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Julio Sanchez Gallegos Glosario

GLOSARIO

Alvéolo cortical: Estructura citoplasmatica, sintetizada por el oocito y compuesta
principalmente por polisialoglicoproteinas de alto peso molecular. Estas estructuras
liberan su contenido al momento de la fertilizacién, originando la reaccion cortical y
evitando la poliespermia.

Atresia: Proceso mediante el cual se reabsorben los gametos no desovados. En los
oocitos, las células foliculares adquieren propiedades fagocitarias, reabsorbiendo el
contenido del oocito. En el caso de los machos, la atresia se manifiesta como centros
de melanomacrdéfagos que reabsorben los gametos no fecundados.

Células foliculares: Células que envuelven al gameto femenino formando el foliculo,
estas células proveen los elementos con que se nutre el gameto femenino.

Células germinales: Término colectivo para las células de los érganos reproductivos
de los organismos multicelulares, que se dividen por meiosis para producir gametos.

Células sexuales: Estas células difieren esencialmente de otras células de los
animales debido a que experimentan el proceso de maduracion o meiosis, después
de haber pasado por dicho proceso la célula no puede funcionar como una parte del
progenitor si no que antes o después tiene que ser expulsada para la formacion de
un nuevo individuo.

Células somaéticas: Todas las células del cuerpo que no son las germinales o
sexuales.

Ciclo gonadico o reproductivo: Evento repetitivo dentro de las gdénadas y que
conducen a la producciéon de gametos.

Ciclo ovarico: Serie de estadios de desarrollo por los que pasa la gonada femenina
desde el reposo hasta el desove.

Cigoto: Célula resultante de la unidn de los gametos o de un espermatozoide y de
un ovulo. (del griego zygos = "yugo", porque une); évulo fecundado, Célula diploide
(2n) resultante de la fusion de un gameto masculino con uno femenino (ovocélula).

Desove espontaneo: En peces se refiere al hecho de que estos logren la puesta de
los huevos sin que se de una manipulacion manual de los organismos.

CICIMAR-IPN I



Julio Sanchez Gallegos Glosario

Determinacion sexual: Término utilizado para describir los procesos genéticos,
ambientales, asi como las variables que influyen en el sexo de un organismo.

Diandria: Capacidad de algunas especies que pueden originar machos por dos vias;
los que nacen y se mantienen como tales y los que son derivados de hembras por
transformacién sexual.

Diferenciacién sexual: Termino utilizado para describir la realizacién fisica
(morfologia celular y molecular ) de la determinacién sexual en testiculos u évulos

Dioico: Relativo a aquellos organismos en los cuales los érganos reproductores
femeninos y masculinos se encuentran en diferentes individuos.

Diploide: Organismo o fase nuclear que tiene los dos juegos de cromosomas.
Numero cigético de cromosomas (2n), por oposicion al numero gamético (n) o
haploide célula que contiene un par de cromosomas (2n) de cada tipo, como las
células somaticas.

Eleuteroembrién: Fase del periodo embrionario de los peces que comienza desde
el momento de la eclosion hasta que se absorbe completamente el saco vitelino y el
glébulo de aceite.

Epitelio: Complejo de células estructuradas en forma de capa que limitan una
superficie del cuerpo, luz o conducto, estan unidas lateralmente, son vasculares y se
apoya en una membrana basal.

Epitelio germinal: Epitelio peritoneal colonizado por las células germinales
primitivas y que al final del desarrollo embrionario se localiza en las gobnadas
conteniendo las células sexuales.

Espermatocito: Célula germinal de la estirpe masculina en vias de maduracion.

Espermatogénesis: Transformacién de las espermatides en espermatozoides
mediante la reorganizacion del nucleo y del citoplasma junto con el desarrollo del
flagelo. Durante este proceso no ocurre division celular.

Espermatogonia: Célula germinal masculina, diploide, que se multiplica activamente
por mitosis en la zona germinativa de los testiculos.

Espermatozoide: Gameto masculino maduro, caracterizado por su movilidad,
proporcionada por la posesion de uno o mas flagelos; en el extremo anterior del
espermatozoide, se encuentra el nucleo y el acrosoma.

Estrogenos: Nombre comun que se le da a varias hormonas femeninas en los
vertebrados.
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Fecundaciéon: La fusion de dos gametos (espermatozoide y 6vulo) que produce un
cigoto que desarrollara un nuevo individuo con una herencia genética derivada de
sus dos progenitores. Estrictamente la fecundacion puede dividirse en dos procesos,
el primero corresponde a la unién de los citoplasmas de los gametos (plasmogamia)
y el segundo a la fusion de sus nucleos (cariogamia).

Fecundidad: Es el numero de oocitos en el ovario que pueden madurar durante una
temporada reproductiva en particular.

Foliculo: (L. folliculus, esfera pequefia) Tejido somatico que rodea al oocito,
compuesto principalmente por las células de la granulosa y la teca.

Foliculo postovulatorio: Membranas externas que rodean al oocito y permanecen
como residuo después de que el oocito ha sido liberado.

Fotoperiodo: Duracion relativa de los periodos de luz y oscuridad (horas / luz), al
que estan expuestos los organismos.

Gametogénesis: Proceso mediante el cual se forman los gametos en la
reproduccién sexual. Puede ser difusa, cuando los gametos son producidos en el
celoma y son expulsados por un gondporo; o localizada, cuando los gametos son
producidos en un érgano especial (ovario y testiculo) formado por un estroma y una
capsula. Salen al exterior por un conducto y un poro genital.

Gametos: Células sexuales que pertenecen a la estirpe germinal. Tienen una
evolucion propia que conducira a la forma haploide gracias a la reduccion
cromosomica o meiosis. Su finalidad es el fendbmeno de la fecundacién, que realiza la
fusidon de dos gametos, reestableciendo asi la diploidia.

Gonada: Tejido germinativo en el que tiene lugar el desarrollo de las células
reproductoras y que se diferencian en femenina y masculina.

Gonocorismo: Condicidn de una especie en la que los organismos presentan
organos sexuales de un solo sexo, macho o hembra.

Granulos de vitelo: Forma mas usual de almacenamiento de reservas en el oocito.
Haploide: Célula que contiene solo un miembro de cada cromosoma homdlogo

(numero haploide = n). En la fecundacion, dos gametos haploides se fusionan para
formar una sola célula con un numero diploide (por oposicién, 2n) de cromosomas.
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Hermafroditismo: Condicion mediante la cual una proporcién de individuos de una
poblacion funciona con ambos sexos, de manera simultanea o secuencial en
cualquier etapa de su vida.

Hermafrodita secuencial: Organismo que en una temporada produce gametos de
un sexo Y la otra temporada produce otro tipo de gametos.

Hermafroditismo protoginico: Modalidad del hermafroditismo en el cual las
hembras se transforman en machos funcionales.

Hermafroditismo protandrico: Modalidad de hermafroditismo en el cual los machos
se transforman en hembras funcionales.

Lamelas ovigeras: Prolongaciones de la tunica albuginea hacia el interior del ovario,
en ellas ocurren la oogénesis y vitelogénesis.

Lumen: En los cortes histolégicos, el espacio iluminado que se encuentra entre las
estructuras o células que se presentan.

Macho primario: Es el macho que nace como tal y que no sufre cambio de sexo
durante su vida.

Macho secundario: Es el macho producto de la reversion sexual de una hembra.

Meiosis: Del griego meio = menor; meiosis = reduccion.- Division celular en la cual la
copia de los cromosomas es seguida por dos divisiones nucleares. Cada uno de los
cuatro gametos resultantes recibe la mitad del niumero de cromosomas (numero
haploide) de la célula original.

Membrana vitelina: Formacion extracelular que rodea al oocito. Esta formada por
proteinas fibrilares y mucopolisacaridos.

Mitosis: Del griego mitos = hebra, filamento. La division del nucleo y del material
nuclear de una célula; se la divide usualmente en cuatro etapas: profase, metafase,
anafase y telofase. La copia de una célula. La mitosis ocurre unicamente en
eucariotas. El ADN de la célula se duplica en la interfase y se distribuye durante las
fases de la mitosis en las dos células resultantes de la division.

Monoico: Se dice del organismo en que los dos sexos estan representados en el
mismo individuo.

Oocito: Ceélula sexual femenina en fase de crecimiento y que experimenta la
meiosis.
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Oocito hidratado: Oocito que esta listo para ser liberado y en el que los granulos de
vitelo se han fusionado, ha aumentado considerablemente de tamafo debido a la
absorcion de agua.

Oogénesis: Proliferaciéon de células germinales femeninas a partir de la divisién
mitotica de las oogonias.

Oogonias: Células germinales primarias situadas en el epitelio germinal del ovario.
Ovario: Glandula genital femenina en la que tiene lugar la ovogénesis.

Oviducto: Orificio que forma la via de paso de los 6vulos elaborados en los ovarios
que son conducidos al utero y evacuados hacia el exterior en el momento de la

puesta. En los vertebrados es un remanente del conducto o canal de Muller.

Ovulacién: Descarga de los 6vulos del ovario, los que generalmente pasan por el
oviducto.

Ovulo: Célula sexual femenina.
Pronucleos: El nucleo haploide de un gameto.
Proporcion sexual: La relacién de hembras y machos en un grupo de organismos.

Reversion sexual: La transformacién de un individuo de un sexo en uno del sexo
contrario.

Teca: Envoltura de tipo conjuntivo que rodea a los foliculos en crecimiento.

Testiculo: Organo reproductor masculino de los animales donde se producen los
espermatozoides.

Tubos espermaticos: Conductos que llevan el esperma maduro al exterior.
Vitelo en peces: Reservas del oocito formadas de lipoproteinas y fosfoproteinas,
derivadas principalmente de la vitelogenina sintetizada en el higado, son acumuladas

en el oocito

Zona radiada: Nombre que recibe la membrana vitelina cuando se engrosa y
presenta una especie de estriacion radial.
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RESUMEN

El presente trabajo se llevo a cabo en dos etapas: el cultivo larvario, en un
sistema cerrado, de la Unidad Piloto de Maricultivos. Se mantuvieron embriones,
larvas y juveniles de cabrilla arenera en condiciones controladas durante140 dias
después de la eclosion (DDE). Cada dos dias se tomaron muestras para medir la
longitud notocordal (larvas) y patrén (larvas postflexion en adelante) de diez
ejemplares y posteriormente fueron fijados con formol al 10%. La segunda etapa
consistié en el procesamiento y analisis histoldgico de cada ejemplar. Para el caso
de las larvas con una talla menor a 20 mm se realizo una doble inclusién (alginato-
parafina) y para los juveniles mayores a 20 mm se les realizaron cortes que
dividieron al organismo en dos O tres partes iguales. Los cortes se realizaron de
forma seriada y a un espesor de 4 um, las técnicas de tincion utilizadas fueron:
Hematoxilina-eosina y tricromica de Mallory. El crecimiento durante la crianza larvaria
tuvo un comportamiento exponencial, alcanzando una talla maxima de 98.57 mm al
final del experimento. Se observd en los cortes realizados a los ejemplares
muestreados el desarrollo y la diferenciacion de los 6rganos adyacentes de la
gonada (tubo digestivo, rifiones, pancreas, higado ) sin embargo no es hasta la talla
de 10.14 mm donde se observa una banda longitudinal de tejido mesodérmico con
una agrupacion de 11 células germinales con un area de 223.3 uym, la cual da origen
a las llamadas crestas germinales; el desarrollo de éstas se puede observar en
cortes posteriores, dichas células son ya diferenciadas en oogonias a una talla de
61.6 mm abarcando un area dentro de la gonada de 468.8 ym. Asimismo se puede
observar parte del tejido germinativo que mantiene agrupadas a estas células, las
oogonias alcanzan el estadio de oocito perinucleolar a una talla de 70.8 mm
alcanzando cada oocito un area promedio de 799.8 um, a esta longitud se aprecia
claramente en el corte las partes de la gonada tal y como lo es el lumen del ovario, la
tunica albuginea y asi como partes de tejido germinativo. Se concluye que la
aparicion de células sexuales no depende de la edad del organismo si no de la talla

del mismo.
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ABSTRACT

This work had two stages: the cultured larvae in a closed sistem-18, from the
pilot unit of culture of marine fish. The embryo, larvaes and the juvenile spotted sand
bass were in controlled conditions during 140" days posthatching (Dph). Every 2
days tooked the notochord length (larvaes) and standard (postflexion larvae) of 10
individuals and after they was fixed in 10% buffered formalin with phosphatos. The
second stage, was the process and histological analysis of every sample. In the case
of the larvaes smaller than 20 mm were realized a double inclusion (alginate —
parafine) and the juveniles bigger than 20 mm were cut in two or three parts. Serial
sections were cut at 4 pm, sections were stained with haematoxylin — eosin and
Mallory tricromatic. The development larvae was an exponential growth, getting 98.57
mm like the maximum size. At the end of the experiment were saw in cuts the
developments and differentiation of the different organs near of the gonad (digestive
tract, pancreas, kidney, liver) furthermore when the sample get the size of 10.14 mm
were saw the longitudinal band of mesoderm tissues with a group of 11 germ cells
with an area of 223.3 pm this area gaves origin at the germinal crests, in rear cuts
were saw the development of this, when this cells have a size of 61.6 mm can be
different in oogonias, having an area inside the gonad of 468.8 um, also were saw
one part of germinal tissue that group this cells. The oogonias got the size of 70.8 mm
the result were the oocytes perinucleolar. Having every oocytes an area of 799.8 ym,
in this length were saw clarely the parts of the gonad like are the lumen of ovary,
tunica albuginea and differents parts of the germinative tissue. In conclusion, the
appearance of sexual cells doesn’'t depends in the age of the organism, depends in

the size.

CICIMAR-IPN X1



Julio Sanchez Gallegos Introduccion

1. INTRODUCCION

La produccion mundial de la pesca y la acuacultura suministré en el afo del
2002, alrededor de 101 millones de toneladas de pescado para el consumo humano,
lo que equivale a un suministro per capita aparente de 16.2 kg (equivalente de peso
en vivo), cuyo crecimiento se debié a la acuacultura, dicha actividad tuvo un
incremento en los ultimos afos de 8.9% contra el 1.2% que obtuvo la produccion de
carne en tierra (FAO, 2006) encontrando a México en el 7° lugar de los diez

principales paises en produccién acuicola.

Frente a este panorama la acuacultura representa una alternativa real e
importante para ampliar la oferta alimentaria del pais, disminuyendo la presién sobre
los recursos pesqueros silvestres, en particular a la ribera (SAGARPA, 2006). En
México la acuacultura ha tomado su auge en los ultimos afos, sin embargo la
mayoria de los estudios realizados en este rubro estan encaminados a las especies
con alto valor comercial, como son : Moluscos, crustaceos y algunos peces marinos,
particularmente en los teledsteos existen numerosas especies de las cuales se han
estudiado menos del 2 por ciento en el area de la reproduccion, la mayoria de estas

han sido estudiadas por su importancia econdémica para la acuacultura.

La familia Serranidae constituye el grupo mas diversificado de peces dentro de
los perciformes y esta compuesta por tres subfamilias, 62 géneros y 449 especies
(Nelson 1994). En la region del Pacifico mexicano, las especies de cabrillas con
mayor valor comercial son: Mero baya (Mycteroperca jordani ), cabrilla sardinera (M.
rosacea), mero brujo (M. xenarcha ), mero guasa (Epinephelus itajara), baqueta (E.
acanthistius), serrano cabaicucho (Diplectrum  pacificum), cabrilla extranjera
(Paralabrax auroguttatus), cabrilla alguera (P. clathratus) y cabrilla arenera (P.
maculatofasciatus) (Heemstra, 1995), esta ultima alcanza un valor comercial en el
mercado regional similar al de otras especies de peces marinos, asimismo la
importancia de la cabrilla arenera también radica en los torneos de pesca que se

realzan para su captura en las costas del estado de California en E.U.A.
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La cabrilla arenera es una especie reportada para la Bahia de la Paz como un
hermafrodita protoginico, siendo factible encontrar hembras en etapa de madurez
gonadica desde los 150 mm y ejemplares de machos sexualmente maduros desde
los 190 mm Lluch-Cota (1995). En cuanto a sus habitos alimentarios es considerado
como un organismo generalista, con preferencias a pequefios peces Yy crustaceos en
algunas épocas del ano (Ferry et al., 1997) Su distribucion es desde el Estado de
Guerrero, en México hasta California, E.U.A. incluyendo el Golfo de California , en la
parte interior del mismo tolera temperaturas de 7.5 a 32 °C por lo que se considera

una especie euriterma ( Thomson et al., 1987).

Sin embargo, cuando se habla de la reproduccion en los peces no soélo basta
con mencionar el sistema reproductor tanto del macho como el de la hembra, la
reproduccién abarca también los diferentes 6rganos que complementan dicha
actividad: los conductos que transportan los gametos femeninos y masculinos, las
hormonas que liberan dichos gametos, asi como los factores que influyen en el

mismo (Kardong,1998).

Al revisar los estudios realizados en el contexto de la reproduccidon de los
peces teledsteos de importancia econdmica se pueden separar en dos grandes
grupos: los estudios dirigidos a especies sometidas a condiciones experimentales
controladas, en los cuales existe un desarrollo experimental exhaustivo en el
laboratorio. Y los estudios dedicados a las poblaciones de peces en su ambiente
natural como las especies que habitan en grandes cardumenes en el océano y son

sometidas a explotacion pesquera (Ochoa-Baez, 2002).

En el proceso reproductivo, las células iniciales que dan origen a los gametos
son similares y no son esencialmente diferentes de otras células somaticas del
cuerpo, excepto que estas células no intervienen en ninguna de las diferenciaciones
que sirven para sostener la vida del organismo. En los vertebrados difiere mucho la
rapidez con que se desarrollan diferentes érganos. Por ejemplo, el sistema nervioso

se desarrolla por completo principalmente en etapas iniciales de vida, no asi los
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organos genitales, los cuales tienen un desarrollo mas lento, es por ello que cuando
las gonadas aparecen en el organismo se puede decir que los demas organos ya
estan formados por completo. En los vertebrados las gdnadas se desarrollan a partir
del borde superior de la capa visceral del mesodermo de la placa lateral, en la mitad
posterior del cuerpo, aparecen formando una banda longitudinal del epitelio
mesodérmico que tapiza la cavidad del cuerpo, a este engrosamiento se le llama

“cresta germinal” (Fig. 1).

@ Mesenterio

Crestas germinales

Fig. 1.- Desarrollo de la génada en los vertebrados y localizacién de las
crestas germinales ( tomado de Balinsky, 1987. modificado).

Las células germinales de la mayoria de las especies, comparten
caracteristicas intrinsecas que las hacen diferentes de las demas células somaticas,
sin embargo, a lo largo de la historia, la polémica en este tema ha sido la manera de
identificar el desarrollo de la linea de células germinales de las demas células en la
cavidad abdominal de los organismos, ya que en algunas especies son claramente
distinguibles las células germinativas primordiales (PGCs por sus siglas en inglés ).

De manera semejante a como ocurre en otros organismos aparecen en el desarrollo
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inicial, dentro de los tejidos que, no sélo estan alejados de las gonadas, si no que

ademas, son de naturaleza extraembrionaria.

En consecuencia, hay un proceso de translocacion que las conduce hacia los
primordios gonadales, donde proliferan e interactian con células somaticas para dar
comienzo a la foliculogenesis ovarica (Chuaire et al., 2002). El origen de la migracion
de las células germinales primordiales que dan origen a la gametogénesis en
teledsteos ha sido estudiado con diferentes métodos, la mayoria de los estudios en la
identificacion de las células germinales en etapas iniciales del desarrollo de génada
han estado basados en el tamafo de las células y las diferentes afinidades de la

técnica de tincidén (Hoar et al., 1983).

Las primeras etapas de desarrollo de los gametos de la hembra, son similares
a las presentes durante la espermatogénesis del macho. Las oogonias pasan por
una proliferacion de divisiones meidticas para llegar a ser oocitos primarios. Los
oocitos a diferencia de los gametos masculinos, presentan un periodo de desarrollo
que varia de especie a especie, en general los oocitos crecen por la acumulacion de
vitelo. El sexo de cada individuo depende fundamentalmente de la naturaleza de su
herencia cromosdmica el cual es un equilibrio entre las potencialidades macho y

hembra recibidas de los progenitores (Romer, 1973).

Normalmente cuando se habla de diferenciacion sexual (morfoldgica, celular y
molecular) se toman los conceptos de determinacion sexual y diferenciacion sexual
como uno solo, siendo estos totalmente diferentes (Devlin et al., 2002) La diferencia
entre estos dos conceptos es, que la determinacion sexual describe los procesos
genéticos y ambientales que influyen en la determinacion del sexo, mientras que la
diferenciaciéon sexual se utiliza para describir los procesos fisicos en el desarrollo del
testiculo u ovario (Hendry et al., 2002). De igual manera, el genotipo puede ser

alterado o modificado por factores ambientales.
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La diferenciaciéon de la génada en los peces puede tomar varias formas, sin
embargo existe una gran variacion en los patrones del desarrollo de la génada de lo
peces, estas, pueden ser diferenciadas en cualquiera de los dos casos, testiculos u
ovarios, y retener este sexo el resto de su vida. Sin embargo, los mecanismos de
determinacion del sexo muestran un equilibrio delicado que en muchos vertebrados,
las génadas “vacilan” entre las dos posibilidades y pueden tender a desarrollarse a
su vez oocitos y espermatozoides (como es el caso de algunos miembros de la
familia Serranidae) en algunos organismos maduran ambos tipos de gametos en la
misma época de vida, obteniendo asi, un animal hermafrodita funcional (Romer,
1973). Se reconocen dos tipos de peces hermafroditas secuénciales los cuales son
adultos que cambian de sexo, involucrando la degradacion del tejido gonadico
funcional y desarrollando tejido funcional del sexo opuesto. Los peces hermafroditas
simultdneos son aquellos peces que desarrollan ambos tejidos tanto ovarios como
testiculos, sin embargo estan definidos individualmente dentro del aparato
reproductor y pueden llegar a producir tanto gametos masculinos como femeninos
(Aerele, et al.,, 2004). Dentro de este tipo se reconocen los hermafroditas

protandricos y protoginicos .

En especies protoginicas un pez joven no presenta tejido testicular, en cambio
presenta una gonada inmadura con un desarrollo inicial de ovarios, que continua su
curso como diferenciacion de hembras. Otras caracteristicas asociadas con la
reversion sexual de especies protoginicas es la presencia de cavidades remanentes
de los ovarios en los testiculos. En serranidos protoginicos como Plectropomus
maculatus el conducto espermatico no es formado inicialmente, pero bastante
esperma es recolectado en la regién intragonadal generalmente en la periferia de la
misma. (Devlin, 2002).

Con lo antes mencionado, podemos darnos cuenta de la importancia que tiene
el estudios de la reproduccién en los peces marinos y mas aun cuando se trata de
especies con alto valor comercial, como es el caso de la especie en estudio. En el

caso de la cabrilla arenera en Baja California Sur, el Centro Interdisciplinario de
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Ciencias Marinas ha estado investigando esta especie por mas de 10 afos. A pesar
de que se ha logrado la produccion controlada de semilla de la cabrilla arenera
(Rosales-Velazquez, 1997; Alvarez-Gonzalez, 2001a, 2001b; Grayeb del Alamo,
2001), aun se tiene el problema de la reproduccion precoz, ya que la talla comercial
de 250-300 g se obtiene a los 18 meses. Es por esto, que se requiere controlar el
ciclo reproductivo de la especie, para la cual se deben de conocer los detalles
anatémicos de la formacién del tejido gonadico y su desarrollo. En el presente trabajo
se pretende evidenciar mediante estudios histolégicos la diferenciacion de las
células germinales en etapas iniciales del organismo asi como la formacion de la
gonada para que los resultados puedan ser aplicados en la innovacion de nuevas

biotecnologias para el cultivo de la especie.
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2. ANTECEDENTES

La estructura de la gdnada de los peces es similar a la de otros vertebrados
con células germinales asociadas a los soportes de las células somaticas. En
algunos organismos la fertilizacion del oocito ha demostrado un contenido de células
especializadas en el citoplasma granular encontrado en el polo vegetal del embrion.
Este tipo de células especializadas subsecuentemente desarrollan las células
primordiales germinales (PGCs). Una forma de PGCs esta estrechamente
relacionada con el tejido endodermal y migra via dorsal por el mesenterio a la region
de lo que sera la gonada. Este desarrollo ha sido estudiado por Yamamoto, (1969),
quien realizé una revision sobre el tipo de génadas y hermafroditismo en peces,
determinado por la herencia genética e influencia de los esteroides para la
determinacién sexual, sin embargo este trabajo solo proporcioné de informacion
necesaria para la investigacion sobre este tema. Satoh y Egami (1972), realizaron
un trabajo sobre el desarrollo de la gonada, asi como el origen y la migracion de las
PGCs, reportando que estas células son claramente observadas después del tercer
dia de eclosién mediante una técnica Vasa en Oryzias latipes. Asimismo, existen
reportes de Yoshikawa y Oguri (1978), donde reportaron el desarrollo de las gonadas
en un ciclido; concluyendo que las células germinales se localizan entre el conducto
mesonéfrico y en la region posterior del tronco, a una edad de 15 dias después de la
eclosion (DDE).

El origen, la migracion y el desarrollo de las células germinales también ha
sido estudiado por Takashima et al., ( 1980) en trabajos realizados con Salmo
gairdneri (= Oncorhynchus mykiss), donde determinaron que las gdénadas aun
indiferenciadas de esta especie se presentan después de dos meses de eclosion
concluyendo que la trucha arco-iris es un teledsteo de tipo gonocorico, y que en la
mayoria de los vertebrados la migracion de PGCs ocurre en el mesenterio por via
dorsal. (Sin embargo, también se han hecho trabajos sobre el desarrollo de la
gonada en algunos peces), Timmermans (1987) realizé un trabajo sobre el desarrollo

embrionario principalmente en peces de agua dulce, haciendo mencion no solo de
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las capas germinativas, si no del tubo neural, tubo digestivo y aparicion de las
gonadas, estas ultimas, dicho autor mencion6é que se encuentran desde la primera
semana de vida de los peces y que las células germinales se van desarrollando en
la capa del mesodermo a un lado del periblasto del endodermo, asimismo menciond
que dichas células pueden ser encontradas en la region de los tubulos del
mesonefros. Price (1989) realizé una recopilacion de trabajos sobre la determinacion
sexual y los diferentes tipos que esta presenta, tomando como base el trabajo
realizado por Yamamoto; él concluyo que existen dos tipos de determinacién sexual
por caracteres genéticos. La primera los tipos de determinacion sexual por
caracteres genéticos evolucionaron independientemente durante mucho tiempo y la
segunda es que cada uno de estos mecanismos de determinacidn sexual es una

adaptacioén del organismo a su ambiente.

Timmermans et al. (1996) realizaron un estudio sobre la caracterizacion de
antigenos en espermatozoides y células germinales durante el desarrollo de la
gonada en carpas, esto mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonados MADbs,
con ello dichos autores observaron el desarrollo de la gébnada aun indiferenciada a 8
semanas después de la eclosion del eleuteroembridon. Chuaire et al. (2002) hicieron
una revision sobre el origen y la migracion de las células germinales primordiales,
concluyendo que después de la tercera semana de desarrollo aparecen las PGCs en
el endodermo de la pared posterior del saco vitelino, iniciando a la cuarta semana su
trayecto migratorio que las conduce a los pliegues de los primordios gonadales, en
un trabajo realizado por Devlin y Nagahama (2002) realizaron un estudio sobre la
formacion de la gonada en diferentes especies y los factores fisicos y ambientales
que influyen en la formacién de ésta, haciendo una recopilaciéon de estudios hechos
sobre el tema, dando informacién importante no solo para peces marinos si no
también para los de agua dulce (Cyprinus Carpio). Asoh et al. (2002) realizaron un
trabajo sobre el desarrollo gonadico de Dascyllus trimaculatus encontrando que en
peces menores a 25 mm aun la génada esta indiferenciada. Asimismo Hendry et al.
(2002) realizaron un trabajo sobre la diferenciacion gonadal de Hippoglossus

hippoglossus, describiendo histolégicamente que las células germinales aparecen en
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una talla de 38 mm después de que el saco vitelino es absorbido, localizando los
primordios gonadales cerca del rindn en la region ventral, este suceso coincide con la
etapa de metamorfosis en el organismo, por ultimo los autores observaron que las
células germinales se diferencian por completo en ovarios cuando el organismo mide

50 mm de longitud patrén.

Park et al., (2003) realizaron un trabajo sobre la diferenciacion sexual del
Pseudobagrus fulvidraco, donde observaron que al tercer dia DDE se da la
diferenciacion de las células germinales, justo cuando se proporciona la primera
alimentacion exogena, dichas células aparecen en ambos lados del conducto
mesonéfrico en la capa germinal de la cavidad abdominal. Un trabajo importante en
la caracterizacién de la formacién de las gbnadas es el realizado por Van Aerle, et al.
(2004) ellos realizaron un estudio sobre la ontogenia de la génada y el desarrollo del
sexo en una carpa (Pimephales promelas), observando las génadas en la region
dorsal del peritoneo en ambos lados del mesenterio, empezando aproximadamente
entre la mitad del opérculo branquial y la papila urogenital. En el mismo afo
Bogdanova, (2004) realizé un trabajo sobre el desarrollo inicial de la gbnada en
Coregonus lavaretus baeri, documentando la aparicion de las PGCs en esta especie
a una talla de 6.1 £ 0.31, y aunque la diferenciacion sexual en los organismos se da
en tallas avanzadas, el autor hace mencion que la diferenciacion de la gonada esta
influenciada por las temperaturas a las que esta sujeto este organismo. Por otra
parte, Gdmez y Araujo (2004) realizaron un trabajo sobre el ciclo reproductivo de dos
especies de bagres (Ariidae), en lagos de Brasil, demostrando que la formacion
inicial de las gonadas se da de manera semejante como en los demas teledsteos,
por un alargamiento del tejido mesodérmico en la region dorsal de la cavidad
abdominal, dichos autores mencionaron 8 etapas para el desarrollo de la gbénada

tomando la metodologia de West (1990).

También Santamaria et al. (2004) realizaron un trabajo de descripcidn
histolégica sobre la organogénesis en larvas de Dentex dentex que va desde el dia 0

hasta el dia 36 DDE, realizando una descripcion morfolégica y fisiologica de los
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diferentes 6rganos de esta especie, aunque no mencionaron nada sobre el desarrollo
de las gbnadas de este organismo, da una clara idea de los sucesos que le
anteceden a ésta, asimismo lo mas sobresaliente de su trabajo es el seguimiento

morfoldgico e histoldégico que desarrollaron para dicha especie.

Respecto a trabajos realizados con cabrillas, Borquez et al, (1988) realizaron
un trabajo sobre la estructura gonadal e inversion sexual de la cabrilla comun
Paralabrax humeralis haciendo una descripcidn macro y microscopica del tejido
gonadico y su desarrollo, reportando cinco etapas para el desarrollo del ovario y de
los testiculos. Oda, et al. (1993) realizaron un trabajo sobre la actividad reproductiva
de tres especies de cabrillas: Paralabrax maculatofasciats, P. clathratus y P.
nebulifer, reportando para las dos primeras especies un intervalo de desove mas
frecuente y en horas avanzadas del atardecer, ademas de ello, hicieron mencion de
la caracteristica protoginica de Paralabrax maculatofasciatus y aunque no menciona
exactamente la talla en la que encuentra las gonadas maduras en esta especie si
hace mencién que el rango de tallas para Paralabrax maculatofasciatus fue de 158-
340 mm.

Ferreira . (1997) realizé un trabajo sobre el ciclo reproductivo de hembras de
Paralabrax maculatofasciatus y su importancia para la acuacultura, determinando los
picos de reproduccion mas altos para esta especie, asi como la descripcion de tres
principales etapas del desarrollo de la génada durante el afio de 1995 y 1996:
crecimiento primario, vitelogénesis inicial y vitelogénesis final. Pefia-Martinez (2000)
realizd un estudio histologico sobre el desarrollo del tubo digestivo en Paralabrax
maculatofasciatus determinando que las gandulas gastricas en esta especie
aparecen en el dia 16 DDE, sin embargo aunque el trabajo provee informacion del
desarrollo de diferentes érganos en esta especie, no hace mencion alguna de la
gonada. Recientemente Ocampo-Cervantes (2002) realizé un trabajo sobre el
desarrollo gonadico y actividad reproductiva de la cabrilla arenera Paralabrax

maculatofasciatus, comprobando histolégicamente que dicho organismo tiene una
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actividad reproductiva alta mientras la temperatura del agua es baja y que conforme

va subiendo la temperatura del agua dicha actividad cesa.

En el presente trabajo, se pretende realizar la identificacion, caracterizacion y
seguimiento de las células germinales en la cabrilla arenera. Mediante estudios
histolégicos se determinara el momento en que las células germinales dan origen a
los primordios gonadales, de esta manera se contara con informacion necesaria para
poder aplicar una técnica de masculinizacion en trabajos futuros, mucho antes de

que el sexo se vea diferenciado en este organismo.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de peces marinos se ha enfrentado a diversos problemas los cuales
dificultan su éptimo desarrollo. Uno de ellos es el problema de la alimentacion, el
cual es una de las causas de mortalidad mas altas durante las primeras fases del
cultivo, sin embargo, una vez superado o disminuido este problema, el siguiente
factor que merma una produccion acuicola, es la reproduccion precoz de los

organismos dando como resultados tallas menores a las comerciales.

El estudio de la reproduccion en los peces representa uno de los aspectos
mas importantes para la acuacultura y las pesquerias debido al valor comercial que
algunas especies llegan a alcanzar en el mercado, no solo regional, si no también
internacional. En algunas especies la reproduccién puede ser controlada o dirigida
hacia un sexo determinado por diferentes técnicas, incluso el desarrollo de los
organos sexuales puede ser inhibido mediante técnicas de triploidia. Para desarrollar
un cultivo monosexual es conveniente saber en que momento se da la aparicion o
diferenciacion de las células germinales, las cuales daran origen a las génadas en la

mayoria de los vertebrados.

La cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus es una especie relativamente
abundante en las aguas costeras de Baja California Sur y de importancia econdémica
en el mercado regional, sin embargo la caracteristica de hermafrodita protoginico de
este organismo dificulta su cultivo a nivel comercial, por lo ya antes mencionado. Es
por ello que el presente trabajo pretende determinar el momento en que las células
germinales se diferencian y como se van desarrollando en el organismo por medio de
un estudio histologico, esta informaciéon sera aplicada en un futuro para la induccion
al sexo (masculino) con las diferentes técnicas que existen, con miras a dirigir dicha

tecnologia hacia un cultivo comercial de cabrilla arenera.
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4. HIPOTESIS

La diferenciaciéon sexual en la cabrilla arenera durante el desarrollo
ontogenético esta relacionada directamente con la talla del individuo y no con la edad

del mismo

5. OBJETIVO

Determinar el tiempo ( en dias) en el que se inicia la presencia de las células
germinales en la gbnada de la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus durante

el desarrollo larvario.

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Identificar, localizar y caracterizar el epitelio germinativo de la cabrilla arenera

Paralabrax maculatofasciatus durante su desarrollo larvario y juvenil.

2.- Describir el desarrollo del epitelio germinativo en la cabrilla arenera durante los

primeros 130 dias después de la eclosién.

3.- Evaluar la primera diferenciacién sexual de la cabrilla arenera por medio de un
analisis histologico

CICIMAR-IPN 13
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Captura de organismos

La captura de 70 individuos de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus

fue realizada en el mes de marzo del 2004, en las inmediaciones de la Bahia de la

Paz, en el sitio conocido localmente como el Merito y ubicado entre los 24° 17 LN y

los 110° 20’ LW (Fig.2). La captura se realiz6 a bordo de una embarcacién menor con

un motor fuera de borda de 35 Hp mediante linea y anzuelo y calamar como carnada.

Los peces capturados fueron mantenidos en un contenedor cilindrico de fibra de

vidrio con capacidad de 400 | y una fuerte aireacion. Se trasladaron a la Unidad

Piloto de Maricultivos (UPIMA) en las instalaciones del CICIMAR-IPN, al llegar al

laboratorio

aproximadamente diez minutos y puestos en cuarentena durante dos semanas.
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Figura 2 Area de captura de organismos de cabrilla arenera Paralabrax

maculatofasciatus en las inmediaciones
conocido localmente como el “Merito”.

de la Bahia de la Paz punto
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6.2. Induccién al Desove

Una vez pasada la cuarentena, las cabrillas fueron trasladadas al Sistema
Cerrado para la Induccién al Desove (SCID), en el laboratorio de Biologia
Experimental, donde se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura
(23°) y fotoperiodo (13L:110) para inducirlas al desove voluntario Rosales-Velazquez
(1997). ElI SCID cuenta con: 6 tanques circulares de fibra de vidrio con una
capacidad de 1100 litros cada uno; un filtro bioldgico marca Jacuzzi® con un cartucho
de 16 ym; un sistema eliminador de albuminas; un sistema de luz ultravioleta con 8
lamparas de cuarzo; una bomba de 1/8 Hp (Fig. 3). Los desoves fueron recolectados
por gravedad en recipientes cilindricos de plastico, localizados en el filtro biolégico
del sistema (un recolector por cada tanque). Cada recolector tiene tres aberturas en
las cuales fue puesta una malla de 200 um para que el agua pueda pasar a través

del recipiente y de ésta manera los huevos se mantengan oxigenados y con un flujo

g

Figura 3 Vista superior del SCID: cuenta con una bomba de 1.5 Hp , 6
tanques circulares de fibra de vidrio (T), un sistema de luz ultravioleta U.V ,
6 recolectores de plastico para desoves (R) y un filiro eliminador de
albumina (Es).

de agua constante.

CICIMAR-IPN 15



Julio Sanchez Gallegos Material y métodos

6.3. Incubacién

El desove de 220 ml con una concentracion de 1800 embriones/ml
aproximadamente, fue llevado a la UPIMA vy dividido en 2 partes iguales, éste fue
puesto en dos tolvas cilindroconicas con capacidad para 120 litros de agua marina, a
una salinidad de 35%. £ 0.7 y una temperatura de 25°C +0.8 con una oxigenacion
moderada y constante (Fig. 4) En esas condiciones, los embriones fueron
mantenidos por aproximadamente 24 horas hasta la eclosion de los
eleuteroembriones. Cabe mencionar que anexo a esta actividad se realizé también
un procedimiento para determinar el porcentaje de eclosién del desove (96.26+2.36),
el cual consistié en poner dentro de un recipiente de plastico y con flujo constante de
agua, un volumen conocido (500 pl ) a las mismas condiciones que las utilizadas
durante la incubacion. De esta manera se obtuvo el dato de cuantos
eleuteroembriones eclosionaron en cada uno de los recipientes. El ensayo para

determinar el porcentaje de eclosion fue hecho por triplicado.

6.4. Siembra de eleuteroembriones

Los eleuteroembriones obtenidos fueron sembrados en el Sistema Cerrado 18
(SC-18) de la UPIMA siguiendo la metodologia de Alvarez-Gonzalez et al. (2001b).
Este sistema cuenta con: 18 tanques de fibra de vidrio con una capacidad de 140 |
cada uno de ellos; una bomba de 1/8 de Hp marca PerformancePro serie Artesian,
modelo A1/8-35-C; una columna de lodos activados marca Sea Storm; un espumador
de albuminas marca Euroreef con una bomba sumergible marca Sedra modelo KSP
5000; un sistema de luz ultravioleta con cuatro lamparas marca Tropical Marine
Centre modelo PMBG; un filtro mecanico de arena marca PAC-FAB modelo Triton Il
(Pentair Inc., Golden Valley, Minnesota, EUA) un reservorio circular de agua marina

hecho de fibra de vidrio con una capacidad de 700 |.
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Después de la eclosion se tomo una alicuota de 1000 microlitos para saber cuantos
eleuteroembriones habia por cada 100 microlitos, de esta manera se logro llevar a
cabo la siembra a la densidad de 37 eleuteroembriones por litro, en cada uno de los
tanques del SC-18. Para este procedimiento se tomo un recipiente de plastico de 1
litro con el cual se fue sembrando litro por litro hasta completar la cantidad de 4.5
litros por tanque con 3,275 eleuteroembriones aproximadamente cada uno, se utilizd

una tabla de numeros aleatorios para la distribucién de los eleuteroembriones.

Figura 4. Tolvas cilindroconicas de 120 | de capacidad donde se llevo
acabo la incubacién de los embriones de la cabrilla arenera Paralabrax

maculatofasciatus.

Figura 5. Sistema Cerrado 18 ( SC-18) en la Unidad Piloto de Maricultivos
(UPIMA). donde se llevo acabo la crianza larvaria de este trabajo durante 5 meses.
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Figura 6. Esquema que representa cada uno de las partes del sistema cerrado 18 :
(T) tanques, (RA).- Reservorio de agua , (ES).- Filtro eliminador de albiminas,
(FM) .- Filtro mecanico, (B).- Bomba de 1Hp, (BE).- Columna de bio-esferas,
(L.Act) Sistema de lodos activados ( filtro biolégico), (FLUV) .- Sistema de Luz

ultravioleta (Tomado de Garcia-Gémez, 2006).
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6.5. Alimentacion y crianza larvaria

Durante los primeros 12 dias después de la eclosion (DDE), se suministraron
1.5 litros de microalga Nanochloropsis oculata (Fig. 7), simultaneamente también se
suministré como alimento el rotifero Brachionus plicatillis hasta el dia 26, dividiendo
la cantidad total en 4 porciones al dia en horarios de 10:00, 12:00, 14:00 y 16:00
horas a una densidad de 2 rotiferos/ml. Sélo los dias 2 y 3 los rotiferos se
suministraron sin enriquecer, a partir del dia 4 en adelante estos pasaron por un
proceso de enriquecimiento nutricional, el cual consisti6 en una inmersién del
alimento vivo en la emulsién enriquecedora por un periodo de 6 horas previas a ser

suministrados a las larvas de la cabrilla arenera.

El enriquecedor utilizado en este proceso fue Ratio HUFA® (SALT Crek, Inc.,
SALT Lake City, Uthan, EUA). A partir de los 17 DDE se llevd a cabo una
coalimentacion, ya que a los peces se les suministraron junto con rotiferos, nauplios
de Artemia franciscana (Neptune Industries, Salt Lake City Uta EUA) con 1 dia de
eclosion, en la cantidad de 2 nauplios/ml, nuevamente los dos primeros dias (17 y
18) los nauplios se suministraron sin enriquecer, posteriormente pasaron al igual que
los rotiferos, por un proceso de enriquecimiento nutricional; aunque esta vez se
mantuvieron dentro del enriquecedor por 24 hrs. aproximadamente tal y como lo
indicaba la etiqueta del producto para nauplios de artemia. A partir del dia 22, se les
empezo a suministrar juveniles de artemia sembrados con anterioridad y alimentados
con Jade Spirulina® (Salt Creek, South Salt Lake City). A partir del dia 40 se
suministré un alimento inerte elaborado en el Centro de Investigaciones Bioldgicas
del Noroeste (CIBNOR).Tabla No 1.
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- Microalga
Ay, Alimento enriquecido

Rotifero (Brachionus plicatillis)

Artemia franciscana

@ Alimento inerte

Dias desnués de la eclosion

Fig. 7.- Calendario de alimentacion utilizado durante la etapa de crianza larvaria y
preengorda de individuos de cabrilla arenera en la Unidad Piloto de Maricultivos
(tomado de Alvarez-Gonzélez, 2001, modificado).

Tabla No. 1.- Formulacion del alimento inerte elaborado en el CIBNOR,
utilizado durante el experimento a partir del dia 40 y hasta el dia 130 DDE,
donde se muestra cada uno de los componentes del alimento (%).

Ingrediente Clave ALIMENTO
Base humeda (%)
Harina de sardina HP0312 35-45
Gluten de trigo GT0107-1 3-7
Conc. Prot sol pescado CPSP2000 0-5
Harina de Calamar HC0303-1 5-10
Harina Integral Trigo HIT0312 10-20
Aceite de higado de bacalao AHB0312-1 4-9
Lecitina Soya LS0303 4.0
Alginato de sodio Algimar 0703 2.0
L-lisina HCI ICN 102218 0.5
PreVit0307
Premezcla vitaminas (NRC93) 0.7
PreMin0307
Premezcla Minerales (CIB2001) 1.0
Cloruro de Colina CloCol65% 0.1
Vitamina C Stay C 35% a.a. 0.1
BHT ICN 101162 0.0

CICIMAR-IPN
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La calidad del agua fue monitoreada mediante los analisis de amonio
(0.31£0.13ugNHA./1), y nitritos (0.62+ 0.32ug NO2/l) por medio del método propuesto
por Strickland y Parson (1972). Este analisis fue realizado con la ayuda de un
espectrofotometro marca Spectronic modelo Genesys |l (Termo Electrén Co.,
Whatman, EUA). El oxigeno disuelto (5.85 £ 0.75 mg O,/l), la temperatura (23.46%
0.31°C) y la salinidad (35.79 + 0.83%o0) se registraron diariamente con ayuda de un
equipo multiparametros marca YSI modelo 556MPS (YSI Incorporated; Yellow
Spring, Ohio, EUA).

6.6. Obtencién de muestras

La toma de muestras se inicié a partir de los 10 DDE y termind hasta el dia
130, la toma de muestras fue cada dos dias (10,12,14,16...), los peces fueron
sacrificados con una sobredosis de anestésico MS-222 ( Metilsulfonato de tricaina -
222), a los organismos se les tomo una imagen digital con ayuda de un microscopio
marca Olympus modelo SZ-ST (Olympus optics, Tokyo, Japdn), y una camara
Hitachi modelo KP-D50 Color (Hitachi America, Ltd., Brisbane, California, EUA) y con
ayuda del programa ImagePro plus ver. 4 (Media Cybernetics, Maryland, EUA), con
la finalidad de realizar la medicion de la longitud notocordal y patrén segun fuese el
caso, las muestras fueron fijadas en una solucion de formol al 10% y puestas en
viales de vidrio en sus primeras fases y en recipientes de plastico en el caso de los
juveniles. Todo ello con la finalidad de conservarlos en buen estado para su posterior

analisis histologico.

Para obtener las biometrias de las larvas y juveniles, se tomaron en cuenta las
siguientes medidas: longitud notocordal (LN), para individuos con 20 DDE o menos y
longitud patron (LP) para organismos con 22 DDE en adelante, las medidas fueron

tomadas en milimetros (mm) (Fig. 8).
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Figura. 8 Tipos de mediciones realizadas en las larvas y juveniles de la cabrilla
arenera donde LN=Longitud Notocordal (mm) y LP=Longitud Patrén (mm).

6.7. Proceso Histoldgico

6.7.1. Larvas

A partir de las muestras obtenidas a lo largo del experimento, se tomaron 3
individuos de cabrilla arenera de cada uno de los dias muestreados y se llevaron al
laboratorio de Morfofisiologia, en el CICIMAR-IPN. El proceso de deshidratacion de
las larvas de cabrilla arenera se realizé con un proceso de doble inclusién (Alginato-
Parafina) basado en la metodologia de Basch (1986), el cual consistio en poner
dentro de un recipiente pequefo (1.5X1cm) una cantidad de alginato de sodio al 1%,
posteriormente la larva fue colocada en la posicién en la que se desea que salga el
corte y finalmente se agreg6 al recipiente unas gotas de cloruro de calcio al 0.25
Molar, con la finalidad de que el alginato endurezca, el resultado de este proceso es
una pastilla con la larva dentro de ella, de esta manera las larvas pueden ser puestas
en el procesador automatico de tejidos Tissue Tek Il modelo 4640-B (Miles
laboratories Inc. Tokio Japdn) para su deshidratacion e inclusion en parafina.

La deshidratacion consta de hacer pasar la muestra por un bano de alcoholes
en concentraciones ascendentes que van desde el alcohol de 80° hasta el alcohol
absoluto (Tabla No. 2). Posteriormente pasaron por un bafio que contiene alcohol-
cloroformo (1:1) y cloroformo respectivamente, esto hace que el agua contenida en
los tejidos de la larva sea removida por completo para darle paso a la parafina en su

punto de fusion.

CICIMAR-IPN 22



Julio Sanchez Gallegos Material y métodos

Tabla. 2 Concentraciones y tiempos de deshidratacion a los diferentes
alcoholes del procesador de tejidos a los que fueron expuestas las
muestras de individuos de la cabrilla arenera Paralabrax
maculatofasciatus.

Alcohol 80° 60 min.
Alcohol 96° 30 min.
Alcohol 96° 30min.
Alcohol 96° 30min.
Alcohol Absoluto 30 min.
Alcohol Absoluto 30 min.
Alcohol Absoluto 30 min.
Alcohol—Cloroformo 20 min.
(1:1)

Cloroformo 10 min.
Parafina | 40 min.
Parafina Il 40 min.
Parafina Il 60 min.

Una vez que las larvas en los bloques de alginato pasaron por el procesador
de tejidos, fueron incluidos en bloques de parafina.

Los cortes se hicieron con un micrétomo marca American Optical modelo 820,
(Scientific Instrument , Division; Buffalo, NY , EUA) utilizando cuchillas desechables,
los cortes fueron seriados y a un espesor de 3-4 um, puestos en un bafo de flotacion
con agua tibia ( 40°C) y gelatina (Bacto Gelatin, disco certified, Disco Laboratories® ),
esto permitid que los cortes se estirasen y recobraran su forma inicial y las muestras
se pegaran al portaobjetos. Los cortes seriados fueron puestos con una orientacion
de izquierda a derecha, dejandolos secar para posteriormente ser teiidos con las
técnicas de Hematoxilina — Eosina y Tricromica de Mallory. Asimismo a cada uno de
los portaobjetos se le asignd una clave para poder identificar los cortes al momento

de ser observados al microscopio.

6.7.2. Juveniles
En esta etapa, los organismos presentan una calcificacion completa en sus
estructuras éseas (craneo, columna, radios de aletas, entre otras) por lo que fue

necesario realizar un proceso de descalcificacion con EDTA al 5% previo a la
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deshidratacion, las muestras de los 60 y 70 DDE fueron puestas individualmente en
recipientes de plastico con una solucién de EDTA al 5% durante 7 dias, tiempo
necesario para ablandar las estructuras calcificadas. Pasado este tiempo, la
deshidratacion fue la misma que la de los demas organismos, sin embargo, antes de
que se embebieran en los bloques de parafina, se realizaron cortes que dividen al
organismo en dos o tres parte iguales dependiendo del tamafio del ejemplar a incluir,
la orientacion de las piezas del pez dentro del bloque de parafina, fue de tal manera
que los cortes coincidieran con un solo lado del bloque, tal y como se muestra en la

figura 9.

Todos los procesos histologicos para peces de 70 DDE en adelante fueron
realizados en el Laboratorio de histologia e histoquimica del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) en donde a los peces se les hizo
una diseccion de la génada, a esta edad se alcanza a diferenciar dicha estructura.
Los procesos de deshidratacion se hicieron manualmente, modificando el tiempo en
los alcoholes y poniendo un paso intermedio entre el alcohol y la parafina, el cual fue

Xilol-parafina a una concentracion de (1:1) por aproximadamente 20 min.

o A DX

o9 eoe@

Figura.9.- Posicion en las que fueron colocadas las piezas de los individuos
de cabrilla arenera dentro de los bloques de parafina para su corte en el micrétomo.
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6.8. Procesamiento de imagenes

Las preparaciones obtenidas de los cortes y las tinciones hechas a las larvas y
juveniles de cabrilla arenera fueron observadas en un microscopio Marca Olympus
de la Serie BX50 (Olympus optics, Tokyo, Japon.) con cada uno de los objetivos

correspondientes.

La digitalizacién y procesamiento de imagenes fue con la ayuda de una
camara Cool Snap pro Color (Hitachi America, Ltd., Brisbane, California, EUA) y del

paquete ImagePro plus ver. 4.5 (Media Cybernetics, Maryland, EUA).

6.9. Caracterizacion de los estadios de desarrollo de los oocitos

Para la caracterizacion de los estadios de desarrollo de las oogonias y oocitos,
fueron seleccionados solo las preparaciones que reunieran cierta calidad en cuanto a
lo observado al microscopio, como lo es, que el corte estuviera completo y que se
pudiera observar con buena definicién cada uno de los componentes de dicho corte,
para la clasificacion del desarrollo de los oocitos, se tomd la utilizada por Ocampo-

Cervantes (2002) para esta misma especie (Tabla 3).
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Tabla No. 3. Caracteristicas diagndsticas de los oocitos durante los
diferentes estadios de desarrollo en Paralabrax maculatofasciatus

tomada de Ocampo-Cervantes (2002).

Estadio Fase de
ovarico crecimiento

Estadio del
desarrollo del
oocito

Diametro
aprox.
um

Descripcién histolégica

I Crecimiento
primario

[l Crecimiento
secundario

11 Maduracion

Oogonia

Perinucleolar

Alvéolo cortical

Inclusiones
lipidicas

Vitelogénesis

Hidratacion-
maduracion

70

130

185

322

480

793

Células localizadas en el
epitelio germinal  formando
nidos.

Oocitos de forma poligonal,
nucleo con 6 o mas nucleolos
periféricos.

Oocitos de forma mas o menos
esféricas, incremento en el
diametro del nucleo, presencia
de alvéolos corticales con
pequefas inclusiones en la
periferia del oocito.

Presencia de inclusiones
lipidicas cerca del nucleo, se
observa la zona radiata y los
primeros granulos de vitelo.
Vitelogénesis inicial incremento
del diametro del nucleo,
vesiculas de lipidos rodeando el
nucleo, la zona radiata es mas
gruesa.

Vitelogénesis final, no hay
cambios notables en el diametro
del nucleo pero adquiere una
forma estrellada y los granulos
de vitelo son mas grandes.

Se presenta la migracion del
nucleo hacia el polo animal, los
granulos de vitelo comienzan a
fusionarse y al final se disuelven
por completo.
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7. RESULTADOS

7.1 Crianza larvaria

Esta primera etapa del experimento tuvo una duracion de 5 meses (mayo-
septiembre-2004), en donde a los organismos bajo cultivo se les suministrd la
cantidad de alimento antes descrito, el crecimiento de los organismos en general,
mostré una tendencia de crecimiento exponencial (Fig.10) con un mayor incremento
de talla en los dias 90, 95 y 100. La mortalidad de los organismos en el experimento
fue mayor en el tanque 14, en donde se registré la mortalidad mas alta con 40
juveniles de cabrilla arenera en el dia 20 (Fig.11), esto debido a que hubo una fuga
de agua en dicho tanque, por lo que se tuvo que reponer mas de la mitad del nivel
del agua. Después de este dia, fue cuando la mortalidad se elevo en los valores
antes mencionados, una vez que concluyd el experimento se realizé la biometria con
el fin de clasificar a nuestros organismos de acuerdo con el criterio utilizado por
Balon (2002), dichas mediciones de la longitud notocordal y longitud patrén se
realizaron en el momento en que se tomd la muestra de los individuos de la cabrilla
arenera y de esta manera darnos la idea del desarrollo de los individuos, quedando
la grafica como se muestra en la figura 12. La toma de muestras empezé a los 10

DDE hasta los 130 DDE, los datos de las longitudes se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4 Relacion de la longitud notocordal y longitud patron promedio de la biometria
realizadas a los individuos muestreados de cabrilla arenera durante el experimento.

140

120 4

100 -

Longitud Patron (mm)

40 -

20 4

80 +

60

DDE Longitud notocordal |DDE |Longitud patron

promedio (mm) promedio (mm)
10 1.89 +0.13 48 2234 £0.77
14 3.60 £0.12 50 2199 £1.29
16 3.73 £0.23 55 35.32 +3.03
18 4.02 £0.24 60 37.88 +2.10
22 597 +0.38 65 45.92 £3.42
24 641 £0.73 70 40.63 +4.23
26 6.61 £0.79 75 43.92 +9.39

Longitud patron

promedio (mm) 85 59.71 +2.64
28 735 £0.86 90 50.55 +10.54
30 6.38 +0.71 95 61.66 +6.36
32 10.14 £0.95 100 |72.61 +£5.22
34 9.30 +0.96 105 |67.32 +242
36 10.57 +1.27 110 |72.25 +3.66
38 1043 £1.47 115 |77.31 +1.66
40 11.58 £1.09 120 |80.39 +7.23
42 14.25 +0.64 125 8947 +£6.10
44 14.10 +0.56 130 [98.57 +1.40
46 17.34 +1.26

y= 0.1116x
2.7893e

R =0.9747

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
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Fig. 10 Crecimiento promedio de larvas y juveniles de cabrilla arenera durante
todo el experimento donde se observa una tendencia de crecimiento exponencial.
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Figura 11. Comportamiento de la mortalidad registrada en individuos de cabrilla
arenera por cada uno de los tanques sujetos a experimentacion durante los 5 meses.
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Figura12. Descripcion breve del desarrollo obtenido durante el tiempo de
experimentacién en los organismos de la cabrilla arenera de acuerdo al criterio
de Balon (2002).
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7.2 Proceso histolégico

En el proceso de las larvas de Paralabrax maculatofasciatus, se estandarizo la
técnica de inclusion doble (alginato-parafina) dando como resultado que el mejor
tiempo de exposicidon de estas muestras en la solucién de Alcohol-cloroformo y
cloroformo es de 20 y 10 minutos respectivamente, con dichos tiempos las muestras
no presentaron alteracion en la estructura de los tejidos, cabe mencionar que una
sobre exposicion a este tipo de solventes puede danar severamente la muestra al
grado de “quemarla”, sin embargo una exposicion insuficiente, no permite la

completa deshidratacion, haciendo dificil la observacion al microscopio.

Para los procesos de descalcificacion en los organismos de 70 DDE en
adelante, la solucién que dio mejor resultado fue el EDTA sobre la solucién de acido
férmico. Las muestras tratadas con EDTA al 5% presentaron una mayor facilidad
para la realizacién del corte, asimismo, la observacion al microscopio con esta
técnica tiene ventajas sobre la técnica de acido férmico, debido a que el acido al
entrar en contacto con las estructuras 6seas del organismo genera pequefias
burbujas que limitan la observacion de las laminillas, haciendo dificil su interpretacion

histologica.

En cortes realizados al organismo con una longitud notocordal de 2.01 mm (10
DDE) y procesado con la técnica de inclusion doble, se logra diferenciar algunas
estructuras de los 6rganos principales, como las células del pancreas y la region del
tubo digestivo, se observa claramente el notocordio, que sera sustituido
posteriormente por la columna vertebral, la regién cefalica y el globo ocular son
claramente distinguibles, sin embargo a esta edad aun no se alcanzan a diferenciar

las células germinales en estos organismos ( Fig. 13).

A una talla de 3.4 mm (12 DDE) se realizaron los cortes transversales y
seriados, en los cuales se observaron los paquetes musculares rodeando al tubo

neural, asi como al notocordio, también se observo el estdmago y el intestino
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delgado, ademas se pudieron diferenciar las criptas gastricas, el musculo circular del
estobmago y la capa de células mucosas que recubren las vellosidades del mismo;
debajo del notocordio se pudo observar el desarrollo de los rifilones (Fig. 14), a esta

edad las células germinales aun no estan diferenciadas.

Con una talla de 3.73 mm (16 DDE) la larva fue procesada sin la técnica de
inclusién doble, esto dio como resultado que las muestras obtenidas se observaran
dafiadas en la estructura del tejido muscular y del estbmago debido al manejo de la
deshidratacion y a la inclusién en parafina, en estas laminillas se dificultd la
observacion de los diferentes érganos del individuo, sin embargo, aun asi, en esta

talla no se lograron diferenciar las células germinales.

A una talla de 5.97 mm de longitud notocordal (20 DDE) se observaron las tres
regiones del tubo digestivo, anterior, medio y posterior, con las diferentes capas de
estos (células mucosas, criptas gastricas, musculo circular del intestino, etc.) se
observo también la regidon que ocupa la vejiga gaseosa, sin embargo a esta talla no

es posible la identificacion del epitelio germinativo ni de las células germinales.

En organismos con una talla de 6.9 mm y en cortes obtenidos de la parte
media del pez, se diferenciaron por completo los érganos adyacentes a la region de
la gonada tales como los rifiones, en los cuales se observaron los tubulos
conductores, asi como la parte que ocupa la vejiga gaseosa en la regidn superior de
la parte toraxica, sin embargo se observo parte del tejido mesodérmico debajo de
estas estructuras, es aqui donde iniciara la formacion de las células germinales.

También se observo el estbmago y parte de los paquetes musculares. (Fig. 15)
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Fig. 13.- Micrografia tomada de un corte sagital de Paralabrax maculatofasciatus con
una talla de 2.01 mm donde se observan los érganos del tubo digestivo (T.D.)
pancreas (Pc) y notocordio (Nt). 100X, Barra=100um. Técnica (H-E).

Fig. 14.- Micrografia de un organismo de 3.4 mm de longitud notocordal donde se
puede observar parte de las células del tubo digestivo (T.D.), los tubos colectores(T.C)
y las células musculares (C.M) Barra= 10um, 400X Técnica H-E.
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Fig. 15.- Micrografia tomada de la region media del cuerpo de un individuo de 6.9mm
se observan, los rifnones formados (Rn), parte del tejido mesodérmico (Tm) que dara
origen a las células germinales, asi como parte del estomago (Es) y los paquetes
musculares (PM), 100X Barrar = 100 um. Técnica (H-E).

En cortes realizados a un organismo con una talla de 11.6 mm (32 DDE), se
puede observar un grupo de 11 células formando una banda longitudinal de epitelio
mesodérmico a un lado del mesenterio dorsal, en esta talla, es donde se puede
definir que la formacién de las crestas germinales se esta desarrollando, sin embargo
en la micrografia se observan érganos como el tubo digestivo y los rifiones,

completamente formados (Fig. 16)

A una talla de 12.12 mm (36 DDE), se sigue observando el agrupamiento de
células germinales primordiales, se observa el desarrollo de estas células ocupando
un area de 223.2 ym?, sin embargo esta vez se pueden distinguir con mayor facilidad
las crestas germinales, ya que ambas estructuras pueden apreciarse en el mismo
corte, se observa la linea longitudinal del tejido mesodérmico que da origen a este
agrupamiento de células, la cual en esta talla presenta 12 células germinales
primordiales, con un area promedio de 4.62 ym?, se aprecian atn mejor las células

cuboidales de los rifiones y las partes del estémago (Fig.17)
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Fig.16.- Micrografia de la parte media de un individuo de 11.6 mm, donde se observan
los paquetes musculares (PM) y los rifiones ya desarrollados (Rn), asi como un
agrupamiento de 11 células en una banda longitudinal del tejido mesodérmico (PGCs); el
estdbmago también se observa completamente desarrollado (Es). 100X, Barra = 100 ym.
Técnica H-E.

Fig. 17.- Corte transversal en la region media de un organismo de 12.12 mm, las células
primordiales germinales se pueden observar como un agrupamiento de 12 células en
una prolongacion del tejido mesodérmico (PGCs), las células cuboidales de los rifiones
son facilmente diferenciadas (Cc) , por el tamafio y forma de éstas, asimismo se
observa en el corte las diferentes partes del estomago (Es). 100X , Barra = 100 pym.

Técnica H-E.
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El individuo de cabrilla arenera con una longitud de 12.30 mm (40 DDE),
presenta un aumento en el tamafo del numero de PGCs teniendo hasta el momento
una cuenta de 36 células germinales, se sigue observando la prolongacién del tejido
mesodérmico que sostiene a estas estructuras, a esta talla también se observa con
claridad el epitelio germinal que recubre la cresta genital. También se diferencian las

criptas gastricas y el tejido circular del estdmago. (Fig. 18).

Fig. 18.- Micrografia de un organismo con 12.30 mm se observa el aumento en tamafo y
numero de las células germinales (PGCs), parte del tejido mesodérmico (Tm), Las
criptas gastricas (Cg)del estbmago y el tejido circular del estomago (Tc). 400X, Barra =
10 ym. Técnica H-E.

A los 22.45 mm (50 DDE), se observé mayor desarrollo de la cresta germinal
es aun mayor, se aprecian las dos estructuras sostenidas por la prolongacion del
tejido mesodérmico, asi como un grupo aun mayor de células dentro de ellas,
también observamos los paquetes musculares, el estdbmago y parte del tubo

digestivo (Fig.19).
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Los organismos de 37.8 y 40.6 mm (60 y 70 DDE respectivamente), presentan
un aumento en el tamano de la gonada indiferenciada, sin embargo las células
germinales se pueden diferenciar facilmente del epitelio germinativo que las recubre
y las mantiene agrupadas, asimismo se observan también las demas estructuras
adyacentes a la gonada (estbmago, paquetes musculares, rifiones y el tubo

digestivo).

Fig.19.- Micrografia tomada de un organismo de 22.45 mm en la cual se aprecia el
desarrollo de la génada y se diferencia claramente las Células primordiales germinales
(PGCs) se observan también los tubulos conductores de los rifiones (Rn), los paquetes
musculares (Pm) y dentro del estdmago es son vistas las criptas gastricas (Cg). 40X,
Barra = 100 ym. Técnica Tricromica de Mallory.

A partir de la talla en la que se muestran las células germinales 11.3 mm (32
DDE), se realizé el seguimiento del desarrollo de dichas estructuras, asi como del
aumento en la talla de las mismas, en cada uno de los organismos procesados tal y
como se muestra en la fig. 20, el area de los primordios gonadales va en aumento
dependiendo de la talla del individuo, cabe mencionar que la medicion de células
germinales comprende las tallas desde 11.3 hasta 37.8 mm de longitud patron.

CICIMAR-IPN 36



Julio Sanchez Gallegos Resultados

Relacién del &rea de las oogonias

4.0E+03

3.5E+03

3.0E+03

2.5E+03+

S 2.0E+03-

1.5E+03

1.0E+03

5.0E+02+

area de los primordios gonadales

0.0E+00-
32 32 36 38 40 42 46 50 60

Dias despues de la eclosion

Fig. 20.- Superficie de los primordios gonadales en organismos de cabrilla arenera
desde el dia 32 hasta el dia 60 alcanzando una talla de 35.45 mm.

A una talla de 45.9 mm se pudo observar que hay un desarrollo de la gonada,

la cual esta indiferenciada.

Alos 65.29 mm de longitud patrén se observaron las células diferenciadas en
oogonias inmersas en el epitelio germinativo, en esta talla se considera que las
oogonias alcanzan el crecimiento primario y estan constituidas por un citoplasma
escaso con el nucleo visible, sin embargo presentan solamente un nucléolo, el area
promedio de estas oogonias es de 27.38 + 9.1 um?, asimismo en los cortes
realizados a este organismo se observa la parte del lumen del ovario, varios nidos de

oogonias con nucleo y la tunica albuginea (Fig. 21).
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Figura 21. Micrografia tomada de un corte de cabrilla arenera de 61.1mm ( 95DDE) donde
se aprecia el lumen del ovario(lo), varios nidos de oogonias con sus respectivos
nucleos(no), asi como parte de la tunica albuginea (ta), 400X , Barra =20 ym. Técnica H-E.

El desarrollo de la génada se ve en cortes posteriores, en organismos con talla
de 70.8 mm, donde las oogonias aumentan de tamafo y se observan algunos oocitos
en crecimiento primario dentro del estadio I, en esta etapa los oocitos tienen un area
promedio de 468.8 ym?, presentan en su mayoria formas redondeadas y poligonales,
el nucleo es claramente visible, se aprecian algunos nidos de oogonias con nucleo y

parte del lumen del ovario (Fig. 22)
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Figura 22. Micrografia tomada de un corte de cabrilla arenera de 70.8 mm (100DDE) se
aprecia el lumen del ovario(lo), pocas oogonias (O), oocitos en etapa de crecimiento en
estadio | (Oc), asi como parte de la tunica albuginea (ta), 400X , Barra =20 ym. Técnica

A una talla de 69.9 mm de longitud patrén se observaron que los oocitos
perinucleolares ocupan la mayoria de la region de la gbnada alcanzando un area
promedio de 624.09 um? asimismo se diferencian las capas foliculares de los
mismos, sin embargo también se observan algunos nidos de oogonias cerca de los
oocitos que presentan alveolo cortical, aun que estos son escasos a diferencia de
tallas anteriores, se muestra que el crecimiento de estos va en aumento, asimismo
se hace una comparacion del crecimientos de las oogonias y los oocitos desde tallas
de 35.45 mm hasta los 68.99 mm (Fig. 23), cabe mencionar que las tallas de los
organismo que presentan un area mayor a las de las demas oogonias, corresponden

también a las tallas en las que el crecimiento del mismo organismo fue mas lento.
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Fig. No. 23. Medicién del area de oogonias en organismos de cabrilla
arenera a diferentes tallas.

En los cortes realizados a organismos con una talla de 97.2 mm, se observa
gran parte de la gonada con oocitos perinucleolares, mostrando en la mayoria de
ellos la disposicion de 2 6 4 nucléolos, cuya forma esférica se encuentran
principalmente en la periferia del nucleo, el area promedio para los oocitos de esta
talla es de 799.8 + 269.3 ym?, y para los nucléolos es de 207.3 + 74.8 um?,, los
nidos de las oogonias siguen observandose en estas laminillas, sin embargo la
presencia de dichos nidos es aun menor que en tallas anteriores, asimismo el lumen

del ovario se puede observar con facilidad.(Fig. 24).

Asimismo se realiz6 la medicion y comparacion del crecimiento de los oocitos
perinucleolares en organismos con tallas que van desde los 72.3 hasta los 97.2 mm
mostrando un crecimiento oscilatorio similar en los organismos de 80.36 y 92.7 mm
(Fig. 25).
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Figura No. 24. Corte transversal de la gobnada de un organismo de cabrilla arenera de
97.2 mm (130DDE), se observan los oocitos perinucleolares (Op), los nucleos (N)
presentan de 2 a 4 nucléolos (Nu), asimismo los nidos de oogonias (No) se observan
pegados en su mayoria al lumen del ovario (Lo).
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Figura No. 25. Comparacién del area de los oocitos perinucleolares de organismos de
cabrilla arenera en diferentes

tallas

mostrando el

crecimiento  oscilatorio.
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8. DISCUSION

8.1. Crianza Larvaria

Los resultados obtenidos en las biometrias realizadas a los organismos de
Paralabrax maculatofasciatus mostraron durante todo el experimento un crecimiento
exponencial con una curva de crecimiento similar a la obtenida por Alvarez-Gonzalez
et al. (1999) para la misma especie. Asimismo los resultados en el crecimiento de la
cabrilla son similares a los obtenidos por Santamaria et al. (2004) durante el
larvicultivo de Dentex dentex, trabajo enfocado a la organogénesis de esta especie,
en donde la metodologia de alimentacion coincide en la mayoria de los puntos a la

realizada en este estudio, asi como la densidad propuesta para el larvicultivo.

La diferencia de tallas observada en este experimento corresponde a lo citado
por Van Aerle et al. ( 2002), estos autores mencionaron que la disponibilidad del
alimento en el medio influye para un 6ptimo desarrollo del organismo y que la
diversidad de tallas dentro de un mismo cultivo esta influenciada por diferentes
factores. Por otra parte Alvarez-Gonzalez et al. (2001) demostraron para la especie
en estudio que la densidad en la que se obtuvo mejores resultados en cuanto al
crecimiento, es la de 50 o 100 individuos/litro. Aunque la densidad manejada para
este experimento estuvo por debajo de los 50 individuos/litro, se presento una mayor
mortalidad en uno de los tanques en los primero 13 dias del cultivo. La cantidad de
alimento suministrada fue la misma que los demas tanques corroborando los citado
por los dos autores anteriores, ya que fue en este tanque donde se observaron los
organismo con mayor talla en menor tiempo durante todo el cultivo, esto se debid a
que hubo una mayor heterogeneidad de tallas, lo cual provoco que se presentara
canibalismo.

Al analizar la curva de crecimiento exponencial para este experimento se pudo
observar que hay una etapa en la talla de 11.6 mm de longitud patrén en donde el
desarrollo somatico no experimento un incremento. Al analizar los cortes histologicos

de los individuos de estas tallas, es aqui donde se da la primera diferenciacion de las
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células germinales, las cuales comienzan su desarrollo a partir de este momento,
esto es similar a lo reportado por Hendry et al. (2002) en Hippoglossus hippoglossus
ya que dichos autores mencionaron que la diferenciacion de las gonadas en dicha
especie coincide con la etapa de metamorfosis del organismo, por lo cual su
crecimiento somatico se ve detenido para ocupar la mayor parte de su energia en la
migracion del ojo y la obtencion de una mayor altura del cuerpo. Indar (1994)
menciond que el lento desarrollo y bajo incremento en la talla de individuos de
Hoplosternum littorale coincide con el periodo de transicién del organismo de
embrion libre a larva siendo en esta etapa el alimento el factor mas importante. Por
otra parte, Luquet y Watanabe (1986) mencionaron de que el momento en donde las
células germinales aparecen, es justo ahi cuando el alimento es importante, ya que

el organismo utiliza la mayor parte de éste para el desarrollo de las células sexuales.

Otro punto en la problematica de un cultivo larvario es el alto porcentaje de
mortalidad en los peces, son varios los autores que han mencionado que el punto
mas critico o también llamado “cuello de botella” se da en la crianza larvaria
(Timmermans 1987; Hendry et al., 2002; Alvarez-Gonzalez 2003; Santamaria et al.,
2004) y aunque la metodologia de siembra fue tomada de Alvarez-Gonzalez et al.
(2001), el porcentaje de supervivencia obtenida en el presente trabajo es
considerada como buena, con un 8.4 % en comparacion con lo obtenido por dicho

autor en experimentos con la misma especie en condiciones similares (11.1%).

Como se menciond anteriormente, la temperatura del agua durante todo el
cultivo larvario, permanecié constante, y aunque diversos autores ( Lim B.S. et al.,
2003; Goto-Kazeto et al., 2005; Suquet et al., 2005) manejaron que el desarrollo
gonadal esta influenciado por la temperatura; cabe mencionar que en este trabajo no
se pudo realizar dicha comparacion. Ademas de que los objetivos no eran con ese
fin, no hubo variacion en la temperatura, por lo que se descarta que la aparicién
tardia de las gonadas a una talla de 10.57 mm de longitud patréon haya sido por este
factor. Aunque la temperatura se mantuvo constante durante todo el experimento, el

desarrollo de la génada se pudo diferenciar hasta una talla de 10.57 mm por lo que
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en la mayoria de los trabajos sobre el desarrollo gonadico o la actividad reproductiva
de esta, se menciona la importancia de la temperatura, ya que esta influye
significativamente para la aparicién de dicho 6rgano (Pawson et al., 2000; Marafion-
Herrera et al., 2001; Ocampo-Cervantes 2002), sin embargo la temperatura se

mantuvo constante durante todo el experimento.

8.2. Manejo de muestras

En cuanto a la obtencién de muestras de los individuos, son varios los autores
que manejan preferentemente el anestésico MS-222 (Metilsulfonato de tricaina)
sobre los deméas anestésicos, especialmente para los trabajos histologicos, es
recomendado que los peces sean sacrificados con una sobredosis de dicho
anestésico, de esta manera se redujo el riesgo de que un tejido u organo halla
sufrido alguna alteracién en su estructura celular debido al estrés que sufren los
organismos al ser manipulados, dando como resultado una mejor observacién y
diferenciacion de cada una de las laminillas vistas al microscopio 6ptico (Rosales-
Velazquez, 1997; Tatsuya et al., 2002; Juhani & Scherck, 2003; Santamaria et al.,
2004). De igual manera, de la buena fijacion de las muestras depende en gran parte
el éxito de la observaciéon al microscopio para su analisis histolégico (Pena-
Martinez, 2000; Crespo et al., 2001; Tatsuya et al., 2002; Ochoa-Baez com. pers.)
durante este trabajo, se conté con muestras de ejemplares de cabrilla arenera fijadas
con formol al 4%, obtenidas de experimentos anteriores bajo las mismas condiciones
de larvicultivo realizadas por Alvarez-Gonzalez (2003), cabe mencionar que al
analizar estas muestras histologicamente para darnos una idea del desarrollo
gonadico, la estructura celular de algunos érganos presentaban una mala fijacién por
lo que no se puedo observar con claridad las estructuras que se buscaban, esto

seguramente se debid a que no se uso formol al 10% tamponado con fosfatos.

En cuanto al manejo y procesamiento histologico de larvas de Paralabrax
maculatofasciatus los organismos que fueron procesados con una doble inclusion de

alginato-parafina, mostraron una menor ruptura en los cortes observados al

CICIMAR-IPN 44



Julio Sanchez Gallegos Discusion

microscopio, esto facilito la observacion de cada uno de los érganos del individuo, no
asi los organismos que solamente se trataron con la inclusién en parafina, esto
concuerda con lo establecido por Basch (1986), sin embargo aun que se siguio la
misma metodologia y ésta fue fundamentada en organismos plancténicos se logro
estandarizar los tiempos de exposicion a los diferentes solventes para esta especie.
Con respecto a la diseccion de tres partes iguales a organismos mayores a una talla
de 40.62 mm se concuerda con Borquez et al.,, 1988 y Asoh & Kasuya 2002, ellos
mencionaron que este tipo de diseccion es una manera facil de obtener cortes en

mejor estado para el estudio de la estructura gonadal en los peces,

Para una buena apreciacion de los cortes histologicos realizados en los
organismos muestreados y especificamente para identificar la determinacion o
diferenciacién sexual, varios autores manejan la importancia de cortes seriados que
van desde las 5 hasta las 10 um. (5-10 um. Van Aerle et al. 2004; 6 ym. Hendry et al.
2002; 6 ym. Asoh & Yosikawa 2003; 5-9 ym. Santamaria et al. 2004) no obstante el
espesor que dio mejor resultado en este trabajo fue el de 3 um. en el caso de
organismos con una talla menor a la de 10.14 mm y de 5 ym para los organismos de
dicha talla en adelante. En cuanto a los procesos de descalcificacion que se llevaron
a cabo en este trabajo, obtuvimos un mejor resultado con la solucion de EDTA al 5%
que con la de acido férmico, la solucion en la que los organismos fueron fijados,
actud por si misma como descalcificante ( Ochoa-Baez, com. pers.), sin embargo al
introducir a los organismos en la solucidon de acido formico, este ocasionaba una
efervescencia en las estructuras del organismo, no asi la solucion de EDTA. la cual
era cambiada cada 48 hrs. para que la eficiencia de la solucion descalcificante fuese

la misma.

Las técnicas de tincion utilizadas en este trabajo fue la de Hematoxilina-
eosina, la cual es utilizada en la mayoria de los trabajos histoldégicos para observar
células de la gbnada asi como el desarrollo de la misma (Pena-Martinez, 2000; Asoh
y Kasuya, 2002; Devlin & Nagahama, 2002; Ocampo-Cervantez, 2002,) En este tipo

de tincion al ser una coloracion topografica se pudo observar con claridad tanto las
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células germinales como cada uno de los érganos de las larvas, una ventaja mas de
dicha tincion es que su costo no es elevado en comparacion con otras técnicas

histoquimicas como la de Vasa (Devlin y Nagahama 2002).

8.3. Ontogenia del desarrollo

En cuanto al desarrollo larvario de Paralabrax maculatofasciatus, tomando en
cuenta lo establecido por Balon (2002), nuestros individuos muestreados, estan
ubicados en el periodo larvario, en sus diferentes fases de vida de cada uno hasta el
dia 26, alcanzando la formacion de la placa hipurica, asi como los elementos de las
aletas pares e impares, no obstante Pefia-Martinez (2000) menciona que la
aparicion de las glandulas gastricas en el dia 16 DDE, marca la diferencia entre el
periodo larval y juvenil de los organismos con ontogenia indirecta, alcanzando tallas
de 26.6 mm de longitud total en organismos de 30 DDE, cabe mencionar que dicha
longitud se obtuvo en individuos de este experimento hasta el dia 48, por lo que
nuestros individuos alcanzaron morfolégicamente la clasificacion de juvenil hasta el

dia 36 de acuerdo a lo establecido por Balon (2002)

Histolégicamente, el desarrollo de los 6rganos en individuos de Paralabrax
maculatofasciatus sigue el mismo patrén que la mayoria de los demas vertebrados,
ya que aparece en los primeros dias de vida el estbmago aun indiferenciado, esta
caracteristica es una de los puntos mas importantes en el desarrollo del individuo, asi
como lo menciona Tatsuya et al. ( 2002) el desarrollo de las partes que conforman el
sistema digestivo en los teledsteos va a depender del la estrategia de vida que tenga
el pez , sin embargo un desarrollo inicial de éste, es caracteristico de las especies
omnivoras, ya que tiene que tener sus requerimientos alimenticios desde la primera
alimentacion exogena, de igual manera en la cabrilla arenera se pudo observar
histolégicamente dichos procesos, posteriormente comienza el desarrollo de los
organos adyacentes al sistema digestivo: pancreas e higado entre otros (Balinsky,
1978; Romer 1973).
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El desarrollo de los diferentes drganos en larvas de Paralabrax
maculatofasciatus corresponde a lo citado por varios autores, la aparicion de las
diferentes partes del tubo digestivo, higado y rifones es similar a la del Dentex
dentex (Santamaria et al., 2004) y Sarda orientalis (Tatsuya et al. 2002) sin embargo
las tallas a las que alcanza la formacion de la mayoria de los 6rganos es mayor en

Paralabrax maculatofasciatus que en las especies antes mencionadas.

8.4. Desarrollo de la gbnada

De acuerdo a lo observado en los cortes histologicos a organismos de
Paralabrax maculatofasciatus el desarrollo de la génada es similar a la de los demas
vertebrados, Devlin y Nagahama (2002), mencionaron que las células germinales en
diferentes especies de peces tanto marinos como de agua dulce, derivan de una
capa del tejido mesodérmico, sin embargo a diferencia de peces como los ciclidos,
en los cuales la diferenciacion de las células germinales puede observarse al los 3
DDE mediante una técnica de Vasa (Nagahama, 1999) ¢ ciprinidos (Timmermans et
al.1996) en donde dichas células aparecen antes de la sexta semana (DE) mediante
una técnica de anticuerpos monoclonados, el proceso histolégico que se llevo acabo
con estos organismo solo fue una inclusion en parafina y tefiidos con hematoxilina-
eosina y tricromica de mallory , las cuales son técnicas topograficas que demuestran

la afinidad de un tejido por los colorantes acidos 6 basicos.

Asimismo en los trabajos realizados por Park et al.,(2004) hicieron mencioén de
que las células germinales en Pseudobagrus fulvidraco aparecen en ambos lados de
los conductos mesonéfricos adjuntas a la capa germinal de la cavidad abdominal,
cuando el organismo tiene una talla de 7.8 mm y aunque en la cabrilla arenera se
observo una diferenciacion de las células germinales similar a la de esta especie,
esta caracteristica se puede observar a una talla menor a 6.9 mm de longitud

patron.
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Otro pez en el que, no solo es similar el desarrollo de la génada si no que
también el numero de PCGs encontradas en cada uno de los I6bulos de la gonada
aun indiferenciada, es la especie de Danio rerio, en donde Maack y Segner (2003)
reportaron que esta diferenciacion se puede observar a los 14 (dde) con una
agrupacion de 10 a 12 PGCs, sin embargo la aparicion de las células germinales en
Paralabrax maculatofasciatus fue hasta una talla de 11.3 mm, cuando el nimero de
células por cresta germinal es similar, cabe mencionar que en ambas especies las
técnicas de procesamiento histolégico fueron las mismas, asi como la observacion al

microscopio optico.

El desarrollo tanto de las células germinales, como de los l6bulos de las
gonadas de la especie en estudio, presenta el mismo patron que en la mayoria de los
serranidos, segun lo reporta Borquez et al. (1988), ya que en su estudio sobre la
estructura gonadal de tres especies del género Paralabrax menciona el desarrollo de
las mismas, otro punto que concuerda con lo mencionado por dicho autor es que el
tamano de los Iébulos izquierdos es mayor a los derechos, en las tres especies, este
crecimiento de un lébulo mas grande que otro también esta presente en cortes
histoldgicos realizados a nuestros organismos en estudio, esto puede apreciarse solo
en los organismos de tallas que van desde los 10.14 hasta los 40.62 mm, ya que en
tallas posteriores los I6bulos fueron seccionados de los individuos, de los cuales

solamente se proceso un solo Iébulo.

Una vez que las células germinales son diferenciadas en Paralabrax
maculatofasciatus, estas a su vez van formando un engrosamiento de tejido
mesodérmico para formar cada uno de los lobulos en donde se desarrollara la
gonada, de igual manera que Balinsky (1978) report6 el desarrollo de la gbnada, este
pudo observarse, a tal grado que se diferencia cada una de las partes de las crestas
germinales y como estas quedan suspendidas de la cavidad del mesenterio dorsal

por una linea delgada de células germinales, tal y como lo mencioné dicho autor.
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Anteriormente se habia mencionado la relacion del trabajo de Hendry et al.
(2002) hecha con el Hippoglossus hippoglossus y su similitud en la diferenciacion y
desarrollo de las gonadas, sin embargo estas células aparecen en el organismo a
una talla de 50.5 mm, mientras que en Paralabrax maculatofasciatus son
identificables a una longitud promedio de 37.88 mm. Borquez et al. (1988) reportaron
7 estadios de maduracion en Paralabrax humeralis, los cuales describe brevemente,
en el primero de ellos menciona una génada con aspecto de hilo, poco voluminoso y
de coloracion rosada, y aunque no menciona a que talla en los organismos presentan
las estructuras con esas caracteristicas, si hace mencion a las estructuras. Esta
forma de las estructuras es similar a la encontrada en Paralabrax maculatofasciatus,
en el presente trabajo se pudo corroborar lo dicho por el anterior autor, en este
estudio se obtiene un dérgano con caracteristicas similares a la talla de arriba
mencionada, Sin embargo, par la clasificacion de la madurez en los oocitos de este
trabajo fue tomada de Ocampo-Cervantes (2002), cabe mencionar que con respecto
a los siguientes estadios de madurez que el autor maneja, solo se llego al estadio Il
conocido como crecimiento primario, de igual manera que Borquez et al.(1988),
Ocampo-Cervantes no maneja la talla con la que los organismos fueron clasificados.
La fase final a la que se llego en este trabajo fue para ambas clasificaciones

unicamente la de desarrollo primario. Alcanzando un juvenil con 98.5 mm.

Los diferentes estadios de desarrollo de los oocitos en los organismo
procesados en este trabajo, concuerdan con lo mencionado por Yamamoto (1969)
donde describe los diferentes tipos de gonadas que existen en los teledsteos, asi
como los tipos de hermafroditismos y sus caracteristicas. Asimismo Rosales-
Velazquez (1997) encontré que Paralabrax maculatofasciatus presenta un desove
asincronico, lo cual se demostré histologicamente en este estudio , al observar

oocitos en diferentes estados de desarrollo .

La talla maxima alcanzada en este experimento fue de 98.5 mm , sin embargo

ya hay presencia de oocitos en crecimiento secundario, siguiendo el desarrollo de la
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gonada podriamos corroborar con lo citado por Lluch-Cota (1995), el cual encuentra

hembras sexualmente maduras a una talla de 150 mm

Durante el desarrollo de este trabajo, se logro determinar la talla en la que
aparecen las células primordiales germinales, asi como la migracién de las mismas y
el desarrollo del tejido gonadal hasta la fase de maduracién de crecimiento primario,
oocitos perinucleolares, lo cual permitira estimar los tiempos para estableces

protocolos de masculinizacién para esta especie.
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9.CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados encontrados en este estudio , se puede concluir

los siguientes puntos:

1)

4)

Se observa el desarrollo del tejido mesodérmico a una talla de 6.37mm (£0.7),
observandose 2 bandas longitudinales a ambos lados del mesenterio dorsal,
asimismo se observa el engrosamiento del mismo en los extremos formando

las crestas germinales.

La migracion de las PGCs comienza a partir de que los organismos alcanzan
una talla promedio de 10.14+ 0.95mm, haciéndose notar por un agrupamiento
de células germinales en estructuras pareadas debajo de la vejiga gaseosa en

la regidn superior de la cavidad toraxica.

El engrosamiento de las crestas germinales y el aumento tanto de tamafno
como de numero de células germinales se da en las tallas posteriores, esta
permanece como gbénada aun indiferenciada por varias tallas mas, sin
embargo la diferenciacién de las células germinales en oogonias ocurre a los

95 DDE con una longitud patron de 61.6 mm.

A partir de la talla antes mencionada se da una diferenciacion de las partes del
I6bulo de la génada (nidos de oogonias, lumen ovarico, teca entre otras) y asi

permanece hasta el final del experimento.

El estadio maximo de desarrollo de los oocitos alcanzado durante el periodo
de observacion es el de crecimiento primario ( oocitos perinucleolares),

utilizando el criterio de Ocampo-Cervantes, 2002.
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6) De acuerdo con el criterio utilizado por Balon 2002, durante la duracion del
experimento se observaron a los organismos de la cabrilla arenera pasar por p
los tres tipos de periodos, asi como sus diferentes fases, encontrando el

epitelio germinal en la fase de postflexion.

7) El analisis histoldgico realizado a los organismos de los mismos dias después
de la eclosion pero con diferente longitud patrén, demuestran que el diametro

de las oogonias es mas grande que el de tallas menores.
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10. RECOMENDACIONES

Con base a los resultados del experimento anterior y la experiencia adquirida

durante el desarrollo de este trabajo , se puede recomendar los siguientes puntos

para trabajos similares en un futuro:

1)

Se recomienda que el cultivo de Paralabrax maculatofasciatus se lleve a cabo
durante mas tiempo que en este trabajo, de esta manera se podrian obtener
individuos de una talla en la que histolégicamente se de la primera

maduracion sexual en dicho organismo.

Con respecto a la crianza larvaria es de suma importancia que se cubran
todos los requerimientos nutricionales que el organismo necesita con base a lo
ya establecido por varios autores para esta especie, asi como posibles

soluciones en caso de que la fuente principal de alimento se vea mermada.

En el proceso histoldgico de las larvas, se recomienda realizar la inclusién en
resina, de esta manera los cortes realizados a dichos organismos no se veran
afectados a la hora de los cortes en el micrétomo y su apreciacion en el

microscopio sera mejor.

De igual manera se recomienda el uso de técnicas histoquimicas como la de
Vas, que permitan observar los cambios durante la migracion de las PGCs asi

como su temprana diferenciacion.

Asimismo, si el objetivo del trabajo es observar el desarrollo de las PGCs, se
recomienda realizar los cortes histoldégicos solamente en la region medio-
posterior del individuo (incluyendo larvas) en una direccion antero-posterior del
cuerpo, de esta manera se minimiza el uso de material histolégico y los gastos

de la investigacion.

CICIMAR-IPN 53



Julio Sanchez Gallegos Recomendaciones

6)

Es recomendable que una vez que el tejido gonadico sea visible mediante una
diseccion sea retirado para ser procesado por separado del resto del
organismo, asi se apreciara mejor el I6bulo de la gonada y los diferentes

tejidos que los componen.

10.1 RECOMENDACIONES TECNICAS Y DE METODOLOGIA

1)

Se logro estandarizar la técnica de inclusion doble para larvas de Paralabrax
maculatofasciatus, con un tiempo de exposicion al alcohol-cloroformo de 20

min. y 10 min. en cloroformo.

Los cortes de larvas sin la doble inclusién, presentaron en su mayoria las
estructuras rotas debido al manejo durante el procesamiento, haciendo dificil

su observacion al microscopio.

La solucion descalcificadora que tuvo mejor resultado fue el EDTA al 5% por
aproximadamente 3 dias, con recambio constante de dicha solucion, de esta
manera los cortes se encontraron mas enteros en cuanto a su estructura que
con el acido férmico, esto debido a que el acido provoca burbujas al hacer

contacto con las estructuras que contienen calcio.

Se concluye también que no es necesario realizar los cortes histologicos de
todo el organismo, si no solamente de la parte medio-posterior del mismo, es

aqui donde se empieza a diferenciar las PGCs.
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