 5 minutos a 4°C.

Resuspensiéon del ARN

Se elimina el sobrenadante y se deja secar el tubo boca abajo para que se
evapore el alcohol cuidando de no perder el precipitado. Se resuspende el RNA
con 40-50 ul de agua DEPC. De ser necesario, se calienta 5 minutos a 55°C para

disolver el precipitado. Se dividen los 40 ul en dos alicuotas de 20 pl y se congelan
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a -80°C. Con una de esas alicuotas se procede a la eliminaciéon del DNA gendmico
mediante el uso de DNAsa | y posteriormente se procede a la obtencion del
cDNA.n

La siguiente etapa consistié en realizar la retrotrascripcion del RNA a cDNA
mediante el kit de Improm I[I® (Promega). Una vez obtenido el cDNA, se
amplificaran los segmentos de los genes de interés, por medio de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) con los primers y condiciones descritas en la
figura 15. Esto se realizé en un Termociclador iCycler de Bio-Rad con sistema de
gradiente de temperatura, optimizandose en términos de temperatura de
alineamiento (65 °C) y concentracion de Mg?*. Los productos de amplificacion

fueron separados por electroforesis.

94 ° 04 °
0:30  1:00 \ 50 700 10
1 Ciclo 1:30 2:00 7:00

35 Ciclos 1 Ciclo

Figura 15. Condiciones de corrimiento por PCR

Los oligonucledtidos se disefiaron a apartir de las secuencias de Epinephelus
coioides (AY735015) y Oryzias latipes, medaka japones (D82968) registradas en
Genbank (Tabla 7).

Tabla 7. Oligonucleétidos disefados para amplificar por PCR.

Gen Oligonucleo6tido Secuencia (5- 3’
Aromatasa
Directo ACACAGACTCACCTGGACGACCT
Reverso AGCTCCTGGGCTGCTGTCTTGTG

La recuperacion y purificacion del cADN se obtuvo cortando las bandas de interés
con un bisturi estéril en un transiluminador y en base al protocolo del kit GENE
CLEAN SPIN KIT (BIO 101 INC, CA, USA).
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Finalmente, los segmentos amplificados por PCR se clonaron de acuerdo al
protocolo del kit TOPO TA CLONING (INVITROGENE, The Netherlands) utilizando
células competentes de E. coli y el plasmido pCR 2.1 como vector. Una vez
clonados, se obtuvieron los plasmidos de las células de E. coli por Miniprep
usando el procedimiento del kit RPM (BIO 101 INC, CA, USA) para enviarse a
secuenciar (Macrogen, Korea) para verificar los fragmentos y obtener sus
homologias con los bancos de secuencias.

La cuantificacion se realizd mediante PCR en tiempo real utilizando sondas
especificas para la aromatasa de la cabrilla arenera, por medio de sondas
TAQMAN® en un equipo ABI PRYSM 7000 SDS (Applied Biosystems). La
expresion relativa se efectudé en base a la expresion basal del gen codificante para
la fracciéon 18 S ribosomal (ARN 18s) por medio de curvas estandar de los

fragmentos 18s y aromatasa ligados al plasmido pCR 2.1.

6.10. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las biometrias mensuales realizadas, en cuanto a peso y
longitud y del peso de la gonada y del higado, se sometieron a pruebas de
normalidad y homocedasticidad (Cochran y Bartlett). Los postulados se cumplieron
en todos los casos y se procedio a realizar un analisis de varianza de una via, con

ayuda del paquete estadistico STATISTICA, versién 7.0 de StatSoft.
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7. RESULTADOS

7. 1. Identificacion del periodo labil en la cabrilla arenera

Como resultado del analisis histoldégico en larvas derivadas de experimentos
previos (preservados en formol al 4%, Figura 16), se pudo estimar una talla en la
cual hacen su aparicidon células germinativas. Este dato tiene su importancia en
poder estimar el inicio de los tratamientos hormonales el cual se recomienda

empezar antes de que se diferencie sexualmente (Solar et al., 1984).

Longitud de larvas de cabrilla arenera (muestras fijadas)
22 ‘ :

20

18

[

7

/
16 / l\l
NAEES

14 /

12

10

Longitud Notocordal (mm)

Dia 1 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30

Dias después de la eclosion (DDE)

Figura 16. Distribucion de tallas de los ejemplares de cabrilla arenera, analizados para determinar

la longitud en que aparecen las células germinales

Con base en lo anterior, se encontr6 que a la talla de 18 mm (25 DDE) ya era
posible encontrar células germinativas, pero aun no era posible hacer ninguna
diferenciacion sexual (Figura 17), de manera que es posible influir su

diferenciacion sexual la cual se encuentra en desarrollo.
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Deteccién de células germinativas (ejemplares de laboratorio)

~10x

Figura 17. Células germinales (cg) a partir de ejemplares de 18 mm cultivados en laboratorio. Los
cortes histoldgicos se tifieron con la técnica Tricomica de Mallory.

Con los resultados anteriores se obtuvo el limite inferior en el cual es posible
iniciar los tratamientos hormonales. El limite superior se obtuvo de las muestras de
juveniles de cabrilla arenera, capturadas en campo mediante arrastres usando un
chinchorro charalero. De los organismos recolectados (n=15), el intervalo de tallas
fue entre los 43 y 74 mm de longitud patrén. De esto se encontré que juveniles de
43 mm presentan oocitos perinucleolares, lo cual es evidencia que a partir de esta
talla la diferenciacién sexual en la cabrilla arenera ya ha sido iniciada. Por otra
parte esto nos permitio diferenciar sexualmente a los ejemplares recolectados. En
todos los casos se encontré hembras inmaduras, incluso al llegar a la talla maxima
recolectada de 74 mm, aun en este caso se tuvo el diagnostico de hembra

inmadura (Figura 18).
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Deteccidon de hembras inmaduras (ejemplares de campo)

()
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= — _.;"‘i.}
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Figura 18. Ejemplar de cabrilla arenera recolectado en campo. Se observan oocitos perinucleolares

(op). Los cortes fueron tefiidos usando la técnica de tincion Tricrémica de Mallory.

Con los resultados encontrados en esta exploracion, es posible hacer el siguiente
diagnostico: el periodo labil o critico en el cual se debe de administrar la hormona
es a partir de los 18 mm (=30 DDE) y antes de los 40 mm (=60 DDE) de longitud
patrén (L.P.).

Estos resultados, ademas de permitir ubicar el periodo labil, nos permite
corroborar la condicién protoginica de la cabrilla arenera, reportada en peces

capturados en el medio natural.
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7.2. Capturay acondicionamiento de los reproductores

A los reproductores se les determino el sexo y fueron colocados en una proporcion
de 3:2 (hembras:machos), con un peso y talla promedios totales de 172.96 g y
18.60 cm de longitud patron (L. P.), para los machos y 173.53 g y 18.98 cm (L.P)

para las hembras (Tabla 9).

Tabla 8 Biometria inicial de los reproductores, el desove provino del tanque 6 (recuadros

coloreados).

Long. patrén

(cm) 1 2 5 6

& (n=4) 19.8+1.8 17626 185124 18.0+2.7 18.75+ 2.7 19.0+1.8

Q (n=6) 18.8+24 19.3+15 19.2+2.0 19.6+1.3 17.9+0.6 189+1.7
Peso total (g)

34 (n=4) 2128+61.2 1505+739 17182757 156.0+74.9 166.5+64.3 @ 180.3+50.7

Q (n=6) 179.7+£70.1 190.3+40.3 177.3+49.0 189.3+35.0 14251179  162.0+41.0

Durante el periodo de acondicionamiento de los reproductores se obtuvieron
diversos desoves. Sin embargo, se tenia que sincronizar en tener un desove de un
volumen suficiente (mayor a 60 ml) y que la produccién de alimento vivo tuviera
las densidades adecuadas, ademas de que el sistema de larvicultivo (SC-18) en
su conjunto presentara la madurez suficiente para soportar la densidad de larvas
que se requeria sembrar. Finalmente, el 23 de marzo (50 dias después de la
captura), se obtuvo un desove de 80 ml (149, 360 huevos, aproximadamente), el
cual fue utilizado para iniciar el experimento.

En un ensayo sobre la calidad del desove, este fue evaluado, los datos se
muestran en la tabla 9, estas pruebas fueron realizadas para corroborar que la
calidad del desove utilizado fuera la adecuada. Ademas, también se evalud la
supervivencia larval, con la idea de garantizar el éxito del cultivo durante este

periodo.
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Tabla 9. Resultados de la calidad del desove utilizado.

Tasa de eclosién Supervivencia a la eclosion
98.81 % 96.43 %

_ Promedio de supervivencia al estrés osmético

Los reproductores mostraron en general buenas condiciones de salud, no se
detectaron enfermos, ni muertes durante el periodo en que se obtuvo el desove
para iniciar la experimentacion. En la figura 19 se puede apreciar el incremento en
los volumenes obtenidos, lo cual indica el buen estado de los reproductores, de
forma particular se observan los desoves de los peces del tanque 6, del cual se

obtuvo el desove utilizado en el presente experimento.

@ Desowves del Tanque 6 (SCID) m Desove Total

Figura 19. Comportamiento reproductivo de la cabrilla en las instalaciones del CICIMAR indicado

como volumen de desoves.
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7.3. Cria larvaria de la cabrilla arenera

La cria larvaria se desarroll6 de acuerdo a lo establecido por Alvarez-Gonzalez
(1999). La mayoria de las variables ambientales se mantuvieron relativamente
estables. El valor promedio de temperatura registrado fue de 24 (+ 0.46 °C), el
promedio de salinidad fue de 37 (x 0.28 ppm), los valores de NH3 se mantuvieron
menores de 0.3 ppm. El oxigeno disuelto presentd una ligera variacion, en
promedio de 7.45 mg/l durante la primera semana, con una tendencia a disminuir
a 6.55 mg/l en las siguientes 3 semanas, estabilizandose en un valor promedio de
4.60 mg/l a partir del dia 30 de experimentacion.

El larvicultivo dio inicio con la siembra de 3.2 ml del desove en cada tanque, en
pruebas realizadas para evaluar la calidad del desove se estimd un porcentaje de
eclosion del 90 %. A partir del dia 1 DE y hasta el dia 30 DE, la supervivencia
obtenida fue del 8 % (Tabla 10).

Tabla 10. Datos de eclosién y supervivencia de larvas de cabrilla arenera.

NUumero de huevos No. de eleuteroembriones a Supervivencia al inicio del
sembrado/tanque la eclosion periodo larval
5,974 5,376 90 %
Numero de larvas al dia Porcentaje de supervivencia
30 DE/tanque durante el cultivo larval
430 8 %

Durante el desarrollo del cultivo larval no se presentaron eventos relevantes en
cuanto a la presencia de algun tipo de bacteria, hongos o virus. Al menos no de la
manera que pudiera ser importante su presencia para afectar la supervivencia de
las larvas de la cabrilla arenera. En dos ocasiones hubo brotes de la presencia de
pseudomonas en el fondo del tanque, lo cual se resolvid solo con la rutina de
limpieza al sifonear. Estos brotes se presentaron los dias 5y 14 DE, después de la
limpieza, al siguiente dia ya habian desaparecido casi en su totalidad.

Considerando la completa formacion de elementos pares (aletas pectoral y anal),

patrones de escamacion completos, y formacion del resto de las aletas, se
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considero que al dia 30 DE, ya se habia terminado el periodo larval e iniciado el

periodo juvenil (Figura 20).

Figura 20. Juvenil de cabrilla arenera al momento de finalizar los 30 DDE.

Durante los cambios de alimentacién, tampoco se observdé mortalidad como

consecuencia del estrés que pudiera haber sido causada por el cambio de

alimento. El promedio de tallas y pesos que dieron fin al periodo larvario se

muestran en la tabla 12.

Tabla 11. Relaciéon de pesos (g) y longitud notocordal (mm) de la cabrilla arenera al finalizar 30

DDE (n= 15).

Kagjawm\lmmhwl\)—\g

15
Promedio

. Peso (9)

0.54
0.35
0.38
0.56
0.36
0.28
0.38
0.36
0.28
0.28
0.36
0.26
0.26
0.15
0.23
0.3

L.N. (mm)

13.0
12.0
13.0
13.0
12.0
11.0
10.5
10.5
10.0
10.0
11.0
10.0
10.0
5.0
10.0
10.73

Después de haberse realizado el larvicultivo con buenos resultados, se procedio a

iniciar la parte correspondiente a los tratamientos con la 17 MT.
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7.4. Diferenciacién de células germinales en juveniles de cabrilla arenera

En los organismos obtenidos por desove para implementar el presente
experimento se analizaron ejemplares de 30 DDE, para diagnosticar el estado de
desarrollo gonadal previo al inicio de los tratamientos hormonales. De estos
organismos se determin6é que en esa edad aun no se manifestaba un desarrollo
gonadal avanzado, por el contrario, las células germinales no presentaron una
diferenciaciéon importante con respecto al resto de las células somaticas (Figura
21). Las gonias o células primordiales gonadales (CPG) se pudieron identificar de
acuerdo a la posicion en la cual se encontraban, esto es, adyacentes al rifiidn, del
cual proviene un conducto que los une (Smith, 1965). Ademas, se mantienen de
forma pareada, lo cual permite diagnosticar la presencia de este tipo de

estructuras.

Figura 21. Gonias de 2 ejemplares de juveniles de cabrilla de 30 DDE. Las células germinativas, se

ubican por la posicion y por ser estructuras pareadas.

La presencia de las CGP's en el dia 30 DE, nos permitié corroborar que en este
tiempo aun no se diferencian las génadas, pero por otra parte si nos indica que el
desarrollo ha iniciado. La dificultad para diferenciar las células germinales, nos
lleva a confirmar que los tratamientos hormonales iniciaron en un momento

adecuado, cumpliendo con la premisa de iniciar antes de la diferenciacién sexual.
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Al dia 30 DE, el promedio en peso y talla de los ejemplares a los cuales se les hizo
histologia fue de 0.03 g y 10.73 mm, respectivamente.

Durante las semanas siguientes se hicieron analisis histologicos, las muestras
correspondieron a semanas progresivas El seguimiento del desarrollo gonadal no
fue adecuado, de la evidencia de células germinativas, se paso a la gonada

masculina diferenciada (esto en un mes de iniciados los tratamientos hormonales).

Figura 22. Cortes histolégicos de gonadas obtenidas a los 60 DDE. Los cortes corresponden a los
tratamientos control (1), 15 mg/Kg (II), 30 mg/Kg (lll) y 60 mg/Kg (IV). En todos los casos se
observa un desarrollo avanzado de tejido testicular, pudiéndose apreciar espermatogonias (A),

espermatocitos (B), espermatides (C) y espermatozoides (D).

Dentro de la evidencia encontrada, a los 60 DDE (primer mes de iniciados los
tratamientos con hormona) se observaron génadas diferenciadas (Figura 22 y
Tabla 12), principalmente en los controles, en las cuales todas las muestras con
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gonada podian diferenciarse sin problema, en vista de que todas las muestra de
gonada analizadas, tenian cierto grado de madurez.

En los meses subsecuentes, el desarrollo de la génada fue similar, presentandose
en todos los casos, gonadas con mayor grado de desarrollo en los lotes de control,

que en los tratamientos.

Tabla12. Relacion de peso y talla de los peces mostrados en el analisis histolégico de la figura 28.

Tratamiento Peso (9) LP (cm)
Control 5.04 6.1
15 MT 3.16 5.1
30 MT 2.74 5.1
60 MT 4.65 6.1
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7. 5. Enriquecimiento del alimento inerte con la 17 MT

El enriquecimiento del alimento inerte con 17 MT no presentdé mayores dificultades
y considerando los efectos producidos en el desarrollo de las gonadas y en la
diferenciaciéon sexual a machos, el enriquecimiento se considera que fue

adecuado.

7. 6. Juveniles de cabrilla arenera sometidos a tratamientos con 17 MT

Se evaluo el tiempo y dosis de administracién de la hormona en términos de
eficiencia en la masculinizacion. Al concluir el primer mes de tratamientos
hormonales (60 DDE), se determiné el porcentaje de masculinizacién en cada uno
de los tratamientos, incluido el control.

Los resultados fueron los siguientes:

En la tabla se muestra una relacion del analisis histolégico y se puede apreciar
una notoria ausencia de génadas femeninas. Considerando lo anterior, se puede
decir que, al primer mes el porcentaje de masculinizacién es del 100 % en las

gonadas diferenciadas (Tabla 13).

Tabla 13. Estado de las gonadas al finalizar el primer mes de tratamientos con 17 MT. En el
recuadro “sin diagndstico”, no se pudo determinar la presencia de células germinales.
Analisis histlégico de las génadas (primer mes de tratamiento, 60 DDE)

Indiferenciadas

Inmaduras

Tratamiento Maduras

Sin gbnada

Control 8 0 0 7 15
15 MT 7 1 0 7 15
30 MT 2 2 2 9 15
60 MT 5 0 1 9 15

Para el segundo mes de aplicados los tratamientos (90 DDE), los resultados
fueron similares con respecto a las génadas diferenciadas, el total de estas

nuevamente fue del 100 % (Tabla 14).
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Tabla 14. Evaluacion de las gonadas al finalizar el segundo mes de tratamientos con 17 MT.
Analisis histlogico de las génadas (segundo mes de tratamiento, 90 DDE)

Tratamiento  EVYEleT Inmaduras Indiferenciadas Sin génada

Control 9 0 0 6 15
15 mg MT 3 0 1 11 15
30 mg MT 1 2 0 12 15
60 mg MT 6 4 0 5 15

Para la evaluacion del tercer mes de tratamientos hormonales, al finalizar los
tratamientos, se separaron lotes de 50 ejemplares tomados al azar (1 lote por
cada tratamiento) y se mantuvieron por 6 meses mas con el fin de lograr una
mayor talla y garantizar un mayor desarrollo de la génada y poder hacer un
diagnostico mas certero en cuanto al porcentaje de masculinizacion. En este caso
se sacrificaron 30 ejemplares por cada tratamiento y se hizo el analisis pertinente.

En el total de las muestras analizadas por histologia, no se encontré en ningun
caso evidencia de gonadas de hembras, incluidos los peces provenientes de los

lotes control (Tabla 15).

Tabla15. Evaluacion de las gonadas al finalizar 297 DDE.

Andlisis histoldgico de las gonadas (297 DDE)

WEEERIE Maduras  Inmaduras  Indiferenciadas Sin génada Total
Control 30 0 0 0 30
15 mg MT 15 0 0 15 30
30 mg MT 16 2 0 12 30
60 mg MT 16 1 0 13 30

En la tabla 16, se puede apreciar también el porcentaje de esterilidad. Este
resultado fue notorio en los tratamientos con las distintas dosis, obteniéndose
cerca del 50 % de individuos sin génada y un 100 % de estériles, en contrastante
con el control en donde no hubo ningun caso de esterilidad.

En la figura 23, se aprecian algunos de los casos en los que el desarrollo fue
normal y también en los que no hubo desarrollo de gonada y vejiga natatoria (VN).
La presencia o ausencia, inflacion o no inflacion de la VN fue indistintamente para

todos los peces, independientemente del tratamiento e incluso de los controles.
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Figura 23. Se aprecia una fotografia con una génada y vejiga natatoria (VN) bien desarrollados

(pez control) (A) y una fotografia donde no hubo desarrollo ni de génada ni VN (pez con 17 MT)

(B).

La figura 24 muestra diversos casos de desarrollos anormales de génada y de
casos en los que no hubo desarrollo de VN, todos los casos mostrados en esta

figura corresponden a peces sometidos a tratamientos con 17 MT.
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Figura 24. Casos con poco desarrollo o desarrollo anormal de la génada: en la fotografia A; se
aprecia la génada en poco desarrollada y sin conducto aparente al exterior (fampoco hay Vejiga
Natatoria, VN), en la fotografia B; si se desarrollo la VN pero la gonada tiene una forma cubica y
tampoco se observan conductos al exterior; C, la génada muestra una forma peculiar con
segmentos esféricos pequefios (como pequefo “rosario”); finalmente en D, no hay presencia de

gonada aunque si de la VN, todos los casos son de peces tratados con 17 MT.
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7. 7. Evaluacién del crecimiento de cabrilla arenera post-tratamientos

Durante el tiempo que duré el experimento con los tratamientos con 17 MT (del dia
30 al 120 DE), al finalizar cada mes (60, 90 y 120 DDE) se tomaron muestras y se
realizaron biometrias. Se encontré diferencia significativa (p< 0.05; Figura 25) en

cuanto al peso.

Ganancia en peso (g) durante 9 meses (a partir de 30 DDE),
juveniles de cabrilla arenera

35
30 (p< 0.05)
25
20
c
9 15
O]
a
10
5
0
—O— Control
L | | | | | | | _ | -o-15MT
Mayo Junio Julio Agos Sept Oct Nov Dic Ene U7 30MT
— 60 MT

Meses

Figura 25. Lineas de crecimiento indicando valores promedio de la ganancia mensual en peso
(x IC). Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre tratamientos estan sefaladas
con flechas.

Esta diferencia, para los meses con tratamientos con 17 MT (mayo-julio), se reflejé
s6lo para el mes de julio entre el control y el tratamiento con 60 MT, aunque en
todos los casos, el crecimiento fue mejor para los peces control. Para los meses
restantes (agosto-enero), los cuales correspondieron a cria postratamiento, para el
mes de diciembre también hubo diferencia significativa (p< 0.05). En este caso, la

diferencia fue de los peces control con el tratamiento de 15 MT y entre el
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tratamiento de 60 MT con el de 15 MT, en ambos casos el tratamiento 15 MT

presento valores mas bajos. Esto mismo se observa en la figura 26.

Ganancia en peso (g), juveniles de cabrilla arenera
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Figura 26. Diagramas de caja de los valores de peso observado (mensualmente), correspondiente
a los analisis de variancia. Las flechas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

entre tratamientos.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas para el crecimiento
en talla (cm). Al igual que para el peso (g), se observa una tendencia de mayor
crecimiento para los peces del grupo control. Lo anterior ocurrié durante todos los
meses en que se desarrollé el experimento, tanto en el tiempo en que se llevd a
cabo la experimentacidn sometidos a los tratamientos hormonales, como cuando

se llevo el seguimiento postratamiento. Es conveniente sefalar que durante los
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meses de mayo a julio, las muestras utilizadas para las biometrias fueron tomadas
sin reemplazo (se sacrificaron) y al azar.

Para septiembre, de la misma forma se observa una disminucién de tallas en los
peces control, esto también pudo ser porque el muestreo fue hecho al azar y no

siempre se les realizé biometria a los mismos peces (Figura 27).

Crecimiento (cm) durante 9 meses (a partir de 30 DDE), en
juveniles de cabrilla arenera

12

1"

10

Longitud (cm)

—O— Control
H H H . . . . H i -0-15MT
Mayo Junio  Julo  Agos  Sept Oct Nov Dic Ene O~ 30MT
— 60 MT

Meses

Figura 27. Valores promedio (+ IC) del crecimiento en longitud (cm) observado a lo largo del

experimento.

El valor maximo alcanzado tanto en peso como en talla, correspondié a un pez
derivado del tratamiento con 60 MT y fue: 72.26 g y 13.7 cm, le siguieron en orden
de mayor a menor; 69.77 g y 13.7 cm (pez control), 55.33 gy 12.4 cm (pez 30
MT), finalmente, en el tratamiento de 15 MT se presenté un maximo valor de 44.95
g y 12 cm. Estos valores son reportados para el mes 10 (300 DDE), cuando se
sacrificaron todos los individuos. De igual modo, para los 300 DDE, los valores
menores registrados fueron los siguientes, colocados de menor a mayor; 7.76 g y
6.9 cm (15 MT), 8.99 gy 7.6 cm (control), 10.18 gy 8 cm (60 MT), 14.65 gy 8.7
cm (30 MT).
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En la figura 28, se puede apreciar la similitud entre los datos durante todas las
biometrias mensuales realizadas, se observan lecturas mayores de datos en los

peces control, sin embargo la linea que representa la media no muestra diferencia.
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Figura 28. Dispersién de datos de la longitud patrén por tratamiento de ejemplares de la cabrilla

arenera durante el experimento.

Aunque en casos particulares, como los mostrados en las figuras 20 y 21, en
donde se observan diferencias significativas para ciertos meses (aunque estas
diferencias ya no se observan en los meses consecutivos), de manera general
estas diferencias no se presentaron al analizar la totalidad de los datos en la
relacion peso-longitud. En la figura 29 se muestra la correlacién de este analisis y
se nota una correlacion muy alta (94 %). Esto mismo se ve en la figura 30, donde
en la relacién peso-longitud se observa un crecimiento exponencial muy similar
entre todos los tratamientos. Esto nos indica que el crecimiento no se vio afectado

por algun tratamiento.
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Figura 29. indice de correlacién de individuos de la cabrilla arenera (todas las biometrias

mensuales y tratamientos).
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Figura 30. Relacién peso-longitud por tratamientos del dia 30 al 297 DE, de la cabrilla arenera.

En cuanto al factor de condiciéon, no mostré diferencia significativa. Los valores

fueron similares entre los tratamientos, e incluso a lo largo del tiempo (Tabla 16).
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Tabla16. Relacion del Factor de Condicién, se presentan los valores promedios.

Factor de condicién (promedios)

Agosto
Septiembre
Octubre
Noviembre
Diciembre

Enero

Control

2.30
2.39
2.62
2.55
2.64
243

15 mg
2.38
2.55
2.58
2.38
2.52
2.50

30 mg

2.36
2.60
2.45
2.40
2.68
2.54

60 mg

2.38
2.58
3.09
2.51
2.65
2.40

Los valores del indice gonadosomatico de cabrilla arenera al dia 300 DE,

mostraron una marcada diferencia entre los peces provenientes del grupo control y

los ejemplares provenientes de los tratamientos hormonales (p<0.05; Figura 31).

Iwlic e Gomnadosoma tico (calwilla arenera, 300 DDE)

1.6

1.4 t--ad
1.2
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Tratamientos
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Figura 31. Valores promedio del Indice Gonadosomatico (+ IC). Letras desiguales indican

diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) entre tratamientos.

El grupo control presentd los valores mas altos y es de notarse que en ningun

caso los valores de los peces control se traslaparon con los valores de los peces

de los tratamientos, quedando estos ultimos siempre por debajo. Por otra parte, no

se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos con
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esteroide,, mostrandose incluso como replicas entre ellos mismos ya que los
resultados fueron similares.

El analisis de los datos del indice Hepatosomatico, indicé que existen diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) entre el control y los tratamientos con 17
MT. En este caso los valores mas bajos fueron encontrados en los peces control
(Figura 32). Esto muestra coherencia con el IGS, ya que inversamente se
esperaba encontrar los valores menores del IGS.

Andeva del Indice Hepatosomatic o, calwilla arenera 300 DDE

b
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Tratamientos (17 hAT)

Figura 32. Valores promedio del indice hepatosomatico (xIC). Letras desiguales indican diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) entre tratamientos.
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7. 8. Determinacion cuantitativa de la 17 MT en el sistema de larvicultivo.

Al evaluar la efectividad del sistema de Luz Ultravioleta para eliminar la 17 MT del
sistema de larvicultivo, de las muestras obtenidas, se seleccion6 el agua de
tanques control (T2 y T4, presumiblemente libre de 17 MT) y agua de la cisterna,
donde se mezclan el agua de todos los tanques, incluyendo restos de alimento (se
cree que esta seria el agua con mayor residuo de 17 MT).

Al realizar los analisis en el HPLC, no se encontraron indicios de 17 MT en
ninguno de los casos analizados, en la figura 33 se muestra lo observado para el
agua de la cisterna (agua con mas residuos). El limite de deteccién minima del
método es 0.1 pg (eq. 100 ng) (Figura 34).

En todos los casos ensayados, la 17 MT mostré un tiempo de retencién promedio
de 17.38 minutos. Esta, como ya se menciond, no se pudo apreciar en forma clara
en las muestras analizadas de los residuos y considerando el limite de deteccion
sefalado anteriormente, alguna posible actividad queda por debajo de este limite,
por lo cual se determina que no hay indicios de la presencia de esta hormona en el

agua del sistema de larvicultivo (SC-18)
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Figura 33. Grafica de la deteccion de 17 MT en el agua de la cisterna, el circulo sefiala la posicion

(17 min.) donde deberia detectarse la presencia de la 17 MT.
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Figura 34. Se muestran los cromatogramas de la 17 MT a 1 ug (A) y 0.1 ug (B). Se observa que el
pico alrededor de los 17 minutos (ovalo rojo) decrece cuantitativamente con la concentracion de la

17 MT. El resto de picos son atribuibles a impurezas del disolvente (etanol).
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7.9. Cuantificacibn de ARNm codificante para aromatasa en la cabrilla
arenera.

Realizada la extraccion del ARN, retrotranscripcién y amplificacion del DNA de los
juveniles de cabrilla examinados, se procedid6 a la lectura de las bandas de
expresion en los geles de agarosa.

A partir del dia 81 DDE (muestreo 7) solo se extrajo una réplica por tratamiento,
debido a que el peso de las muestras superaba los 100 mg de tejido,

obteniéndose en varios casos hasta 5 submuestras.

Tabla 20. Rotulacién y control de las muestras de cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) a
las que se le realiz6 la extraccion de ARN vy la retrotranscripcion segun el dia de muestreo.

MUESTREO FECHA EDAD NUMERO DE TANQUE

DiA MeEs g3 1 2 4 5 6 7 8 11 12 13 16 17
1 01 Mayo 39 1 2 4 5 6 7 8 11 12 13 16 17
2 08 Mayo 46 1 2 4 5 6A 6B 8 11 12 14 16 17
3 15 Mayo 53 1 2 4 5 6 7 8 11 12 13 16 17
4 22 Mayo 60 1 2 4 5 6 7 8 11 12 13 15 16
5 29 Mayo 67 1 2 4 65 6 7 8 11 12 13 15 16
6 06 Junio 74 12 4 65 6 7 8 11 12 13 16 17
7 12 Junio 81 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
8 19 Junio 88 1 2 4 65 6 7 8 11 12 13 16 17
9 26 Junio 95 1.2 3 4 5 6 10 11 12
10 03 Julo 102 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12
11 10 Julio 109 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12

En la fotodocumentacion de los geles, se observo la presencia de la banda
correspondiente a la aromatasa en las muestras analizadas,. ElI fragmento
amplificado de la aromatasa posee 239 pares de bases como se muestra en el gel
de la Figura 35, y que posteriormente fue confirmada por su secuenciacién. A lo
largo de las semanas de muestreo (del dia 46 al 109 DDE), es posible detectar la

expresion por medio de esta técnica.
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239 pb

46 53 60 67 74 81 88 95 102 109

Dias DE en que fueron tomadas las muestras

Figura 35. Se aprecia la expresién de la aromatasa (tanque 1) reflejada en 239 pares de bases (se
aprecia entre las lineas paralelas de color verde).

Secuenciacion del fragmento obtenido por PCR para aromatasa.
El fragmento amplificado por PCR (239 pb) dio como resultado la siguiente

secuencia:

AGCTCCTGGGCTGCTGTCTTGTGCCTCTGGTGAATCCAGTCAAACTTGAAGTA
AATGTCTGGTTTGATGAGCACAGTCTGCCACGTGTCAAAATACTTCTGAATCTT
CAGCAGCAGCTCTTTTTCATCGACAGGTACATCCAGGAAAAGTCTGTTTGAGA
TGTCGACCACGGTGCAGCGCAGCAAACTGAGAACATCCACATGACCCAAACT
GCCCAGGTCGTCCAGGTGAGTCTGTGT

La secuencia consta de 239 pares de bases y tiene un alto nivel de homologia con
las bases de datos registradas en Genbank: 94% con Perca flavescens, 93% com
Dicentrarchus labrax y 92% con Lates calcarifer. EI numero de registro en
Genbank es FJ232065.

Las Figuras 36 y 37 muestran las curvas construidas para la cuantificacion de la

aromatasa en relacion al gen 18S.
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Figura 36. Curva estandar 18S, para calibrar la expresion del gen que codifica la aromatasa.
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Figura 37. Curva estandar de la aromatasa.

Los niveles de expresion de la aromatasa tuvieron su mayor expresion en el dia 39
DE, en los peces del tratamiento 30 MT (Figura 368 C). En las semanas
posteriores, se observo una disminucion en este mismo tratamiento. A excepcion
del primer valor encontrado en el dia 39 DE, el resto de los valores en todos los
tratamientos representan valores muy similares. Esto tiene relacion con los valores
encontrados en los andlisis histologicos, en los que se observa unicamente la

presencia de génadas masculinas.
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Figura 38. Se muestran en A, B, C y D, la expresion de la aromatasa en los diferentes tratamientos

incluido el grupo control.
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8. Discusién

8.1. Prediccidn del periodo labil en la cabrilla arenera

Con las muestras analizadas previamente al desarrollo del experimento con la 17
MT, permitieron predecir el momento en el cual deberian de iniciarse los

tratamientos.

De las muestras correspondientes al dia 30 DE, a las cuales se les practico
andlisis histologico, efectivamente, se tuvo la certeza de que el inicio del
experimento correspondid a un tiempo en el cual aun no se iniciaba la
diferenciacion sexual. Incluso en las muestras analizadas fueron dificiles de
detectar las células germinativas o gonias, su ubicacion estuvo en relacién a la
posicion que mantuvieron, con respecto a la cercania de ciertos érganos, por
ejemplo el rifion, al cual estaba anatomicamente proximo al tejido germinativo
(Smith, 1965).

Este momento fue sumamente importante, debido a que de este modo la causa
absoluta en cuanto a la diferenciacion sexual se le puede atribuir a la accion de la
17 MT. Ademas los andlisis mediante el uso del HPLC hechos para detectar la
presencia del la 17 MT. Dieron la garantia de que la hormona estaba presente en
el alimento. Estos datos, inicialmente nos arrojaron el hecho de que se pudo
separar la hormona pura para ubicarla como referencia y tener un patrén de
comparacion al realizar los siguientes andlisis del alimento en las diferentes

concentraciones con la 17 MT.

8.2. Captura y acondicionamiento de reproductores

Para plantear experimentos con larvas y juveniles de peces, es importante
conocer la historia de vida de la especie o mejor posible. Es importante establecer
criterios que desde el inicio permitan obtener y seleccionar un buen lote de

reproductores y consecuentemente lograr semilla de calidad.
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Uno de estos criterios para escoger un buen lote de reproductores esta en
relacion con la edad de los individuos. Es sabido que reproductores
extremadamente jévenes 0 en senectud no son convenientes. Considerando la
precocidad de la cabrilla arenera, en la cual se han reportado hembras maduras
en el medio natural a los 92 mm (Hastings, 1989) y debido a la talla maxima
reportada de 559 mm (Miller y Lea, 1972); los reproductores utilizados en el
presente experimento se encuentran dentro de un intervalo de edad y tamano
adecuado, no son tan jovenes y tampoco han llegado a una edad en la cual se

pueda manifestar un desgaste reproductivo.

Por otra parte, refiriéndonos al historial de los reproductores mientras
permanecieron en cautiverio, se registré un incremento en los desoves obtenidos,
lo que también nos indica que los adultos reproductores se encontraban en
recuperaciéon, después de haber pasado el periodo de estrés inherente a la
captura y al mantenimiento en cautiverio. EI desempefio en cuanto a los desoves
confirmd, de hecho, el buen estado y aclimatacion adecuada de los peces, lo cual

estuvo reflejado en el incremento en el volumen de las puestas.

El desove utilizado en el experimento también fue evaluado para tener un punto de
vista mas objetivo en cuanto a la calidad del mismo. La evaluacion de parametros
analizados con relacion al porcentaje de eclosion y al estrés osmotico (Martinez-
Brown, 2007), arrojé datos confiables para utilizar el desove de calidad, y proceder

en el experimento con la certeza de tener un buen material.

8. 3. Cria larvaria de la cabrilla arenera

La cria larvaria se desarroll6 sin mayores inconvenientes; los resultados obtenidos
en el crecimiento fueron comparables a los obtenidos en experimentos anteriores
(Alvarez-Gonzalez, 1999; Gallegos-Sanchez, 2007). Una diferencia entre los
trabajos mencionados fue el tiempo de inicio de la coalimentacién, al dia 25 DE.
Segun los datos mencionados por Pefia-Martinez (2004) y Alvarez-Gonzélez
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(2003), tanto la madurez anatoémica del tracto digestivo como la presencia de
enzimas ocurren a los dias 18 y 21 DE. Por lo cual, haber iniciado la
coalimentacién al dia 25 DE fue conveniente, incluso, se anticipé 5 dias previos, y
puesto que, el objetivo del trabajo no era ese, se mantuvo una posicién un tanto
conservadora. La Unica intencion de adelantar la coalimentacion al dia 25 DE, fue
para que al inicio de los tratamientos con alimento inerte, se administrara la racion

total de alimento inerte enriquecida con el esteroide 17 MT.

Como una evidencia para trabajos futuros, el dia 30 DE, durante la resiembra y
distribucion para iniciar con los tratamientos, se pudo apreciar una tonalidad
oscura en la piel de una tercera parte de la poblacién de los peces estudiados.
Particularmente, este tipo de observaciones son importantes debido a que en
experimentos anteriores no existen registros de este tipo, aunque de ningin modo
significa que no se hayan presentado. La explicacién a esa tonalidad puede darse
por el estrés que sufren durante la transformacion a juveniles, debido a que la
tonalidad oscura desaparecido 2 o 3 dias después, cuando, cronolégicamente la

transicion a juvenil concluyo (Ortiz-Galindo, 1999).

En el periodo larvario, la supervivencia fue del 8 %, un porcentaje aceptable, sin
ser el alcanzado al 11% reportado por Alvarez-Gonzéalez (1999). Para los fines del
presente trabajo, esta condicion permiti6 tener un numero adecuado de
organismos para los experimentos planteados. Este porcentaje, ademas de las
pruebas de calidad practicadas al desove, corroboré que los peces utilizados se

encontraban en buen estado.

8. 4. Enriquecimiento del alimento inerte con 17 MT

Es necesario hacer notar que de acuerdo a los analisis de HPLC, la validacion de
las cantidades wusadas, correspondi®6 a cantidades menores de las
concentraciones propuestas. Aungque esto se diagnostic6 solo para las
concentraciones de 30 y 60 MT, no asi para la de 15 MT. En estos casos, la
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lectura de concentraciones menores fue atribuida a que se desprecia una cierta
cantidad bajo la curva, debido a que el area fue determinada sélo por apreciacion
visual directa. De esta manera, correspondié a un error humano, y no se debi6 a
un error en el procedimiento para enriquecer el alimento inerte con 17 MT.
Ademas, se debe sefialar que los resultados no se vieron influenciados por efecto
de las concentraciones, en consideracién a que, evidentemente todas las dosis
fueron excesivas y afectaron de manera similar tanto en el crecimiento como en el

desarrollo de la gbnada.

Para garantizar el efecto de la hormona, esta debe de permanecer en un periodo
no mayor a tres meses, segin Popma y Green (1999). En el caso del experimento
realizado, el alimento se prepard con una periodicidad de 10 dias, de este modo
se pudo tener la certeza de que el alimento estuvo enriquecido con la 17 MT. Con
todo esto, no queda la menor duda de que el efecto de la hormona fue de manera

efectiva para conseguir los objetivos propuestos.

8. 5. Determinacion del efecto de administracion dosis y tiempo de la 17 MT

en la masculinizacion de la cabrilla arenera

Al analizar la dosis y el tiempo en que actudé la 17 MT, segln los resultados
encontrados, desde el primer mes se observo el efecto de la hormona en la

diferenciacion sexual.

La cabrilla arenera es una especie hermafrodita protoginica (Hastings, 1989;
Ocampo-Cervantes, 2002) y, por esta condicion, debiera esperarse se
diferenciaran primeramente como hembras, a nivel individual y poblacional.. En
particular, este fendmeno debié haberse observado en los peces del grupo control;
sin embargo, esto no fue asi. La evidencia encontrada por los analisis histolégicos
indic6 que desde el primer mes de tratamiento, en todos los casos se detectd la
diferenciacion sexual hacia macho. La condiciéon protoginica de esta especie es
clara, evidenciada en trabajos de campo y laboratorio (Hastings, 1989; Oda et al.,
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1993; Ocampo-Cervantes, 2002; Sanchez-Gallegos, 2007), ademas del registro de
colectas de campo realizadas en los ultimos 18 afios (datos no publicados), en los
cuales no se ha observado la presencia de machos en longitudes menores a 130
mm; incluidos los ejemplares recolectados en el campo durante el presente
estudio. Para definir el periodo labil, en todos los casos solo hubo génadas

femeninas inmaduras (L.P. con un intervalo de 43 a 74 mm).

En la tabla 18, se compara informacién de trabajos de otros autores en campo y
laboratorio, en ellos queda de manifiesto la condicién protoginica de la cabrilla
arenera. Se compara del mismo modo, la LP, minima de un ejemplar del presente
trabajo, en el que tuvo el efecto contundente de la hormona en la diferenciacion

sexual.

Tabla 18. Comparacién de eventos de la diferenciacion sexual con respecto a la longitud (mm) en

P. maculatofasciatus.

Células Hembra inmadura Hembra  Presencia
germinale madura  de macho

s (intervalo, L.P.)

Hastings, 1989 43 92 102
(estudio de campo)

Sanchez-Gallegos, 10.4 45.9 97.2*
2007 (experimento ' ' '
en laboratorio)

Estudio de campo 18 43 74
(este trabajo)

Machos con actividad espermatica

Experimento en 10.7 27.4 >
laboratorio (este
trabajo)

Es también conveniente hacer notar la precocidad reproductiva de la especie
evidenciada en la presencia de un macho con actividad espermatica a una L.P. de
estas dimensiones. La evidencia de la condicion precoz se refiere la potencia de la

17 MT para producir la masculinizacion, ademas del efecto en la maduracion.
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Informacion adicional, derivada del reporte de la precocidad, en la presencia de
machos maduros en esta especie, con relacion a que las especies hermafroditas,
requieren concentraciones minimas (alrededor de 1 mg/kg) para ser inducidas a la

inversion sexual.

Al finalizar el primer mes de experimentacion (60 DDE), el analisis histologico de
las gbnadas en algunas muestras (perteneciente a ejemplares sometidos a
tratamientos con 17 MT), al final del primer intervalo de tiempo probado (30 dias),
resulté complicado debido a la escasez de estructuras que indicaran la presencia
de células germinativas o de estructuras que podrian derivar en génadas. Puesto
que el resultado se repitid durante los siguientes dos muestreos, correspondientes
a 60 y 90 dias del suministro de la 17 MT. El resultado histolégico en las muestras
al término de los tiempos establecidos, produjo interrogantes, debido a la ausencia
de estructuras indicadoras de la presencia de gbénadas. La explicaciéon en la
ausencia de este tipo de estructuras al finalizar el experimento fue evidente en las
muestras de los 297 DDE. En el analisis de las muestras del final en presente
trabajo, demostro que en el 40 y 50 % de los peces sometidos a los tratamientos

con el esteroide, no desarrollaron las gonada (n=30 /cada tratamiento).

Por ser un trabajo pionero en la cabrilla arenera no se sabia con exactitud, antes
de iniciar este estudio, o que pasaria con el uso del la 17 MT; se consideraron
varios supuestos sin ninguna seguridad de cual resultaria. Una de las
posibilidades fue el efecto del esteroide en la malformacion de la gonada, como
consecuencia del suministro excesivo del esteroide. En otras especies como
Dicentrarchus labrax, Chatain et al. (1999), reportaron deformidades en el
desarrollo de la génada masculina, por uso de la 17 MT (5 mg/kg en 90 dias de
uso), aunque en un porcentaje menor (10 %). Sathyanarayana y Satyanarayana
(1983) en la carpa Cyprinus carpio var. communis (Linnaeus), encontraron un
mayor porcentaje de esterilizacion (54 %), con concentraciones mayores del
esteroide (200 mg/kg en 131 dias de administracion).
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Otro supuesto esperado en los resultados de este estudio, se referia a la
feminizacion paradojica, observada por exceso de la administracion de la 17 MT.
Como en el caso de la trucha arcoiris (Salmo gairdneri Richardson), en donde
Solar et al. (1984) reportan el dato en dosis entre 50 y 100 mg/kg (en un tiempo de
120 dias de administracion). Esto no fue asi, se explica porque no se presento la
feminizacion paradojica, contraria al hecho de la masculinizacién en los grupos

control.

Cuando se disefio el presente experimento, un argumento para eliminar la 17 MT
fue el uso de un sistema de luz ultravioleta (LUV); puesto que efectivamente la
LUV elimina la 17 MT y la hace indetectable para el HPLC y para el RIA (Schreck
et al., 2005). Aunque, por actividad biolégica se ha detectado el producto de la
descomposicion de la 17 MT. Se producen metabolitos que pueden ser tan
potentes 0 mas que la 17 MT (Abucay y Mair, 1997). Esto fue observado en
sistemas de recirculacion; se demostré que el alimento consumido al pasar por el
higado, activa metabolitos que son excretados con la bilis. Es probable que la
masculinizacién de los peces control se debiera a una filtracion de metabolitos
capaces de masculinizar la cabrilla arenera. Por otra parte, la cantidad filtrada no
fue excesiva, puesto que el resultado fue machos funcionales con génadas bien
desarrolladas (comprobandose al presionar el vientre y obtener semen), a
diferencia de los peces tratados con la 17 MT, en los cuales las gonadas

estuvieron atrofiadas y ausentes.

Si bien es discutible el hecho de encontrarse una sola hembra en el experimento
al dia 95 DE, con el tratamiento 30 MT, la diferenciacién a machos en el resto de
grupos sometidos al esteroide, aparentemente, esta en contradiccion con la
condicion protogina de la especie. Tomando en consideracion lo anterior podrian

plantearse dos aseveraciones:

e El esteroide empleado en los tratamientos se fug6 al agua del sistema de

recirculacion, masculinizando a los peces del grupo control.
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e La condicion protoginica de la especie en cuestién es eventual, 0 no se

presenta en ciertas condiciones.

La evidencia en la condicion protoginica de la cabrilla arenera, no esta en duda,
entonces, la posibilidad de la fuga del esteroide en el sistema hasta llegar a los

tanques control, es una opcion que explica el resultado del 100 % de machos.

8. 6. Desarrollo gonadal por efecto del suministro de la 17 MT

En un andlisis mas detallado y retomandose lo expresado por otros autores, uno
de los propdsitos al suministrar esteroides en exceso es producir esterilidad, como
en Cyprinus carpio var. communis (Sathyanarayana y Sathyanarayana, 1983;
Solar et al., 1984). Después de comparar la ausencia de génada en los peces
sometidos a los tratamientos con la 17 MT (40-50 % de ausencia de génada) y de
la presencia de la misma, en los peces control (100 %), es notable el contraste
entre los peces de estas dos procedencias. Esto ultimo, es una evidencia de la
influencia de la 17 MT; ademas tuvo como consecuencia el producir esterilidad,

por efecto del suministro en exceso.

Analizandose lo anterior, se puede asumir la manera en que la 17 MT empieza a
mostrar su efecto, es una evidencia clara en cuanto a la esterilidad. Si se
considera que el porcentaje incremento al sumarse las gonadas que tuvieron un
desarrollo limitado, inclusive aquellas gonadas malformadas; entre las que
resaltan formas de rosario, tipos cubicos y algunas otras en forma de gotita. En
caso de las génadas con estas deformaciones, se existe duda de su funcionalidad,
ya que, ademas no se identifico la presencia de un conducto definido que
permitiera la expulsion de los gametos al exterior. Esta misma carencia de
conductos es sefalada por Feist et al. (1995) para la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss).

Un reflejo de este desarrollo escaso o subdesarrollo de la génada, queda claro

considerandose los valores obtenidos del indice gonadosomatico (IGS). Aqui, la
81



diferencia significativa observada, es una prueba del efecto de la 17 MT. Blazquez
et al. (1995), hace mencion de esto mismo para Dicentrarchus labrax
(concentraciones de 10 mg/kg en 100 dias de exposicion), en donde también se
puso en evidencia un valor menor del IGS en peces tratados con 17 MT. Valores
altos de IGS son indicio de gbnadas mejor desarrolladas, y eso precisamente es lo

gue se observé en el presente estudio.

Al revisar la bibliografia generada en el tema, no aclaraba cuanto podria ser la
concentracion de 17MT, para lograr el 100 % de esterilidad. En el presente
estudio, en los tres tratamientos con 17 MT (15, 30 y 60 mg/Kg) se obtuvo un 100
% de esterilidad; tomando en cuenta que la diferencia en el desarrollo de las
gonadas encontradas en estos tratamientos fue notable con respecto a lo
observado en las gonadas de los peces control. Aunque es probable, que en
trabajos posteriores se deba hacer otro tipo de estudios con el objetivo de
demostrar la funcionalidad del sistema reproductor de los peces tratados con 17
MT.

Otro efecto reportado en estudios donde se ha empleado 17 MT es la feminizacion
paraddjica, ocasionada en teoria por una dosis excesiva del esteroide. (Solar et
al., 1984). El exceso del esteroide provoca que la enzima aromatasa actlie
transformando el excedente de andrégeno, en estrégeno, lo que traeria como
consecuencia una reversion de sexo de macho a hembra. Este tipo de
feminizacion es dificil que se pueda presentar, puesto que la especie empleada,
en teoria es 100% hembra, durante sus primeros meses de vida (Sanchez-
Gallegos, 2007) y no existe ningun reporte de hembras transformadas en machos,

una vez que la reversion natural ocurre en una especie protoginica.

De las muestras tomadas el dia 95 DDE, para dar seguimiento de la actividad de
la enzima aromatasa, en la diseccidon uno de los peces, mostré una estructura
anatomicamente de forma tubular y tonalidad rosada, presumiblemente represento
a la génada femenina. Seria el Unico caso de la presencia de una hembra dentro

del grupo control y el segundo reporte de alguna hembra, al dia 39 DE, segun la
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grafica de expresion de aromatasa, para el tratamiento 30 MT, se observa una
lectura que podria ser evidencia de una hembra dada la diferencia entre el resto

de los datos.

Al referirnos a la premisa para determinar la dosis y tiempo méas adecuado, para
lograr la masculinizacién de la cabrilla arenera; de acuerdo con los resultados del
experimento el tratamiento con la dosis y tiempo menores; fueron excesivos;
conl5 mg/kg, aplicada en un periodo de 30 dias. De tal manera que los resultados
obtenidos en cuanto a la masculinizacion no fueron los esperados. Con respecto al
objetivo general de la investigacion, para inhibir la reproduccion, son resultados
fueron los esperados, en consideracion que la esterilidad impide la reproduccion

en cualquier especie y este fue el caso para P.maculatofasciatus.

No deja de llamar la atencion el hecho de que una especie hermafrodita
protoginica, en condiciones de cautiverio, no presente desarrolladas génadas
femeninas. Se sabe por otros autores (Beardmore et al., 2001; Goto et al., 2000
Piferrer, 2001; Wang y Tsai, 2006; Zanuy et al., 1995) que algunas variables
ambientales, pueden influir en la diferenciacion hacia alguno de los dos sexos,
aunque para P. maculatofasciatus no se tiene conocimiento de esta condicion.
Entre las variables con mayor influencia en la determinacién y diferenciacion
sexual son la temperatura y el fotoperiodo. Una caracteristica en coman con el
estudio realizado por Alvarez-Gonzalez (1999), fue la diferencia en la temperatura,
en ambos experimentos a 25 °C. A partir de ese experimento esta temperatura ha
sido empleada rutinariamente para el periodo de larvicultivo. Este dato solo nos
permite tomarlo como base para experimentos posteriores, en aquello que
pretenda demostrar la influencia de la temperatura en la determinacién del sexo.
Por lo pronto, ante la carencia de mas informacion al respecto, aunque no se
descarta, tampoco se puede afirmar que esa sea la razén por la cual se obtuvo el

100 % de masculinizaciéon en los controles.

Los machos al diferenciarse sexualmente en su primera madurez, en especies

hermafroditas del tipo protoginico, son denominados machos primarios (Sadovy y
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Shapiro, 1987), la razon de esto no es clara, podria deberse a comportamientos
sociales relacionados con la densidad de poblacibn. Ramos et al. (2002),
encuentran para Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) que la manipulacion del
fotoperiodo puede atrasar o adelantar la primera maduracién. Este tipo de estudios
tampoco se han realizado en la cabrilla arenera y retomando lo mencionado por
Ramos et al. (2002), resalta también el hecho de que al dia 60 DE, al examinar las
muestras histologicas correspondientes al fin del primer mes de tratamientos, se

observaron machos con actividad espermética.

El fotoperiodo utilizado en el presente experimento fue de 14:10 (luz:oscuridad) y
se mantuvo constante desde el dia 0 hasta el dia 120 DE (después de este dia se
pasaron a otro sistema de cultivo). Como se sefala en el parrafo anterior, hace
falta probar mas los efectos de distintos fotoperiodos para poder estimar n el

tiempo en que se presenta la primera madurez.

Al analizar la causa por la cual se masculinizaron los peces control y al considerar
la precocidad caracteristica de la especie, parece en primera instancia, que la 17
MT tuvo la principal responsabilidad y pareceria tener concordancia. Aunque al
tener en cuenta con prioridad el efecto tan marcado de la 17 MT, tanto en la
ausencia de gonadas como en el indice gonadosomatico, entonces, no se explica

claramente el efecto de la hormona aplicada.

Por otra parte, aunque no hay pruebas, podria ser que la cantidad de hormona
para masculinizar la cabrilla arenera, y efecto simultdneo de acelerar su
maduracién sea tan minima, que no sea detectada por el HPLC, posiblemente sea
esta cantidad tan reducida. O bien, solo un detonante que combinado con las
variables ambientales manejadas, favorezcan los resultados ya mencionados.
Quizéas, también en esta consideracién y tomando en cuenta la esterilidad y el
subdesarrollo de las gbénadas en los peces tratados con 17 MT, podria
determinarse que todas las concentraciones usadas fueron excesivas, adecuadas
para causar esterilidad; aunque no lo suficientes como para provocar la

feminizacion paraddjica.
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Se debe considerar que no existen reportes de ningun caso de reversion sexual de
machos a hembras en la cabrilla arenera, que a pesar de que ya han pasado 4
décadas de estudio con esta especie (Sadovy y Domeier, 2005). Aln se
desconocen aspectos de la respuesta de la especie, principalmente en cautiverio.
La afirmacion de que no se han reportado casos de reversion de machos a
hembras de la especie, es quizas una explicacion a la ausencia de la feminizacion
paradojica, a pesar de que, aparentemente en todos los tratamientos aplicados
hubo una sobredosis en el suministré la hormona. Podria darse una explicacion de

la existencia de algun mecanismo inhibidor del proceso, a nivel genético.

8.7. Crecimiento de la cabrilla arenera post-tratamiento

La teoria inicial y parte de la justificacion de este estudio es lograr un mayor
crecimiento en individuos monosexos, en este caso se escogidé la masculinizacién
mediante el uso de la 17 MT. La idea fue evitar el gasto energético derivado de la
reproduccién, produciéndose individuos de un solo sexo. Ademas, como algo
complementario, se pretendia que la 17 MT propiciara un crecimiento mayor en
peces tratados con esta hormona, que en peces no tratados, como en el caso de
Cyprinus carpio L. (Lone y Matty, 1980), donde obtienen incremento en longitud y

peso, aun después de finalizado el tratamiento de 90 dias (dosis de 1-10 mg/kg).

Si bien se esperaba lograr un crecimiento significativo en los peces
masculinizados con la 17 MT, segun los resultados obtenidos, no fue asi.
Nuevamente, la razén por la que no se logro un mayor crecimiento individual, es
consecuencia de que los tratamientos fueron excesivos. Lone y Matty (1980)
lograron mejorar el crecimiento en C. carpio L. usaron 17 MT, sin embargo,
reportan que los mejores resultados de crecimiento en tratamientos con las dosis
menores (1 mg/kg). La maxima dosis utilizada por estos autores fue de 10 mg/kg y

encuentran un crecimiento menor.
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Una de las razones por las que no se detecté un mayor crecimiento en los peces
tratados puede ser que; en todos los casos no hubo presencia de hembras, de
alguna manera la produccion de monosexos se llevd a cabo en todos los
tratamientos, incluyendo los controles. Asi, la reproduccion se inhibi6é en todos los
tanques, por tal motivo no hubo un gasto energético que pudiera marcar alguna

diferencia entre alguno de los tanques o tratamientos.

Con respecto a la posible injerencia de la 17 MT como un factor de crecimiento,
una posible explicacion al resultado puede atribuirse al desorden hormonal
producido por el suministro de esta hormona. Se concluye que como
consecuencia del desorden hormonal producido, en lugar de ser un factor

favorecedor del crecimiento, fue un inhibidor del crecimiento somatico.

Regresando nuevamente a la posible filtracion de la hormona como factor de
crecimiento en los tanques de los peces control, podria indicar el efecto a todos
los especimenes por igual, de ahi que no se hayan presentado diferencias
significativas, tanto en el peso como en la longitud. Esto como ya se ha
comentado, no es posible probarlo, aunque no se descarta. Con relacion a esta
contaminacion, por actividad biolégica (Contreras et al.,, 2005), se sabe, que
aunque la 17 MT es indetectable por medio de técnicas como la del HPLC; la
masculinizacion se da, por efecto de los residuos producidos por la
descomposicion de la 17 MT, como metabolitos polares no identificados, (Curtis et
al., 1991).

En cuanto a la heterogeneidad de tallas y pesos, el resultado no fue el esperado,
evidentemente, un inconveniente para llevar a cabo esta especie a cultivo a una
mayor escala. A este respecto, se podrian argumentar en términos de la eficiencia
al alimentarse, y esto mismo tiene relacion a la facilidad de moverse en la columna
de agua para atrapar el alimento. Particularmente, esta especie se caracteriza por
ser voraz, y si este comportamiento no se observa, puede deberse a problemas
durante su desarrollo. Esto ultimo, tampoco se ha reportado en trabajos anteriores
y se explica en relacion a la presencia, o ausencia de la vejiga gaseosa.
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Durante la parte inicial del periodo larvario hasta que finaliza, puede ser critico la
carencia o llenado deficiente de la vejiga gaseosa en el subsecuente desarrollo. La
vejiga gaseosa, entre otras cosas, le da equilibrio y orientacion al pez, ademas le
facilita desplazarse verticalmente en la columna de agua (Zilberg et al., 2004). En
los peces utilizados en este estudio, se pudo apreciar un comportamiento un tanto
diferente al momento de la alimentacion con respecto a otros trabajos (Garcia-
Gbmez, 2003). La mayoria de los peces en observacién preferen alimentarse en el
fondo y no en la columna de agua, este comportamiento se hizo evidente al
finalizar el periodo larval. No se manifestaron mayores problemas y finalmente fue
un comportamiento rutinario, aunque en un principio se atribuyo al estrés, no se le
dié mayor atencién. Al finalizar el experimento y sacrificar la totalidad de los peces,
se realizaron disecciones separandose la génada y el higado; en este examen
sorpresivamente se detectaron algunos peces sin vejiga gaseosa. Esta situacion
podria ser “normal”, si se acepta que de manera natural, hay algunas deficiencias
o desarrollos “anormales”, Los peces en esa condicion finalmente perecen, dado
gue son presas relativamente faciles para otros predadores. En cautiverio, esta
situacién no se presenta, debido a que (a excepcion del canibalismo) no tienen
predadores y se favorece la supervivencia de estos peces con anomalias. Como
ya se menciono, no existen reportes de este tipo de malformaciones, por lo tanto

este documento, sienta el precedente para estudios futuros al respecto.

Invariablemente la razén por la cual se haya presentado una heterogeneidad de
tallas, afecto de igual manera en todos los tratamientos. Incluso, la ausencia de

vejiga gaseosa se presento indistintamente en todos.

Al principio de la discusion, se menciono el caso de larvas de tonalidad “oscura”,
probablemente debida a algun tipo de estrés, por los cambios sufridos en la etapa
de transiciébn de larva a juvenil, los cuales resultan tan drasticos que incluso
algunos murieron en esta etapa. Puesto que la tonalidad oscura empezd a
presentarse al dia 27 y terminé el dia 32 DE, cronolégicamente coincide con la
flexion del notocordio y la terminacion de la cuenta de elementos pares y escamas

(Pefa-Martinez et al.,, 2004)). Justamente, también coincidi6 con Ila
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coalimentacion, suministrada del dia 25 al 29 DE; ademas, coincidi® con la

resiembra para iniciar los experimentos el dia 30 DE.

Como se detectd, una serie de eventos ligados a cambios morfologicos que
pudieron haber afectado el desarrollo de algunas estructuras como, la ausencia de
la vejiga gaseosa. Aunque, la falta del desarrollo de esta estructura también se
puede deber a problemas de deficiencia en la nutricion (Yufera y Darias, 2007).

El problema afecto de manera similar a la totalidad de los peces, en todos los
tanques. La presencia y ausencia de la vejiga gaseosa afectd de igual forma a
todos; luego entonces, los tratamientos posteriores no fueron responsables del
desarrollo de esta estructura, ya que ademas para el dia 3-4 DE, el proceso que
conlleva la formacién e inflado de la vejiga gaseosa debid haber finalizado.

8.8. Cuantificacion de ARNm codificante para aromatasa en la cabrilla

arenera.

Segun los resultados obtenidos de la expresién de la aromatasa, en este trabajo
son concordantes entre si. La actividad de esta enzima definitivamente comprueba
la presencia de hembras en los experimento; y se sabe, que la expresion de la
aromatasa varia segun la especie y estado fisiologico del pez (edad, peso,
desarrollo de la gbnada, sexo)(Sudhakumari et al., 2005), por lo cual resulta dificil
la comparacion con otras especies icticas. De acuerdo con los resultados en los
geles, fue débil la intensidad de la sefal indicadora de la presencia de la
aromatasa, tanto en los dias de muestreo, como entre los diferentes tratamientos.
En general, después de haber encontrado un 100 % de masculinizacion en los
peces control y un deficiente desarrollo gonadal en los peces tratados, ademas de
la ausencia de gdénadas femeninas, explica la sefial débil de la aromatasa, si esta
no fue mayor, realmente no hubo desarrollo de gonadas femeninas. Esto puede
ser un indicador del desarrollo de hembras genotipicas, dando paso al desarrollo
de machos fenotipicos debido a la accién del esteroide.
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El nivel alto de expresion de la aromatasa (el mayor registrado) en los ejemplares
tratados con 30 MT, para el dia 39 DE, sugiere que el resultado podria atribuirse a
la presencia de algun pez que estuviere diferenciando sexualmente como hembra.
El registro de este nivel corresponderia a alguna génada de hembra. La expresion
débil de la aromatasa, puede ser un reflejo de algun tipo de inhibicion de esta
enzima, lo cual, segun lo reportado por Kitano et al. (1999), esta supresion o

inhibicién puede dar como resultado la diferenciacion de machos fenotipicos

Con los resultados obtenidos en cuanto al tiempo y dosis necesarias para la
masculinizacién (de los cuales se discute que la dosis debe ser menor a la minima
utilizada en el presente experimento), se prevé la necesidad de realizar otros
ensayos dirigidos a esclarecer las interrogantes derivadas de esta investigacion.
Por ejemplo, para el caso de detectar la actividad de la aromatasa se hace
necesario reducir el intervalo de tiempo entre la toma de muestras, posiblemente
sea necesario recolectar muestras diarias 0 al menos cada dos dias a partir del

inicio con los tratamientos con el esteroide.

Los tratamientos hormonales tuvieron otra accion esperada y satisfactoria
tomando en cuenta que impidieron la reproduccion y esta es: los tratamientos con
17 MT produjeron entre el 40 y 50 % de ausencia de gonadas y el restante fue de
gonadas con desarrollo anormal, obteniendo en total un 100 % de esterilidad. Si
se considera que el resultado fue similar para todos los tratamientos se concluye
que “el tratamiento de 15 mg/Kg y el tiempo de 30 dias de administracion, son

suficientes para lograr el 100 % de esterilidad en la cabrilla arenera”.

Como una consecuencia del escaso desarrollo gonadal de los peces provenientes
de los tratamientos hormonales, si se considera el IGS, los controles mostraron un

desarrollo gonadal superior al mostrado por los peces tratados con 17 MT.

También se concluye que después de realizar la deteccion de la hormona en el
agua mediante el HPLC, no hubo evidencia suficiente para afirmar que la 17 MT,
pudo haberse filtrado a los tanques control y con esto tener algun efecto en la

masculinizacion de los peces del grupo control.
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Con las condiciones de cultivo prevalecientes en el presente trabajo, se pudo
diagnosticar un nuevo reporte de la precocidad de la cabrilla arenera en cautiverio,

detectdndose machos con actividad espermatica a los 60 DDE.
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9. Conclusiones

e Después del andlisis histologico realizado durante la diferenciacién sexual
en larvas y juveniles, cuyos tamafos oscilaron entre los 2 mmy los 74 mm.,
se concluye que el periodo labil comprende el intervalo de los 13.2 a 43 mm

de L.P., durante el cual se sugiere suministrar el esteroide.

e La administracién a través del alimento inerte de la 17 MT, en dosis
crecientes desde los 30 DDE, asi como los tiempos de administracion
probados, provocaron la ausencia y malformacion de las génadas e
inhibieron la diferenciacion sexual de hembras y produjeron esterilidad.
Puesto que, el resultado fue similar para todos los tratamientos, se
concluye que la dosis del5 mg/Kg, durante 30 dias de administracion, fue

suficiente para lograr el 100 % de esterilidad en la “cabrilla arenera”.

e EI IGS es un indicador util del efecto de la 17 MT, administrada en exceso

durante el desarrollo de la gonada.

e Bajo las condiciones de cultivo que prevalecieron durante el experimento,
se detectaron machos con actividad espermatica a los 60 DDE y 50 mm de
L.P. en promedio, e inclusive un espécimen de 27.2 mm de L.P. (lo cual no
ha sido reportado anteriormente para la especie), permite concluir que el
esteroide utilizado fue capaz de acelerar la precocidad en el desarrollo de la
gonada en esta especie.

e Las dosis y tiempos de suministro de la hormona no incrementaron el peso

y la longitud de los individuos con respecto al grupo control.

e El esteroide 17 MT administrado a la cabrilla arenera, a través del alimento
inerte, tuvo un efecto marcado sobre la expresion de la enzima aromatasa,
disminuyendo rapidamente esta actividad, lo que indica que hubo una

masculinizacion temprana de los individuos.
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La luz ultravioleta fue eficiente para eliminar la 17 MT, al punto de no ser
detectada por analisis de HPLC. Sin embargo, considerando que hubo el
100 % de masculinizacién en los controles, es muy probable que haya
habido presencia de metabolitos transformados a partir de la 17 MT, con el

mismo efecto de masculinizacion.

92



19. Recomendaciones para trabajos futuros

El presente trabajo, ha evidenciado que aun faltan estudios relacionados con la
determinacion del sexo de la cabrilla arenera y las variables que podrian influir.

Algunas de estas variables son:

e Temperatura

Fotoperiodo

Densidad

Salinidad

opH

Incluso, a raiz de los resultados encontrados, determinados todos los tratamientos
como excesivos, a futuro es conveniente probar tratamientos menores a los

probados, tanto en tiempo como en dosis.

Considerando que los peces del grupo control se masculinizaron por inmersién,
como consecuencia de la contaminacion del agua por filtracion de metabolitos
producto de la transformacién de la 17 MT, un planteamiento para trabajos futuros

es que se hagan pruebas de masculinizacion por inmersion.

Para la deteccion de la 17 MT se recomienda para trabajos futuros, realizar
analisis con un espectro mucho mayor de esteroides o metabolitos no polares,

para detectar la presencia de algun producto resultante.

Es recomendable también, para trabajos futuros, mantener un grupo control

externo, libre de cualquier posibilidad de contaminacioén con algun esteroide.

Ya que con el tratamiento de 15 mg/Kg y 30 dias de administracién de la hormona,
se obtuvieron resultados similares que con los tratamientos con dosis y tiempos
mayores, se recomienda realizar experimentos en los que el limite superior sean

los mencionados al inicio de este parrafo.
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Se considera factible iniciar la coalimentacion de alimento vivo con alimento inerte
a los 20 DDE y de este modo también iniciar el suministro de alimento inerte con la
17 MT al dia 25 DDE.

Se recomienda utilizar una densidad mayor al inicio de los tratamientos
hormonales, con el fin de poder obtener un mayor nimero de muestras para

andlisis histolégico, con una periodicidad de al menos cada 3 dias.

El sistema de larvicultivo SC-18, puede ser adecuado para realizar este tipo de
experimentos, pero por un tiempo no mayor a 60 DDE, después de este tiempo se

recomienda utilizar un sistema de cultivo con tanques con mayor volumen.

Al realizar disecciones en los peces muestreados, es conveniente observar con
detenimiento la posible ausencia o malformaciones de estructuras, tales como la

gonada y la vejiga gaseosa.

Se recomienda también la realizacion de métodos donde se manipulen variables
ambientales para lograr la masculinizacion. Se sugiere utilizar como variables
ambientales la temperatura y el fotoperiodo. Se puede tomar como referencia una
temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 14:10 (luz:oscuridad). Las variaciones

pueden ser hacia arriba y hacia debajo de las mencionadas.
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