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RESUMEN

La presente tesis aborda 3 objetivos principales de la reproduccion de la cabrilla
sardinera, Mycteroperca rosacea en cautiverio.

Se describid el periodo reproductivo a través del desarrollo gonadal con métodos
histolégicos. Las muestras de la gonada fueron obtenidas mensualmente por
cateterizacion y los ovocitos de las muestras fueron clasificados en 5 categorias
de desarrollo. Se obtuvo la frecuencia de éstos, con lo que se describid la
distribucién de los ovocitos dentro del ovario a lo largo de un ciclo reproductivo.
Las hembras de la cabrilla sardinera mantenidas en cautiverio desarrollaron
ovocitos en estadios de vitelogénesis avanzada a partir de marzo hasta junio
donde podemos observar ovocitos atrésicos indicando el fin del periodo
reproductivo. Dos individuos que fueron descritas como hembras en febrero, se
encontraron en estadio bi-sexual en marzo y como machos en abril. El estado de
transicidon se observo durante el periodo reproductivo e incluyé la degeneracion de
ovocitos primarios y la proliferacién de espermatogonias.

En la segunda parte de la tesis se analiz6 el efecto de las hormonas
Gonadotropina Coriénica Humana y el analogo de la Hormona Liberadora de la
Hormona Luteinizante para inducir la Maduracion Final del Ovocito evaluando la
fecundidad, la tasa de fertilizacion y el numero de huevos viables. Las hembras
seleccionadas para el tratamiento hormonal fueron inyectadas con uno de los
siguientes tratamientos: 1,500 IU Kg™' HCG, 15 ug Kg' de LHRHa o 150 pg Kg™
de LHRHa. Durante el estudio, se indujo al desove a 38 hembras silvestres el
mismo dia de su captura y otras 59 hembras fueron mantenidas en cautiverio por
lo menos diez meses antes de las pruebas de induccidén. Se comprobd que las
hembras inducidas a desovar con HCG produjeron el mayor numero de huevos
fertilizados y viables (P < 0.05) con una fecundidad total de 3-571 x 10° y la tasa
de fertilizacion de 3—-100%. El diametro medio de los huevos fertilizados fue de
871 + 14 uym. Se obtuvieron mas de 9.5 x 10° huevos.

Finalmente, se cuantificd la concentracion de esteroides sexuales comunes (E2, T,
y 11-KT) contenidos en sangre de reproductores mantenidos en cautiverio durante
un ciclo reproductivo y su relacion con el grado de desarrollo gonadal. Los ovarios
tuvieron un mayor porcentaje de ovocitos primarios durante el ano. La tasa de
ovulacion fue mayor en junio y los niveles de E2 incrementaron en abril, la T no
tuvo cambios significativos a excepcién de julio durante el periodo de post-desove.
Los niveles de 11-KT permanecieron sin cambios significativos a lo largo del afio.
Los machos tuvieron un incremento significativo de E2 de marzo a julio, los niveles
de T permanecieron sin variaciones significativas a través del afio y los niveles
plasmaticos de 11-KT incrementaron de marzo hasta julio. Se observd un
decremento agudo en agosto lo que coincidioé con el periodo de post-desove.

Palabras clave: esteroides sexuales, reproduccion artificial, desarrollo gonadal,
Mycteroperca rosacea, cambio de sexo



ABSTRACT

This study focuses on 3 basic aspects of Leopard grouper, Mycteroperca rosacea
reproduction in captivity.

The reproductive period through gonad development was described by histology
samples obtained by monthly catheterization of the gonad. Oocytes from samples
were classified in 5 development categories. Oocyte distribution was obtained for
the reproductive cycle. Females in captivity developed oocytes in late stages of
vitellogenesis from March to June where atresic oocytes were observed indicating
the end of the reproductive cycle. Two individuals that where females in February
were found in bi-sexual immature stage of development in March and as males in
April. Transition stage was observed during the reproductive period and included
primary oocyte degeneration and the proliferation of spermatogonial cells.

The effects of Human Chorionic Gonadotropin and the Luteinizing Hormone
release analog to induce Final Oocyte Maturation was analyzed for results in
fecundity, fertilization rate and the total number of viable eggs. Females were
treated either with 1,500 IU Kg™' HCG, 15 pg Kg' LHRHa or 150 ug Kg"' LHRHa.
During the study, 38 wild females were induced to spawn on the same day of
capture and other 59 females were maintained in captivity at least ten months
before induction to spawn trials. Females induced to spawn with HCG produced
the highest number of fertilized and viable eggs (P < 0.05) attaining a total
fecundity from 3 to 571 x 10° eggs and a fertilization rate from 3 to 100%. Mean
fertilized egg diameter was 871 + 14 pm and over 9.5 x 10° eggs were obtained.
Finally, the concentration of common sex steroids (E2, T, y 11-KT) contained in
blood of captive broodstock was quantified during one reproductive cycle. The
results were compared and related to gonad development. During the year, ovaries
contained a higher proportion of previtellogenic oocytes. Ovulation rate was
elevated in June and E2 levels increased in April, T maintained without significant
changes with the exception of July during post-spawning. 11-KT maintained
without significant changes throughout the year. Males had a significant E2
increase from March to July, T maintained without variations throughout the year
and 11-KT concentration increased from March to July with a sharp decrease in
August which coincided with the post-spawning period.

Key words: sex steroids, artificial reproduction, gonad development, Mycteroperca
rosacea, sex change
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INTRODUCCION

1. Biologia de la especie y estatus poblacional

La cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea, es una especie clasificada en el
grupo de los meros que pertenece a la familia Serranidae, (subfamilia
Epinephelinae) (Heemstra y Randall, 1993). Los meros habitan principalmente las
aguas tropicales, subtropicales y mares templados (Bruslé y Bruslé, 1975; Abu-
Hakima, 1987; Lee et al., 2002). La cabrilla sardinera (Inglés: Leopard grouper) es
una de las 5 especies del género Mycteroperca que se encuentran en aguas
tropicales del Pacifico (Rosenblatt y Zahuaranec, 1967; Heemstra y Randall, 1993)

(Figura 1).

Figura 1 Reproductor de cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea.

Se distribuye en la costa sur oriental de la peninsula de Baja California (Pacifico
Central del este) y en todo el golfo de California hasta Jalisco, México (Figura 2).

Su hébitat incluye areas rocosas cerca de la linea de costa y alrededor de islas y



zonas de praderas submarinas (Allen y Robertson, 1998; Mendoza Bustamante,
2002). Se localizan en profundidades menores a 50 m donde la temperatura anual
del agua fluctua entre los 20 y 30 °C y la salinidad entre los 34 y 35 %0 (Heemstra y
Randall, 1993; Gracia Lopez et al., 2004a). Es un componente importante de las
pesquerias artesanales y deportivas de Baja California Sur, particularmente en la
Bahia de La Paz y sus areas aledanas (Pelaez Mendoza, 1997; Diaz Uribe et al.,
2001). Es una especie que se adapta facilmente a las condiciones de cautiverio y
es resistente a enfermedades y manejo (Gracia Lopez com. Pers.). La cabrilla
sardinera tiene un alto precio en el mercado y una gran demanda para consumo

local (Gracia Lopez et al., 2004b).

Figura 2. Distribucion geografica de la cabrilla sardinera, M. rosacea.



La sobre-explotacidén de la especie, ha llevado a que se haya introducido en la lista
roja de especies amenazadas (IUCN “Red List of Threatened Species -VU
A1d+2d”), en la cual ha sido catalogada como una especie con riesgo a la
extincion en el medio natural en mediano plazo. Se estima que la poblacién de
esta especie sufra una reduccién de >20% en los proximos diez afios o tres
generaciones, lo que ocurra primero y con base a los niveles de explotacién
(IUCN, 2006). Por este motivo y por el interés comercial de la especie, se ha
hecho un esfuerzo para incrementar la produccion controlada de juveniles con la
finalidad de alcanzar una produccién sostenible para futuros planes de
repoblamiento y abastecimiento comercial (Gracia Lopez et al., 2004a, 2004b,

2005).

2. Antecedentes de investigacion con la cabrilla sardinera

Los estudios de la biologia de la cabrilla sardinera han sido basados en la
alimentaciéon natural donde los resultados mas destacables indican que los
individuos adultos se alimentan de bancos de arenque, Harengula thrissina,
anchovetas, Cetengraulis mysticetus y otros peces (Pelaez Mendoza, 1997), y que
los juveniles se alimentan durante el dia, de peces y crustaceos bentdnicos
(Hobson, 1968). Los estudios de la edad y crecimiento indican que la cabrilla
sardinera es un pez con una baja tasa de crecimiento, atribuido principalmente a

sus habitos alimenticios (Diaz Uribe et al., 2001). También, se han realizado



estudios de la ecologia del reclutamiento los cuales han sido basados en la
relaciéon entre la abundancia de la cabrilla sardinera y la disponibilidad de las

zonas de sargazo como habitat de asentamiento (Mendoza Bustamante, 2002).

Desde el afio 2001 ha sido posible realizar investigacion sobre la reproduccién y el
cultivo larval de M. rosacea en las instalaciones del Centro de Investigaciones
Biolégicas del Noroeste (CIBNOR) en La Paz, B.C.S., México. Dentro de estos
estudios se encuentran trabajos de induccion hormonal con Gonadotropina
Coriénica Humana (HCG) de organismos silvestres con una produccion de mas de
40,000 huevos hembra™, la descripcién del desarrollo embrionario y la morfologia
de huevos y larvas hasta el momento de la primera alimentacion (Gracia Lopez et
al., 2004a). Se han realizado estudios con reproductores silvestres y en cautiverio
inducidos al desove con HCG y el analogo de la Hormona Liberadora de Hormona
Luteinizante (LHRHa) obteniendo fecundidades superiores a 2,358 x 10° huevos y
una tasa de fertilizacion total de 62 % (Kiewek Martinez, 2004). También ha sido
posible comprobar, el efecto de la temperatura y la salinidad sobre huevos y larvas
(Linares-Aranda, 2003; Gracia-Lépez et al., 2004b), y la produccion de larvas y

juveniles en una pequefia escala piloto (Gracia-Lopez et al., 2005).

Se estudié el efecto de la infeccion con Aeromonas hydrophila sobre dos de los
periodos iniciales de vida (embrién y juvenil) registrando la supervivencia,
parametros hematoldgicos y alteraciones histopatologicas. En el periodo

embrionario, en el paso de la fase de embrion a embrién libre, no se encontraron



diferencias significativas en los porcentajes de eclosion. Durante la fase de
embrion libre y después de 23 horas de haberse infectado, se encontré una menor
supervivencia Con respecto al periodo juvenil no existe diferencia significativa en
la concentracion de hemoglobina ni en la cuenta total de leucocitos. Se
encontraron alteraciones en el higado y conforme se incremento la dosis, el dafio

se presentd en el rindn y en el intestino (Gomez-Rojo, 2007).

Se analizaron los factores genéticos que influencian la respuesta inmune de la
cabrilla sardinera al ser infectada con bacterias. En especifico, se analizé la
expresion geénica diferencial en el rifidn de M. rosacea a partir de un bioensayo de
vacunacion genética con el vector plasmidico pOMP48-LP. Del analisis de
despliegue diferencial del ADNc se obtuvieron 7 EST’s semejantes a secuencias
génicas de teledsteos con funcién hipotética con 5 genes (IGSF11, SKIV2L,
Yippee, MERTK y AP) relacionados al sistema inmune. El despliegue diferencial
mostré evidencia sobre la capacidad de la vacunacion genética, en estimular una
respuesta inmune especifica bacteriana, sin efectos inflamatorios (Zepeda-Nufiez,

2007).

Sin embargo, sigue existiendo baja supervivencia larval en la primera
alimentacion, lo que ha llevado a estudios de enzimologia, morfologia larval y el
uso de probidticos. Se ha estudiado la morfologia larval relacionada con el tamafo

de la boca de la larva (Martinez-Lagos y Gracia-Lopez, 2009), y la evaluacion de



la capacidad digestiva de la cabrilla sardinera (M. rosacea) durante su desarrollo

larvario (Martinez-Lagos et al., En prensa).

En cuanto a los probidticos, se evaluo la administracion en la dieta de la levadura
marina (Debaryomyces hansenii, cepa CBS 8339), se observd un gran potencial
de adhesion en el intestino y se obtuvieron diferencias significativas en
hemoglobina (IgM), supervivencia y proteina plasmatica en peces alimentados con
la dieta-levadura (Reyes et al., 2008). También se esta analizando la expresion
génica diferencial en los linfocitos ante la infeccion experimental por Aeromonas
hydrophila. La adicion de la levadura en peces retados con A. hydrophila, produjo
un aumento significativo en IgM, y las enzimas superoxido dismutasa y catalasa
asi como la expresion molecular de los genes CAT y HSP. Se han obtenido
también, los valores de las variables hematolégicas en juveniles (Reyes et al.,

2008).

3. Reproduccion de los peces teledsteos

En los vertebrados, el sistema neuroendocrino es fundamental para el control de la
reproduccion. La percepcion de los estimulos ambientales como el fotoperiodo y la
temperatura, entre otros, esta regida por el sistema nervioso e incluye el paso del
estimulo desde los receptores sensoriales al cerebro (Zanuy y Carrillo, 1987). En

el hipotalamo se producen hormonas que son transportadas a través de axones



neuronales a la pituitaria, donde inhibiran o estimularan la liberacion de
gonadotropinas al torrente circulatorio (Peter, 1983; Zanuy y Carrillo, 1987,
Nagahama, 1994; Peter y Yu, 1997; Weltzien, 2004). La glandula pituitaria, tanto
por su origen como por su funcioén, es la mas compleja e importante del sistema
enddécrino. Es un lugar de sintesis, almacenaje y liberacién de varias hormonas
peptidicas. Puede ser considerada como un transductor que, a través de sus
secreciones, posibilita que el sistema nervioso central controle un rango muy
amplio de funciones endocrinas, como la reproduccion, la osmorregulacién, el

crecimiento y alguna forma de control del metabolismo (Zanuy y Carrillo, 1987).

3.1. Papel de las hormonas en la reproduccion de peces

En el hipotalamo de los peces teledsteos, podemos encontrar la presencia de la
Hormona Liberadora de Gonadotropina (GnRH). Los cambios en las
concentraciones hipotalamicas de GnRH, generan cambios en la actividad
gonadal (Peter, 1983). Esta bien establecido, que las gonadotropinas son las
principales hormonas en la regulacién de la gametogénesis, estas no actuan
directamente sino que trabajan en conjunto con esteroides gonadales que regulan

los procesos de gametogénesis (Nagahama, 1994).



3.1.1. Gonadotropinas (GtH)

En los teledsteos, como en todos los vertebrados, sin excepcion, las funciones de
la gbénada son mantenidas gracias a las Gonadotropinas (GtHs). Las células
productoras de gonadotropina tienen, por tanto, una posicién importante en la
cadena de estructuras que sirven para asegurar la reproduccion y la supervivencia
de las especies y son los artifices finales del proceso de crecimiento gonadal,
maduracion y desove (Zanuy y Carrillo, 1987; Nagahama, 1994). En los
teledsteos, la maduracion de los ovocitos esta acompanada por un incremento
significativo en los niveles plasmaticos de gonadotropina y los niveles de

esteroides de la gdénada (Mylonas et al., 1997).

Existe evidencia de la existencia de dos tipos de GtHs que son quimicamente
distintas, la Gonadotropina del tipo | (GtH |) que se encuentra relacionada a la
Hormona Luteinizante (LH) de tetrapodos (Kah et al., 1989; Nagahama, 1994;
Mylonas et al., 1997; Mylonas et al., 1998) y aumenta en concentracion durante el
periodo de gametogénesis y espermatogénesis (Nagahama, 1994) y la
Gonadotropina del tipo Il (GtH IlI) que guarda relacion con la Hormona Foliculo
Estimulante (FSH) debido a que se encuentra principalmente involucrada en la
activacion de la Maduracién Final del Ovocito (FOM) (Kah et al., 1989; Nagahama,
1994; Tyler y Sumpter, 1996; Mylonas et al., 1997; Mylonas et al., 1998). Los

niveles de GtH Il plasmaticos en ocasiones son indetectables durante la fase



previa a la FOM e incrementan gradualmente durante ésta, mostrando un pico

pronunciado justo antes de la ovulacion (Nagahama, 1994; Mylonas et al., 1997).

3.1.2. Vitelogénesis

La vitelogénesis es el evento principal responsable del crecimiento de los ovocitos
en peces. La principal funcion es el secuestro y el empaquetamiento de
vitelogenina. El estradiol producido dentro del ovario bajo la influencia de las
gonadotropinas es introducido hacia el sistema vascular y estimula la sintesis y la

secrecion hepatica de la vitelogenina (Nagahama, 1994) (Figura 3).
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Figura 3. Regulacion hormonal de la vitelogénesis en peces teledsteos

La vitelogenina (VTG) es una glicolipofosfoproteina de plasma especifica de las
hembras en estado de maduracion y coincide con la aparicidon de granulos de
vitelo por debajo de la membrana vitelina. Esta comparte muchas caracteristicas

con las VTGs de aves y reptiles (Devlin y Nagahama, 2002).

La estimulacion gonadotropica del ovario durante la vitelogénesis da como
resultado la produccién de T, y su aromatizacion hacia E2 la cual estimula la

produccién hepatica de VTG (Mylonas et al., 1998). Prat et al., (1990) en estudios
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con D. labrax observan una relacion directa entre los niveles de T y E2
plasmaticos y la evolucion del diametro de los ovocitos durante el periodo de
gametogénesis y de desove sugiriendo que el E2 se encuentra involucrado en la
sintesis de VTG durante la vitelogénesis y que la produccion de E2 es

dependiente de la T.

Los niveles plasmaticos de GtH Il son mayores en el estadio vitelogénico, debido a
gue se han observado elevaciones significativas en E2 y T, durante el estadio de
migracion de la vesicula germinal. La participacion de GtH Il en la estimulacion de
la esteroidogénesis del ovario y el inicio de la FOM aun no ha sido comprobada.
Es posible que el ovario sea sensible a la estimulacién con GtH Il al final de la
vitelogénesis y un pequefio y estadisticamente insignificante incremento de GtH I
en el plasma sea suficiente para inducir un cambio significativo en la produccion

esteroidogénica (Mylonas et al., 1997).

Se ha sugerido que un incremento en E2 plasmatico durante la post-vitelogénesis
puede funcionar como una sefal para la finalizacion de la vitelogénesis, propiciar
la sintesis de GtH Il de la pituitaria como preparacién para el incremento de GtH |l
pre-ovulatorio o facilitar el desarrollo de la competencia de madurez de los

ovocitos (Mylonas et al., 1997).

Los niveles maximos de VTG se observan dos meses antes del desove y se

mantienen elevados durante toda la época de desove y varios dias post-desove.
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El perfil anual de los niveles plasmaticos de VTG ha sido corroborado con el

desarrollo de los ovocitos vitelogénicos dentro del ovario (Mafnands et al., 1994).

Al finalizar la vitelogénesis, hay un surgimiento de la GtH Il plasmatica, la cual
induce una caida en el nivel plasmatico de E2, un incremento en T y una gran
elevacion de los niveles del Esteroide Inductor de la Maduracion (MIS), el

progestrégeno que induce FOM. (Aida, 1988; Mylonas et al., 1998).

3.1.3. Esteroides sexuales

Las hormonas esteroideas son sintetizadas en las gonadas por el estimulo de las
gonadotropinas para después ser transportadas por el torrente sanguineo
(Nagahama, 1994; Bhandari et al., 2004b). En los machos, son sintetizadas en las
células de Leydig (Yaron, 1995; Yaron y Sivan, 2006), y juegan un papel
fundamental en la gametogénesis, la regulacion del comportamiento reproductivo
y el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios (Aida, 1988; Nagahama,
1994; Schulz y Miura, 2002; Patifio y Sullivan, 2002; Yaron et al., 2003). Por lo que
en la mayoria de los estudios de endocrinologia de peces, se considera importante

la concentracion de esteroides en la sangre de los organismos reproductores.

Dentro de los esteroides sexuales mas comunmente estudiados se encuentran, el

Estradiol (E2), la Testosterona (T) y 11-Ketotestosterona (11-KT) (Chan y Yeung,
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1989). Estos niveles de esteroides en el plasma nos proporcionan informacion
acerca de la situacion en la que se encuentra el eje pituitaria-génada y por lo tanto

del estatus reproductivo del pez (Merson et al., 2000).

Existe un gran interés en los cambios rapidos que acompafian la maduracion
gonadal final de los peces. Gracias a estos estudios, se ha podido asegurar que
los andrégenos son precursores de estrégenos y que éstos son liberados hacia el
plasma cuando no son requeridos para su aromatizacion (Prat et al., 1990). La
ruta de produccion de los esteroides sexuales comienza con la sintesis de
pregnenolona que es un precursor esteroidal que produce esteroides mediante la
abertura de colesterol, que es seguido por la produccién de progesterona, 17a-
hydroxypregnenolona, 17a-hydroxyprogesterona, dehydroepiandrosterona vy

androstenediona (Devlin y Nagahama, 2002).

3.1.2.1. Andrégenos

Los androgenos (T y 11-KT) juegan un papel fundamental en la diferenciacion
sexual de los peces (Baroiller et al., 1999; Rohr et al., 2001; Devlin y Nagahama,
2002). La T es producida en las células de la teca dentro de la gbnada (Kagawa et
al.,, 1982) y es el precursor de 11-KT y E» (Kroon y Liley, 2000; Devlin y
Nagahama, 2002; Barannikova et al., 2004). El tejido de la teca ovarico, contiene

todas las enzimas necesarias para la produccion de T y de otros andrégenos
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precursores, mientras que la granulosa no sintetiza esteroides de novo pero es
capaz de convertir la T a estrogenos mediante la enzima aromatasa (Devlin y
Nagahama, 2002). En algunos peces hermafroditas protogineos como el perico,
Thalassoma bifasciatum, los derivados de T inducen los caracteres sexuales
secundarios de los machos y son responsables de la masculinizacion de la
gonada (Lone et al., 2001) promoviendo el desarrollo de esperma (Rodriguez et

al., 2001).

La 11-KT se encuentra, por lo general, en mayor concentracion en machos ya que
es un esteroide esencial para las funciones reproductivas aunque ha sido
cuantificada también en hembras (Lone et al., 2001; Lokman et al., 2002; Alam et
al., 2005); Es un andrégeno potente en la mayoria de los peces estudiados
(Cuisset et al., 1994; Mylonas et al., 1997) y es sintetizado a partir de la T por las
enzimas P45011B y 11B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa dentro de los intersticios
testiculares (Alam et al., 2005). En los machos, juega un papel muy importante en
la maduracién sexual, en el desarrollo de caracteres sexuales secundarios y el
comportamiento reproductivo (Alam et al., 2005). Es sintetizada en la testis de
todos los peces teledsteos y los niveles plasmaticos se correlacionan con el indice
Gonadosomatico (IG) y la espermiacion (Cuisset et al.,, 1994; Nagahama, 1994;
Kroon y Liley, 2000; Lone et al., 2001; Rodriguez et al., 2001; Rohr et al., 2001;
Schulz y Miura, 2001; Alam et al., 2005). En las hembras se cree que este
andrégeno se encuentra involucrado en los cambios morfolégicos que ocurren

durante la maduracion sexual (Rohr et al., 2001; Barannikova et al., 2004),
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pudiendo ser el inductor final de la reversidon sexual de peces hermafroditas
protogineos (Kroon y Liley, 2000; Higa et al., 2003; Bhandari et al., 2004b; Alam et
al., 2005; Sarter et al.,, 2006), aunque su papel en ésta es dependiente de la

especie y las condiciones medioambientales (Lone et al., 2001).

Los androgenos, principalmente la T y la 11-KT han sido medidos en el plasma de
los peces durante el ciclo sexual. Los niveles mas elevados se presentan durante
la época reproductiva coincidiendo con la presencia de espermatozoos (Fostier et
al., 1983). Este incremento se prolonga a través de la mayor parte del periodo de
gametogénesis y de desove. En este caso, el papel de 11-KT puede estar mas
relacionado con la iniciacion de la espermiacion (Prat et al., 1990). Prat et al.
(1990) en estudios con la lubina, Dicentrarchus labrax, observan un segundo pico
de T al final del periodo post-desove al inicio del periodo de pre-gametogénesis y
que este incremento fue superior que el observado durante el periodo de desove
aunque no se relaciona con el nivel plasmatico de (11-KT) de machos y de E2 de
hembras. Por lo que concluyen que la T puede jugar un papel diferente en el
desarrollo reproductivo al final del periodo post-desove. También se ha observado
que los niveles en plasma de T y 11-KT (en ambos forma libre y conjugada)
decrecen significativamente al progresar el periodo espermatico. Los niveles de
11-KT son mas altos que los de T, lo que indica una mayor relevancia de este

andrégeno.
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Ademas, estudios recientes sugieren que cantidades significativas de 11-KT
circulan en la sangre de las hembras de los peces teledsteos y que la 11-KT
incrementa notablemente durante las fases finales de la ovogénesis lo que indica
que este esteroide juega un papel funcional en la ovogénesis de los teledsteos

(Alam et al., 2005).

3.1.2.2. Estrogenos

El E2 es el esteroide sexual responsable de la diferenciacion sexual de las
hembras (Strissmann y Nakamura, 2002; Bhandari et al., 2004b) y también se
encuentra relacionado al comportamiento reproductivo (Kroon y Liley, 2000). El
decremento de los niveles de E2 tiene como consecuencia la interrupcion de la
vitelogénesis lo que produce la degeneracion de los ovocitos y en algunos casos

lleva al desarrollo de testas (Sarter et al., 2006; Bhandari et al., 2004b).

El precursor de E2 es la T, cuya sintesis es un proceso de dos células que
involucra a las células de la teca y granulosa y es un factor importante para la
produccion de esteroides sexuales durante la maduraciéon sexual (Devlin y
Nagahama, 2002). Esta bien establecido que el E2 es la hormona que
principalmente estimula la produccién hepatica de VTG en teledsteos y que el
nivel de E2 plasmatico incrementa con el desarrollo gonadal estacional (Harmin et

al., 1995). También, el E2 es responsable de disparar el incremento de la LH. En
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los teledsteos con ovarios sincrénicos por grupos el incremento de gonadotropina
ovulatoria sucede ciclicamente en la ovulacion como sucede con la Hormona
Luteinizante (HL) en aves y mamiferos. El E2 actua a nivel gonadal para estimular
el desarrollo de los ovocitos pero también actua indirectamente controlando la
expresion de los genes en los tejidos no gonadales, los cuales son necesarios

para el crecimiento de los ovocitos (Devlin y Nagahama, 2002).

En estudios con la dorada, Sparus aurata, un pez que desova multiples veces, se
han encontrado altos niveles de E2 durante la época de desoves (Prat et al.,
1990). Por otro lado, algunos autores han observado una buena correlacion entre
los niveles plasmaticos de E2, el IG y el tamafo de los ovocitos durante el periodo
de vitelogénesis (Prat et al., 1990). Kobayashi et al.,, 1986, demuestran en
estudios con carpas, que el E2 se produce principalmente en la primera parte del
ciclo ovulatorio y que la T en la ultima parte, seguido por un incremento de GtH y

la ovulacion al final del ciclo.

En algunas especies de salménidos, la ovulacion es precedida por un decremento
continuo primero de E y después de los niveles de T y un incremento drastico en
17a-hydroxy,20B-dihydroprogesterona (17a,203-OHP), que puede ser el esteroide

mas probable para inducir la maduracién en salménidos (Zohar et al., 1986).
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3.1.2.4. Esteroides sexuales en la maduracién

Kobayashi et al. (1986) describen los cambios que ocurren durante los ciclos

ovulatorios de las carpas japonesas, sintetizandolos en 4 puntos principales:

Incremento de E2 el cual estimula la vitelogénesis.

e Incremento gradual de T seguido del incremento de E2.

e Incremento de GtH ovulatorio que causa un incremento en T seguido por un
cambio de la producciéon de hormonas esteroideas de T a 17a,203-diOH-P
que es un MIS de los ovocitos.

e Ocurre la ovulacién con el incremento de GtH que puede estar asociado

con la produccién de prostaglandinas.

Los foliculos vitelogénicos producen exclusivamente E2 y los foliculos
posvitelogénicos producen T y no E2. Los cambios, en el plasma, de la
concentracion del esteroide dominante de E2 a T parece ser el reflejo de un
desarrollo progresivo de los foliculos durante el ciclo ovulatorio (Kobayashi et al.,

1986).

Los efectos de los androgenos como la T y el esteroide sintético 17a-

metiltestosterona (MT), en la maduracion del ovario, generalmente es atribuida a
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su aromatizacion. Debido a que 11-KT no es capaz de aromatizarse, se cree que

no juega un papel en el desarrollo sexual (Alam et al., 2005).

Al acercarse el periodo reproductivo, se da un incremento en la T plasmatica en
machos funcionales al igual que un incremento de E2 en hembras funcionales
(Chan y Yeung, 1989). Los cambios, a corto plazo, en los niveles sanguineos de
esteroides, asociados con la espermiacién y el desove, son similares en los
machos de algunas especies de teledsteos (Barry et al., 1990). Al comienzo de la
espermiacion, los niveles plasmaticos de andrégenos decrecen y hay un
incremento en los niveles de 17a,20B-kihydroxy-4-pregnen-3-one (17,20B-P) vy

17a-hydroxyprogesterona (17-P) (Barry et al., 1990).

Una vez que el ovocito ha crecido totalmente, se vuelve competente para realizar
la FOM, la cual incluye el término de la meiosis y la maduracion del citoplasma. La
FOM es requerida para una fertilizacion exitosa (King et al., 1994). En respuesta al
incremento de los niveles circulantes de una GtH de maduracion especifica, los
foliculos ovaricos cambian de una producciéon de E2 y T a una sintesis y secrecion
de Cz1 “hormona esteroidal” que es referida como MIS que induce la FOM. El
decremento de los niveles de E2 y T coincide con el incremento de Cy¢ durante
FOM (King et al., 1994). El decremento de E2 plasmatico sucede antes que el
decremento de T plasmatico y el E2 puede disminuir hasta niveles casi

indetectables en la fase de T substancial (King et al., 1994).
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3.2. Hermafroditismo en meros

El hermafroditismo secuencial es una estrategia reproductiva comun entre los
peces marinos. Los géneros mas estudiados han sido los labridos, serranidos y
esparidos (Warner, 1982; Robertson y Justines, 1982). El hermafroditismo o
reversion sexual consiste en el cambio de sexo de un individuo funcional hacia
otro determinado sexo (Shapiro, 1987a; Shapiro, 1987b). Esta reversién sexual
forma parte de la historia de vida de algunas especies y parece ser que ocurre
unicamente hacia una sola direccidon y en algunas especies de serranidos
depende del comportamiento social (Robertson, 1972; Ross et al., 1983). El patron
mas comun es de hembra hacia macho lo que se conoce como hermafroditismo

protogineo (Warner, 1982).

La mayoria de las especies de meros estudiados han sido descritas como
hermafroditas protogineo secuenciales (Sadovy et al.,, 1994; Johnson, 1998;
Marino et al., 2001; Marino et al., 2003; Devlin y Nagahama, 2002; Lee et al.,
2002). Es decir, cambian de hembras a machos cuando se produce esperma
durante las fases de juvenil y de hembras. La transformacion es completada por la
proliferacién de las crestas que es acompafiada por el desarrollo de senos
espermaticos en la pared gonadal (Smith, 1965; Shapiro, 1987). Algunas especies,

han sido recientemente catalogadas como gonocéricos con fase bisexual juvenil
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como Epinephelus striatus (Bloch, 1972) (Sadovy y Colin, 1995) y recientemente la

cabrilla sardinera, M. rosacea (Erisman et al., 2008).

Existe evidencia histolégica del cambio de sexo en algunas especies de meros
(Smith, 1965; Abu-Hakima, 1987; McGovern et al. 1998; Bhandari, et al., 2003,
Erisman et al. 2008). Aunque los trabajos mencionados han sido realizados con
gonadas de peces obtenidos del medio natural, siendo éstos sacrificados para su
posterior analisis histolégico. Por lo tanto, los cambios secuenciales de las
gonadas durante la transicion sexual han sido descritos a partir de distintos
organismos (Abu-Hakima, 1987; Bhandari, et. al., 2003).

Para fines de cultivo, la proporcion de machos y hembras en los tanques de
maduracion es un parametro esencial para la obtencién de huevos fertilizados, por
lo que el cambio de sexo de los individuos puede tener una repercusién notable
sobre la reproduccién de individuos en cautiverio (Hong et al., 2006). El cambio de
sexo ha sido observado en la cabrilla sardinera en organismos identificados y

mantenidos en cautiverio (Gracia-Lopez, comunicacién personal), pero no existe

evidencia histoldgica de este cambio, desconociendo ademas el tiempo requerido
para lograr la transformacién completa de la génada y si ocurre durante el periodo

reproductivo o fuera de él.
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3.2.1. Cambio de sexo

El contexto social a menudo determina la manera en que un individuo va a
responder a cierta estimulacién modificando su comportamiento. Esto es comun
en algunas especies de peces hermafroditas protogineos en donde el cambio de
sexo puede ser inducido como consecuencia de interacciones sociales

(Robertson, 1972; Ross et al., 1983; Shapiro, 1987a).

La reversion sexual también puede esperarse cuando un individuo de cierto grupo
social pueda reproducirse con mayor éxito bajo una condicion medioambiental

particular que continuar siendo del mismo sexo (Shapiro, 1987a).

3.2.2. Consecuencias del hermafroditismo para la acuicultura

El hermafroditismo tiene una notable repercusion sobre la configuracion de los
“stocks” de reproductores que son mantenidos en condiciones de cautiverio con
fines acuicolas. Sin embargo, la mayoria de los estudios de desarrollo gonadal y
de hermafroditismo que han sido realizados con base a observaciones histologicas
de las génadas han sido llevados a cabo con peces silvestres sacrificados donde
no es posible observar los cambios secuenciales dentro de la gonada de un
individuo dentro de una familia (Smith, 1965; Abu-Hakima, 1987; McGovern et al.

1998; Bhandari et al., 2003).
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3.2.3. Morfologia de las gonadas de organismos hermafroditas

La apariencia de las gonadas de todos los serranidos hermafroditas es similar. Es
un érgano par que consiste en un saco hueco que se encuentra por debajo y por
detras de la parte posterior de la vejiga natatoria y conectada a ella por tejido
mesentérico. Los érganos derecho e izquierdo son generalmente de distinto
tamano y se encuentran unidos en la parte posterior y se conectan a un oviducto
comun hacia la region genital por detras del ano. La pared de la gonada se
encuentra cubierta exteriormente por una capa peritoneal compuesta por musculo

liso y tejido conectivo.

El tejido testicular de individuos de los hermafroditas serranidos es de tipo
ascinoso. El esperma se forma en criptas pequefias de forma esférica y las células
dentro de cada cripta se encuentran en la misma fase de meiosis. Estas criptas se
encuentran rodeadas de tejido conjuntivo el cual se rompe cuando el esperma
alcanza la madurez. Los individuos en el periodo de pre-desove, tienen algunas
criptas que contienen esperma con cola, criptas con espermatogonias y con
espermatocitos primarios y secundarios. Después del desove, la mayoria de las
criptas se encuentran vacias, pero casi siempre es posible encontrar algo de

esperma (Smith, 1965).
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3.2.4. Papel de las hormonas en el cambio de sexo

La reversion sexual esta acompafada por un cambio en la capacidad esterogénica
en la génada. En la anguila, Monopterus albus, la iniciacion de la reversion sexual
coincide con una proliferacion de células de Leydig intersticiales en la fase
temprana intersexual (Chan y Yeung, 1989). En los organismos en transicion es
posible encontrar restos de ovocitos en casi todos los estadios de desarrollo, y
ademas, es posible observar cuerpos atrésicos. En ese estadio, las criptas
seminiferas se encuentran proliferando en el epitelio germinal, y una vez que las
criptas estén completamente desarrolladas, la gonada se considera testiculo,

aunque tenga restos de ovocitos (Smith, 1965).

Johnson et al. (1998) observan la transicion sexual de 5 individuos del mero rojo
Epinephelus morio, un hermafrodita protogineo. Tres de ellos, fueron capturados
durante la época reproductiva y 2 de éstos tenian ovocitos en el estadio de alveolo
cortical en atresia. Los peces identificados como transicionales tardios (con
espermatocitos primarios o espermatidas en la formacién del espermiducto) tenian
altos niveles de 11-Ketotestosterona (11-KT) (0.59 + 0.08 ng ml”) y testosterona
(T) (95 + 0.68 ng ml") y bajos niveles de estradiol (E2) (0.16 + 0.08 ng ml™") con
respecto a los niveles encontrados en las hembras y los niveles de T en los peces
en transicion fueron similares en machos y hembras, por lo tanto, esta hormona

puede no ser responsable de la transicién sexual (Johnson et al., 1998).
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También se ha demostrado que los andrégenos juegan algun papel en la
diferenciacion sexual y cambio de sexo en hermafroditas protogineos (Sadovy et
al., 1994; Johnson, 1998; Marino et al., 2001; Marino et al., 2003; Devlin y
Nagahama, 2002; Lee et al., 2002). Sin embargo, los andrégenos principalmente
la T y la androstenediona parece que tienen un papel menos directo en la
produccidon de hembras. Estos, han sido relacionados con varios procesos
incluyendo la retroalimentacion de esteroides del hipotdlamo y que funcionan
como el sustrato a partir de donde los estrégenos son producidos (Alam et al.,
2005). La transformacién es completada por la proliferacion de las crestas que es
acompanada por el desarrollo de senos espermaticos en la pared gonadal (Smith,
1965; Shapiro, 1987). EI cambio de sexo puede ocurrir cuando el organismo
puede reproducirse con mayor éxito bajo un ambiente determinado o cuando las

condiciones sociales favorezcan el cambio (Shapiro, 1987).

El sexo de los peces puede ser controlado induciendo la reversion sexual, asi
como la esterilidad con la ayuda de esteroides (Billard, 1989). Marino et al. (2000),
realizan la reversion sexual de hembras de E. marginatus mediante el suministro
oral de MT. Reportan que las hembras mantenidas en cautiverio alcanzan las
etapas finales de maduracion, pero que no se observan desoves voluntarios. Sin
embargo, las hembras inducidas con GnRH en microesferas producen huevos con

unas tasas de fertilizacion y eclosion elevadas.
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4. Reproduccion artificial de peces marinos en cautiverio

Las hormonas han sido usadas en la acuicultura para la reproduccion,
especialmente en la induccién o la sincronizacion de la ovulacion y la estimulacion
a la espermiacion (Billard, 1989). La maduracion sexual en condiciones de
cautiverio, ha sido estudiada en un gran numero de especies de meros y es
fundamental para la produccion de huevos (Lee y Yang, 2002). Algunos estudios
de hembras en cautiverio describen que estas pueden llevar a cabo la
vitelogénesis debido a que hay una gran acumulacion de HL en la glandula
pituitaria pero que hay un fallo en llevar a cabo la FOM lo que causa atresia (A) en
los ovocitos al final de la vitelogénesis (Mylonas et al., 1998; Zohar y Mylonas,
2001) que es ocasionada por la falta de produccion de la hormona inductora de la
maduracion (MIH) la cual activa la meiosis y la maduracién citoplasmatica (Yaron y

Sivian, 2006).

Para la reproduccion exitosa de la mayoria de peces marinos cultivados en el
mundo, es necesario el uso de hormonas exogenas que estimulen la
esterogénesis gonadal para inducir o sincronizar la maduracién final del ovocito
(FOM) vy la ovulacion (Mylonas y Zohar, 2001). Estos tratamientos son
considerados como herramientas confiables que se utilizan para obtener huevos
de alta calidad y consecuentemente, un gran numero de juveniles (Forniés et al.,

2001).
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La imposibilidad de los peces en cautiverio de llevar a cabo FOM se piensa que es
causado por la falta de liberacion de GtH Il pituitaria al final de la vitelogénesis. La
inyeccion con el analogo de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRHa) a
hembras en cautiverio da como resultado la liberacion de GtH Il de pituitaria y la
iniciacion de FOM (Mylonas et al., 1998). Sin embargo, para un protocolo de
desove inducido exitoso para muchas especies es necesaria la inyecciéon multiple

de GnRHa a través de las horas, dias o semanas (Mylonas et al., 1998).

4.1. Hormonas empleadas parala induccion al desove

La vitelogénesis puede ser inducida en hembras inmaduras a través del
tratamiento con hormonas (Ng y Ildler, 1983). En la actualidad, se han empleado
muchas hormonas o medicamentos (esteroides, prostaglandinas, antiestrégenos)
bajo condiciones de laboratorio para la induccion de la ovulacion (Billard, 1989).
Las primeras experiencias en estudios de teledsteos demostraron que los
extractos hipotalamicos de peces estimulaban la liberacion de GtH en mamiferos
y, a su vez, que los extractos hipotalamicos de mamiferos estimulaban la
liberacion de gonadotropinas por parte de la pituitaria de los peces. Se demostro
ademas que la LHRH era biolégicamente activa en los peces (Zanuy y Carrillo,
1987). Hay varios estudios que revelan la presencia y actividad de la hormona

liberadora de gonadotropina (GnRH) en el hipotalamo de los teledsteos. Lo que
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establece que la LHRH sintética puede estimular la liberacion de GtH de la

pituitaria de los teledsteos (Peter, 1983).

La hormona mas comunmente empleada debido a su disponibilidad, pureza y
actividad es la Gonadotropina Coriénica Humana (HCG); que es en ocasiones
suministrada en inyecciones para estimular directamente el ovario e inducir la
FOM (Kungvankij et al., 1986; Goudie et al., 1992; Watanabe et al., 1995). La HCG
de origen mamifero ha sido utilizada a escala comercial para la induccién de la
ovulacién pero su eficacia es dependiente de la especie. Uno de los efectos
adversos de la HCG es que algunas especies pueden desarrollar anticuerpos que
pueden resultar en un decremento de la cantidad y calidad de los gametos
(Mylonas y Zohar, 2001b). La inyeccién de HCG favorece el reclutamiento de los
ovocitos hacia la vitelogénesis sin importar el estadio en el cual se encuentren

(Wallace y Selman, 1981).

La HCG se ha empleado sola o en combinacién con extracto de la glandula
pituitaria del salmoén o de la misma especie. Por esta razén, se han desarrollado
analogos hiperactivos de la Hormona Liberadora de Gonadotropina (GnRH),
siendo la mas comun el analogo de la Hormona Liberadora de la Hormona
Luteinizante (LHRHa) que es un decapéptido, de vida media muy corta y que se
degrada rapidamente por las enzimas existentes. Este puede ser aplicado en
inyecciones o en implantes de liberacion controlada los cuales controlan la sintesis

y liberacion de la Gonadotropina (GtH) de la glandula pituitaria de los peces
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tratados (Kungvankij et al., 1986; Zohar, 1989; Caddell et al., 1990; Watanabe et
al., 1995; Mylonas y Zohar, 2001a,b; Mylonas et al., 2003) e inducen la ovulacion
(Ritar y Pribadi 2006). Estos analogos sintéticos no producen una respuesta
inmune (Mylonas y Zohar, 2001b) y su efecto depende de la especie y de la
estructura del analogo (Billard, 1989) son de vida media mas larga que el LHRH
nativo por lo que son mas resistentes a la degradacion, su uso se ha expandido
rapidamente, aunque la potencia varia de acuerdo a la estructura de los analogos

y segun la especie receptora (Billard, 1989).

Estudios de los niveles plasmaticos de E2 en M. saxatilis, revelan que los niveles
de este esteroide incrementan inmediatamente después del tratamiento con
GnRHa, alcanzando la mayor concentracion antes de la FOM, permanecieron
elevados durante la migracion de la vesicula germinal y que la T plasmatica
incrementd gradualmente durante FOM. Los niveles de ambas hormonas
decrecieron significativamente alrededor del estadio de migracion de la vesicula
germinal (GVBD), junto con un gran incremento de los niveles plasmaticos de

17,20B-P y 17,20B,21-P (Mylonas et al., 1998).
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4.2. Cuantificacion de esteroides sexuales en plasma sanguineo: Ventajas

del uso de Inmuno-Ensayos (EIA)

Inicialmente los ensayos de EIA fueron desarrollados para medir la dosificacion y
especificidad del anti-suero. Sin embargo, mas recientemente su uso ha sido
extendido hacia la deteccidon y la cuantificacion de varios antigenos incluyendo
hormonas de la pituitaria de mamiferos (Kah et al., 1989). Las EIA son ensayos
qgue son reproducibles y sensibles y que satisfacen los criterios de otros ensayos
validos. Entre otra de las ventajas del método, se encuentra de que no requiere

radioactividad que generalmente es un factor limitante (Kah et al., 1989) (Tabla 1).

En este trabajo de tesis, se ha seguido el protocolo basado en Mafands et al.
(1994), para VTG. Respecto a la sensibilidad de EIA, parece ser que por lo menos
es equivalente a RIA para gonadotropinas de peces ya que niveles tan bajos como
de 60 pg ml™" pueden ser detectados. (Kah et al., 1989). Ademas de la mayor
ventaja de ser libre de radioactividad y el manejo de desperdicios, este ensayo

posee varios aspectos positivos (Kah et al., 1989) como:

1. El procedimiento se puede llevar a cabo en menos de 24 h incluyendo en
tiempo de cuenta y el analisis de resultados. Esto es de interés sobre todo
en estudios in vitro ya que es posible realizar un experimento en 2 dias. A

diferencia de RIA que toma varios dias.
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2. No es necesario tener un gran numero de muestras.
3. Reduccion de costo en equipo y en reactivos.

4. El método permite su automatizacion.

5. Acuicultura mundial de especies de meros

En la actualidad existe un gran interés por parte de la industria acuicola de
producir en cultivos especies de meros (Marino et al., 2003; Gracia-Lépez et al.,
2004b; Sarter et al., 2006). La acuicultura mundial de meros, ha incrementado la
produccién mundial de peces a aproximadamente 50,000 toneladas (FAO, 2002).
Dentro de las especies mas cultivadas se encuentran el mero grasoso
(Epinephelus tauvina), el mero aerolado (Epinephelus areolatus), el mero de Hong
Kong (Epinephelus akaara) y el mero punteado (Epinephelus coioides). Sin
embargo, aun existen ciertas restricciones tecnoldgicas para la cria de meros en
cautiverio como la produccion constante de huevos, las bajas tasas de fertilizacion
de huevos obtenidos de reproductores cautivos, y la baja tasa de supervivencia
larval. Como ejemplo tenemos al mero Epinephelus akaara (Okumura et al., 2002).
En algunas ocasiones, los juveniles silvestres son capturados y llevados a granjas
de engorde aunque la escasez es un componente limitante (Kungvankij et al.,
1986; Lim, 1993). Estas restricciones hacen que la reproduccion en cautiverio sea
esencial para obtener una produccion constante de huevos y larvas para fines

productivos.
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La economia de China y del sureste asiatico principalmente, se ha desarrollado
rapidamente durante las ultimas dos décadas lo que ha llevado a un incremento
en la demanda de peces “vivos” en la regién. Los meros son valorados por la gran
calidad de su carne y hay una gran demanda en el mercado. Los meros son el
grupo mas fuertemente explotado en el mercado de de peces “vivos” en Asia por
lo que ha ocasionado que varias especies sean sobre-explotadas; por lo que ha
habido un gran esfuerzo de varias naciones para promover la acuicultura de estas
especies con la esperanza de producir una produccion mas sustentable de meros.
Sin embargo, el ciclo completo de la mayoria de las especies de meros no ha sido
posible de obtener aunque hay avances significativos en los afios recientes. Por
este motivo, 2/3 partes de los cultivos de meros involucran la captura y la engorda
de semilla silvestre que es conocido como acuicultura basada en la captura
“capture-based aquaculture” (CBA). Existen por lo menos 16 especies de meros
que son cultivados en varios paises del sureste asiatico dentro de los que se
encuentran: Indonesia, Malasia, Filipinas, Taiwan, Tailandia, China, Hong Kong y
Vietham (Sadovy, 2000). El cultivo también se lleva a cabo en India, Sri Lanka,

Arabia Saudita, Corea, Australia, el Caribe y el sureste de Estados Unidos.

La semilla de los meros es colectada usando una gran variedad de meétodos.
Generalmente es artesanal y los pescadores usan una variedad de habitats
artificiales. Algunos de los métodos de colecta de semilla de algunos meros son
destructivos lo que resulta en altas mortalidades que incluyen grandes volumenes

de fauna de acompafiamiento, y/o causan dafios al habitat de los peces. Otro
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problema es que algunos métodos dan como resultado el monopolio de las
pesquerias locales. Los métodos destructivos incluyen las mallas de tijeras y “fyke”
nets, que en la actualidad han sido prohibidas en algunas areas. Las tasas de
mortalidad después de la captura y transporte no han sido bien documentadas; los
estimados después de los primeros 2 meses de la siembra son variables (30-70
porciento), dependiendo de la calidad de los juveniles, el transporte y la presencia

de enfermedades y canibalismo (Pudadera et al., 2002).
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JUSTIFICACION

La cabrilla sardinera, como otras especies de meros, se considera una especie de
alto valor comercial y muy demandada en los mercados. El avance en el
conocimiento de la especie sobretodo en los aspectos reproductivos, son la base
para una produccidon eficiente, y los adelantos que puedan generarse en los
aspectos tecnoldgicos en esta tesis, deben servir directamente a optimizar el

cultivo de la misma.

Actualmente, y en base al conocimiento conseguido en la especie de estudio y los
antecedentes de investigacion en otras especies del mismo grupo de peces de los
cuales se pueden transferir sus adelantos tecnoldgicos de cultivo, podemos
establecer algunos interrogantes que son necesarios para continuar la
investigacion y el desarrollo tecnoldgico de esta especie. Tal es el caso, en el area
de la fisiologia de la reproduccion, donde existe la falta de un detallado estudio de
los niveles hormonales (esteroides sexuales) contenidos en el plasma sanguineo
de los reproductores mantenidos en cautiverio y su relacion con la madurez
gonadal. Tal conocimiento debe servir para entender el ciclo reproductivo y el
comportamiento de los organismos en cautiverio para reunir la informacion
necesaria que debe aportar la solucién de interrogantes posibilitando de manera
clara incrementar la calidad y cantidad de la progenie de cabrilla sardinera. Los
resultados deben dar una continuidad al estudio de la especie complementando

los resultados obtenidos anteriormente.
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Mas alla, debe estudiarse el hecho del cambio de sexo en esta especie, una vez la
controversia suscitada entre los textos clasicos sobre la biologia y la fisiologia de
los meros que los sefialan como hermafroditas protoginicos, y las nuevas
investigaciones que revelan el gonocorismo de algunas especies. De forma que se
analizara en cautiverio, el desarrollo de las génadas por individuo, diferenciando
este estudio de la metodologia usada en el medio natural (biologia reproductiva)
donde los ejemplares son sacrificados y no permiten ver la sucesién completa por
individuo. Aunque existan las limitaciones impuestas por el cautiverio y las
repercusiones e influencias que este representa para la reproduccion de los
organismos, el estudio intentara demostrar el cambio de sexo, como se produce,
el tiempo de cambio, la época de cambio, etc., aportando una nueva vision a los

estudios clasicos.

Claro que, dada la relevancia actual que tienen por un lado el cultivo de los meros
en el mundo ya sea para dedicar su cultivo al consumo humano y/o para ofrecer
produccidén de juveniles en planes de repoblamiento de especies en peligro de
extincidon o vulnerables, y mas alla para ofrecer una solucion tecnoldgica que
permita mejorar el rendimiento por organismo en cuanto a la produccién de
huevos, en el caso de las hembras, o de juveniles por organismo, los estudios de
optimizacion de la inducciéon hormonal servirdn para aplicarlos directamente a

mejorar este apartado del cultivo.
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HIPOTESIS

Sera posible la obtencion de desoves de calidad de la cabrilla sardinera,
Mycteroperca rosacea a partir de hembras silvestres y cautivas inducidas a
desovar con HCG y LHRHa. Mediante la induccion al desove con diferentes dosis
de LHRHa, sera posible determinar si las diferentes dosis inyectadas tendran el
mismo efecto sobre la fecundidad total, el numero de huevos viables y porcentaje

de fertilizacion.

Mediante el monitoreo de los niveles de esteroides sexuales, sera posible
identificar el periodo reproductivo de la cabrilla sardinera mantenida en cautiverio
asi como los picos donde se encuentre el mayor numero de ovocitos en estado
vitelogénico para disponer de una herramienta para valorar los distintos
tratamientos de manipulacién hormonal o ambiental para alterar la época de

desove o sincronizar las mismas.

Mediante el monitoreo del estadio de madurez gonadal, sera posible identificar
peces inmaduros en estadio bisexual, suponiendo que se encontraran justo antes

del inicio del periodo reproductivo.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general

Aumentar el conocimiento de la biologia reproductiva de la cabrilla sardinera,
Mycteroperca rosacea mantenida en cautiverio mediante la descripcion histologica
del desarrollo gonadal de individuos muestreados repetidamente, la induccion
hormonal de hembras reproductoras para la obtencién de la ovulacion y la
cuantificacion del contenido de esteroides sexuales en el plasma sanguineo para
incrementar la calidad y cantidad de la progenie y el desarrollo tecnoldgico del
cultivo de la especie ya sea para fines de produccibn como alimento o

repoblamiento de la especie.



38

2. Objetivos especificos

Descripcion del desarrollo gonadal de la cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea,
con base en las observaciones histologicas de las gonadas de reproductores

monitoreados repetidamente.

Describir y comparar la efectividad de la Gonadotropina Coriénica Humana vy el
analogo de la Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante en la induccién de
la maduracion final de los ovocitos, la ovulacion y la calidad del desove de

reproductores silvestres y cautivos de la cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea.

Determinar el ciclo anual de los tres esteroides sexuales comunmente
cuantificados (E2, T y 11-KT) en reproductores mantenidos en cautiverio de la
cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea. Comparar la relacion del desarrollo
gonadal y la concentracion de esteroides sexuales contenidos en el plasma

sanguineo de reproductores monitoreados mensualmente
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MATERIAL Y METODOS

Este estudio se llevd a cabo en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste (CIBNOR), localizado en la ciudad de La Paz, Baja California Sur,
México. Todos los organismos empleados fueron capturados alrededor de la Isla
San José mediante linea y anzuelo utilizando sardina como carnada y diferentes
artes de pesca (Gracia-Lépez et al.,, 2004a). En la embarcacion, los organismos
fueron mantenidos en contenedores con recambio continuo de agua. Los peces
fueron transportados via terrestre al laboratorio del CIBNOR, en tanques de 500 a
1,000 L y provistos de oxigeno suplementario. Una vez en las instalaciones del
CIBNOR, los peces fueron anestesiados con una dosis de 50-100 mg L' de
tricaina metil-sulfonato (MS-222), marcados en la musculatura dorsal (Spaghetti
Floy Tags, WA) y pesados. El sexo de los organismos fue determinado realizando
la cateterizacion, obteniendo una biopsia de la gonada y observando la muestra

bajo el microscopio 6ptico.

Los reproductores fueron introducidos en tanques circulares con un volumen de de
16 m> con un recubrimiento de liner negro. Los tanques estaban provistos de un
sistema de recirculacion que consta de sedimentador, filtro bioldgico, ultrafiltros,
ultravioleta y enfriadores, con aireacion suplementaria (Figura 4). Cada tanque
estaba cubierto con una malla de nylon del 80 %. La temperatura (Submersible
Temperature Logger, HOBO TidbiT, WI) del agua se mantuvo entre los 19 y 29 °C,

la salinidad entre 11 y 13 ppt (refractbmetro S/IM1II-E, ATAGO CO. LTD.) y el
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oxigeno disuelto entre 7.2 y 7.6 mg L™ (YSI 85, OH). Estos parametros fueron
medidos diariamente. El fotoperiodo fue natural y fue calculado mediante el
método descrito por Rodriguez et al. (2001). La alimentacién fue a saciedad y

consistio en sardina, macarela o calamar gigante en dias alternos.

T

— —
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. Tanque de sedimentacion

. Biofiltro

. Bomba (1.5 hp)

. Filtro de arena

. Filtros de cartucho

. Enfriador

. Colector de huevos

. Sistema yenturi para
colecta de agua del fondo

O = O ke N =

Figura 4. Sistema de recirculacion de agua del patio de cultivos del CIBNOR.
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1. Descripcién del desarrollo gonadal de reproductores de M. rosacea

mantenidos en cautiverio

1.1. Organismos experimentales

Doce hembras silvestres de cabrilla sardinera fueron capturadas durante junio del
2002. Los peces fueron anestesiados y marcados. Se registré el peso (kg.) y la
longitud (cm.) de cada organismo. El peso variéo desde 0.32 hasta 0.84 kg. Los
peces fueron introducidos en un tanque de entrada de agua de flujo continuo de

16 m°.

1.2. Histologia de la gobnada

El estudio histolégico comenzé en febrero cuando se puede observar los estadios
avanzados de gametogénesis dentro del ovario, y durd hasta julio, que es el mes
donde se pueden observar ovocitos atrésicos y la ausencia de ovocitos maduros,
por lo que este periodo representa el final de la época reproductiva de esta

especie mantenida en condiciones de cautiverio (Kiewek-Martinez, 2004).

Mensualmente, los reproductores fueron anestesiados para tomar una parte de la
gonada mediante la insercidn de una canula de polietileno en el oviducto (diametro

interno y externo de la canula: 1.0 y 1.6 mm, respectivamente) (Gracia-Lopez et
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al., 2004a; Gracia-Lépez et al., 2004b) (Figura 5). A partir de estas muestras se
obtuvo el Diametro Inicial de los Ovocitos (DIO) mediante el analisis de muestras
en humedo en un microscopio compuesto (Olympus Bx —41). Se tomaron micro-
fotografias (Coolsnap-Pro) de al menos 150 ovocitos a los cuales se les midio el
diametro (Sigma Scan 5.0® e Image Pro-Plus® software). Una parte de la muestra
fue preservada durante 48 h en solucidon Karnovsky [glutaraldehido 20 %,
sacarosa 40 % y agua filtrada (<1 pm) y esterilizada (UV 40 %)] (Karnovsky,
1965), deshidratada (Thomas y Boyd, 1988), embebida en parafina, seccionada <
5 um (Leica RM 2125) y tefiida con Hematoxilina-Eosina (H-E). Cada una de las
laminillas histoldgicas fue analizada en un microscopio compuesto (Caliolimpus
Bx-41) a un aumento de 10x y fotografiada (Image Pro-Plus). Posteriormente se
capturaron imagenes con una camara digital (Coolsnap-Pro) y fueron
almacenadas en una computadora utilizando un sistema de imagenes digital
(Media Cybernetics) equipado con el software para imagenes Image Pro Plus

Software (v.4.5).
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Figura 5. Cateterizacion ovarica de un reproductor de M. rosacea

El numero promedio de ovocitos analizados por hembra fue de 92 + 58 en febrero,
151 + 63 en marzo, 106 * 28 en abril. En el mes de mayo y junio, solo una hembra
tuvo ovocitos en algun grado de desarrollo gonadal. Los ovocitos contenidos en
las muestras fueron clasificados dentro de cinco categorias de desarrollo con base
a la descripcion hecha para peces teledsteos por Kuo et al. (1988) y Carrillo et al.,
(1989) la cual esta basada en caracteristicas morfolégicas facilmente reconocibles
como; |. Ovocitos primarios (PV); Il. Vitelogénesis Temprana (EV); Il
Vitelogénesis tardia (LV); IV. Migracion de la vesicula germinal (GVBD) y V.
atresia (A). La abundancia relativa de cada tipo celular fue determinada al
cuantificar el numero total de ovocitos en relacién al numero total de ovocitos

analizados. Los peces en transicion sexual o bisexuales (estadio VI) fueron
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identificados con base a la descripcién hecha para Epinephelus fario y los machos
mediante la observacién de testis en las preparaciones histoldgicas o por la
presencia de esperma fluido al aplicar una ligera presién abdominal (Kuo et al.

1998).

La longitud total de los individuos fue calculada mediante la funcion y = ax®, (y=
peso; a= 1.43 X 10”; x= longitud total; b= 2.970) basad en el estudio de peces

silvestres de la cabrilla sardinera, M. rosacea (Diaz-Uribe et al. 2001).

2. Efecto de la HCG y LHRHa sobre la inducciéon de la maduracion final del

ovocito, la ovulacion y la calidad del desove.

2.1. Organismos experimentales

Entre los afos 2001 y 2007, se capturaron un total de 289 individuos de la cabrilla
sardinera, M. rosacea con la metodologia descrita anteriormente. Estos
reproductores fueron mantenidos en cautiverio por un minimo de diez meses antes
de realizar cualquier prueba de induccién hormonal a la ovulacion y desove a

excepcioén de los reproductores silvestres inducidos el mismo dia de la captura.
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2.2. Induccién con HCG de peces en cautiverio

Entre los meses de marzo, abril y mayo de 2003 y 2007, se indujo a la ovulacién
con HCG (CHORULON®, Intervet international B.V., Boxmeer, Holanda) con dos
inyecciones intramusculares dorsales a veintiocho hembras de cabrilla sardinera;
la primera inyeccién con una dosis de 1,000 U Kg™', seguida por una segunda
inyeccion 24 h después de 500 IU Kg™ (Figura 6). Las hembras inducidas fueron
introducidas con machos en tanques de 750 L para facilitar su posterior manejo.
En el mes de abril de 2003, seis hembras fueron re-inducidas al desove después

del primer tratamiento en el mes de marzo.

Figura 6. Induccién hormonal con HCG en la musculatura dorsal de la cabrilla

sardinera, M. rosacea
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2.3. Induccién con HCG de peces silvestres

Para este experimento, se emplearon sesenta y dos hembras silvestres de las
cuales 21 fueron capturadas en mayo del 2004 y en el siguiente afio se capturaron
16 en abril y 1 en junio. Estas hembras fueron transportadas al laboratorio y treinta
y ocho fueron inducidas a la ovulacién con HCG con base al grado de desarrollo
de los ovocitos el mismo dia de su captura y a su llegada al laboratorio con el
mismo método descrito anteriormente para las hembras mantenidas en cautiverio

(Figura 6).

2.4. Induccidén con LHRHa de reproductores en cautiverio

En abril del afio 2003, se indujo a la ovulacién con LHRHa a cuatro hembras. En el
afno 2006, cuarenta y dos individuos (34 hembras: 8 machos) fueron introducidos
en dos tanques (16 m>). En los meses de marzo y abril, se selecciond e indujo al
desove con LHRHa (des-Gly10, [D-Ala6]-LHRH) a veinticinco hembras que tenian
con un DIO > 354. Las hembras fueron divididas en dos grupos experimentales.
En el grupo 1, doce hembras fueron inyectadas intra-peritoneal con una dosis de
15 ug Kg” (5 pg Kg' seguida por 10 pg 'Kg tres horas después de la primera
inyeccion) y en el grupo 2, trece hembras fueron inducidas con una dosis de 150
ug Kg' (50 pug Kg' en la primera inyecciéon y 100 pg Kg™”' tres horas después)

(Figura 7).
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Figura 7 Induccién hormonal intra-peritoneal con LHRHa de la cabrilla sardinera,

M. rosacea

2.5. Grupo control

Treinta individuos adultos (0.32-3.60 Kg) fueron capturados en mayo de 2004 y
mantenidos en cautiverio. Cada mes se obtuvo una muestra gonadal para
observar el grado de desarrollo gonadal. Estos peces no fueron inducidos a
desovar con HCG o LHRHa para observar si las hembras mantenidas sin

tratamiento en cautiverio pueden llevar a cabo la vitelogénesis, el desarrollo final
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de los ovocitos (FOM) o desoves voluntarios en los tanques. Los machos fueron

analizados para observar la presencia de esperma mediante presiéon abdominal.

2.6. Determinacion del momento de desove y calidad del desove

El momento de realizar el masaje abdominal fue determinado utilizando algunos
criterios morfolégicos que incluyen, la inflamacién del abdomen y la exposicion del
poro uro-genital. Las hembras con estas caracteristicas fueron anestesiadas para
tomar una muestra de la génada para observar el grado de desarrollo gonadal.
Las hembras con huevos hidratados, transparentes y flotantes fueron masajeadas
para obtener el desove (Figura 8). La fertilizacion se realiz6 con un pull de
esperma obtenido de varios machos siguiendo el método en seco. La activacion
espermatica fue con agua de mar estéril a una temperatura entre 25 y 27 °C. Los
desoves permanecieron en agua sin turbulencia durante 15 min y después fueron
enjuagados con agua de mar esterilizada con UV para la remocién del excedente
de esperma. Los desoves individuales fueron colocados dentro de tanques de fibra

de vidrio con un volumen de 30 L.
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Figura 8. Masaje abdominal para la obtencion de desoves de hembras inducidas
hormonalmente

La fecundidad total fue estimada mediante el conteo del numero total de huevos
contenidos en veinte muestras de 25 ml y la tasa de fertilizacion mediante el
registro del numero de huevos fertilizados (huevos con divisiones celulares
regulares) en al menos 100 huevos dos horas después de la fertilizacion.
Posteriormente, se interrumpid la aireacion y los huevos fertilizados (flotantes)
fueron separados de los de mala calidad (precipitados). Los huevos fertilizados
fueron enjuagados con agua de mar esterilizada, transportados a un laboratorio

interno y colocados dentro de tanques de fibra de vidrio de volumen de 500 L. El
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diametro de los huevos fertilizados fue medido a partir de fotografias de 150

huevos mediante la misma técnica descrita para el diametro inicial.

3. Ciclo anual de los esteroides sexuales (E2, Ty 11-KT) y su relacién con el

desarrollo gonadal

3.1. Organismos experimentales

En mayo del 2004, se capturaron treinta individuos adultos de M. rosacea con un
peso inicial entre 0.3 y 3.6 Kg y una longitud inicial entre 30 y 64 cm. Los peces
fueron introducidos equitativamente en dos tanques de recirculacion de 16 m® para
ser mantenidos bajo condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura a
excepcion del verano de 2005 para evitar estrés térmico, la temperatura del agua

fue disminuida cuando ésta excedio los 26 °C.

La edad de los reproductores fue calculada por retro calculo entre 2.86 y 9.81
anos (Diaz-Uribe et al., 2001). Cada mes, los peces fueron anestesiados con 50
mg L' de tricaina metil sulfonato, MS222 (Tricaine-S, Western Chemical, WA,
EUA) para obtener una muestra de la gdénada siguiendo el procedimiento descrito

anteriormente.
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3.2. Analisis de esteroides sexuales

Después de la cateterizacion gonadal, se extrajeron 3 ml de sangre de cada uno
de los reproductores mediante la insercién de una jeringa heparinizada (Inhepar,
Pisa, México) por debajo de la linea lateral en el pedunculo caudal (Figura 9). El
plasma fue separado mediante centrifugacion a 2,500 rpm durante 20 mina 4 °Cy
preservado a -80 °C hasta el analisis de los esteroides. Los machos fueron
identificados mediante las marcas, el analisis de las muestras obtenidas por la
cateterizacion gonadal o por la presencia de esperma fluido al aplicar una ligera

presion abdominal "stripping”. En cada muestreo también se registro el peso (Kg.)

y la longitud (cm.) de cada organismo.

Figura 9. Extraccion de sangre del pedunculo caudal de la cabrilla sardinera, M.
rosacea.
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3.2. Anélisis de esteroides sexuales (EIA)

Las muestras de esteroides sexuales fueron analizadas en el laboratorio de
fisiologia de peces del Instituto de Acuicultura Torre la Sal (IATS) en Castelldn,
Espafa. Los niveles plasmaticos de E2 y T (n = 30 mes™) fueron determinados
mediante inmuno ensayos especificos (EIA) (Rodriguez et al., 2001), y los niveles
de 11-KT (n = 30 mes™) mediante EIA desarrollado para el esturion siberiano
(Cuisset et al., 1994), con la excepcidon que los anticuerpos primarios se utilizaron
en una dilucion final de 1:320,000 y que el trazador (Cayman Chemicals, MI, EUA)
fue diluido en 1:10 Unidades Ellman (UE ml™"). Las especificaciones de
sensibilidad y especificidad del ensayo fueron iguales a las descritas por
Rodriguez et al. (2001). Los niveles de esteroides sexuales (E2, T, y 11-KT) fueron
cuantificados para cada uno de los peces para observar si estos podian ser

utilizados como indicadores del sexo y el cambio de sexo, en especial la 11-KT.

3.2.1. Preparacion de los buffers y reactivos (Apéndice I).

e Potassium Phosphate Buffer (PPB).

e Reaction Buffer (RB) o Acetilcolinesterasa Buffer (EIA Buffer).
o Buffer de Saturacion.

o Buffer de Lavado.

e Reactivo de Ellman (50X).
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3.2.2. Recubrimiento de las placas con el anticuerpo monoclonal.

Previo al inicio del ensayo, se recubrieron (“coating” de las placas) los pocillos de
las placas con el anticuerpo monoclonal, Mouse Monoclonal Ab (Monoclonal anti-
rabbit IgG (y-chain specific) clone RG-96, 2,500 determinaciones, SIGMA). Este
fue resuspendido en 5 ml de Potassium Phosphate Buffer (PPB) (Ver Apéndice [)

0.05 M.

Para la preparacion de 20 placas, fue necesario preparar 198 ml de PPB 0.05 M.
Se afiaden 2 ml de Anticuerpo Monoclonal MAB 1 mg ml™" para dar 10 pl mI”. Se
extraen 2.78 ml del PPB y se afiade el anticuerpo para hacer 200 ml de MAB a
una dilucién de 1800. Afadir a las placas 200 pl pocillo™ de esta disolucion del
anticuerpo a 10 placas, y se deja a temperatura ambiente toda la noche. Se

recupera el anticuerpo y se afiaden 300 pl pocillo” de RB.

Se afiaden 200 pl pocillo™” del anticuerpo recuperado a otras 10 placas y se deja a
temperatura ambiente durante la noche. Sin quitar el anticuerpo de estas ultimas
10 placas se afadieron 100 pl pocillo™” de Buffer de Saturacién. Se guardan las

placas a 4 °C selladas con parafilm y en oscuridad.
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3.2.3. Extraccion de plasma con metanol para el andlisis de esteroides

Para el analisis de los esteroides sexuales, es necesaria la extraccion del plasma
con metanol. Primero se realizd la extracciéon del plasma parala T y la 11-KT. En
tubos de 1.5 ml se diluy6 el plasma (1:16) con RB, obteniendo 100 pl de plasma
diluido. Se afadieron 500 ul de metanol y se centrifugé a 4,000 rpom durante 15
minutos a 4 °C. Se recogio el sobrenadante en tubos nuevos y se realizan 2
extracciones mas afiadiendo 250 pl de metanol. Se recogio el sobrenadante y fue
mezclado con los anteriores y secado en estufa a 40 °C. Las muestras fueron
resuspendidas en 500 pl de RB (obteniendo una dilucién final de 1:80 que es la

dilucién de trabajo) y congeladas a -20 °C hasta su utilizacion.

La extraccion del plasma para el analisis del E2 es similar, variando unicamente la
dilucién ya que este esteroide se trabaja mas concentrado. Se utilizaron 60 ul de
plasma puro a los cuales se realizé el mismo procedimiento de extraccion que se
menciona anteriormente. Cuando las muestras estuvieron secas, se
resuspendieron en 120 uyl de RB y se congelaron hasta su utilizacion. La dilucion

final de trabajo fue 1:2.
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3.2.4. Preparacion de la placa para el analisis de esteroides sexuales

Testosterona

Es necesario en un principio preparar la curva estandar que consiste en 10
pocillos con cantidades conocidas de T, en cantidades decrecientes y en un rango
de 5 ng mI" a 0.0097 ng 'ml. Se utilizd el stock de T que poseen en el Instituto de
Acuicultura de Torre la Sal el cual se encuentra a 1,000 ng ml”'. Se marcaron 10
tubos (1-10) a los cuales se agregd 250 ul de RB a excepcidén del tubo 1. El tubo
con el estandar 1, se encuentra en una concentracién de 5 ng ml™ y se extraen
250 yl y se agregan al estandar 2 y asi progresivamente hasta terminar la curva

estandar en el tubo 10 donde habra 500 pl.

Se prepara el trazador (Testosterona AChE Tracer, 500 determinaciones, Cayman
Chemical Company el cual se resuspende en 3 ml de RB. El stock se encuentra

en alicuotas de 250 ul a 10 UE y la unidad de trabajo requerida es de 0.5 UE.

Después se procedio a preparar la placa. Se tomaron las placas con coating y se
lavaron 3 veces con el tampdn de lavado o “washing buffer”. Se secaron las placas
invirtiéendolas y dando golpes contra una toalla absorbente. Se agregaron 100 pl
de RB en NSB, 50 ul de RB en Bo, 50 pl de Std en los sitios de la curva, 50 pl de

RB en IE, 50 yl de P (muestras), 50 ul de Trazador) en todos excepto en N y AT.
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Guardar 50 pl de Tr a 4 °C en un tubo eppendorff y taparlo bien, 50 ul de
Anticuerpo (Ab) (de preparacion casera en el Instituto de Acuicultura Torre de la
Sal) en todos excepto en N, AT y NSB. Se dejaron las placas a 4 °C y en agitacion
suave durante la noche. Se lavaron 3 veces con el washing buffer y se afadieron
5 ul de trazador en AT. Se anadieron 200 ul del reactivo de Ellman en todos los
pocillos. Se mantienen las placas en oscuridad y se revelaron durante 4 horas a
20 °C en el incubador. Las placas se leyeron en un lector de placas a 405 nm en

agitacion constante durante 5 segundos.

11-Ketotestosterona

Para la 11-KT también se prepard una curva estandar pero en este caso es de 12
puntos y en un rango desde 1 ng mlI" a 0.00049 ng mi™ (el stock de 11-KT se

encontraba a 100 ng ml™).

Se preparé el trazador (11-KT 500 det SPIBIO) el cual fue resuspendido en 5 mi
de RB dando una dilucién 1:6. El stock se encuentra en alicuotas de 250 pl a 10
UE y la unidad de trabajo requerida es de 0.5 UE. A continuacion las placas fueron

montadas como ha sido descrito anteriormente.
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Estradiol

Para la E2 también se prepar6 una curva estandar de 12 puntos y en un rango

desde 80 ng mlI™" a 0.0390 ng mI” (el stock de E2 se encontraba a 100 ng ml™).

Se prepard el trazador (Estradiol AChE Tracer, 500 determinaciones Cayman
Chemical Company) el cual fue resuspendido en 2 ml de RB. EIl stock se
encuentra en alicuotas de 75 ul a 7 UE que es la unidad de trabajo. A continuacion
las placas fueron montadas como ha sido descrito anteriormente con la excepcion
de que se dejan incubando durante la noche en una estufa a 37 °C y después del

lavado del dia siguiente se revelan durante 2 horas a 20 °C en el incubador.

4. Analisis estadisticos

Los resultados son presentados como promedio + sd a excepcion de los datos de
la concentracion de esteroides sexuales que se presentan como promedio *+ ES.
Los resultados fueron analizados mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguidos por una prueba de rangos multiples y rango critico de Duncan
(P< 0.05). Las categorias de desarrollo dentro del ovario son expresadas como
porcentajes. Los resultados fueron analizados con el programa para windows

Statistica v. 5.5 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA) Los graficos fueron ilustrados mediante
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el programa Sigma Plot para Windows, version 8.0 (1986-2001 SPSS, Chicago, IL,

USA).
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RESULTADOS

1. Descripcion del desarrollo gonadal de reproductores de M. rosacea

mantenidos en cautiverio

El peso de los reproductores durante el estudio varié de 0.34 a 1.00 Kg (Figura

10).
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Figura 10. Peso de los reproductores de cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea
mantenidos en cautiverio de enero a julio de 2003.
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La descripcion de los diferentes estadios de desarrollo ovarico, el diametro de los
ovocitos y del nucleo de cada uno de los estadios de desarrollo se muestra en la
tabla I. Los ovocitos en crecimiento primario fueron los abundantes a lo largo del
estudio (66-90%). En febrero, se observd un incremento en el porcentaje de
ovocitos en vitelogénesis temprana (7%) y en abril, cercano al periodo de desove,
el porcentaje de ovocitos en crecimiento primario decrecieron y se observd un
incremento de los porcentajes de ovocitos en otros estadios de desarrollo ovarico
vitelogénesis temprana, vitelogénesis tardia y ovulados incrementé a 12, 7 y 6%,

respectivamente (Tabla I; Figura 12).



61

Tabla | Desarrollo gonadal de hembras mantenidas en cautiverio de la cabrilla

sardinera M. rosacea.

observado a lo largo del desarrollo (Figura 4H).

« DO
5 Estadio RO
2 de Descripcion DN
I desarrollo RN
© (wm)*
Nucleo de Nucleo centr_al y gran nucléqlo _rodeados de una capa ’d.elgaC!a de
o Cromatina citoplasma sin inclusiones vitelinas. Ovo plasma basdfilo (Figura
g o 4a). 65+ 3
=R Mdltiples nucléolos en la periferia interior del nicleo. Ovo plasma | 30 -114
o E menos basdfilo, sin inclusiones citoplasmaticas. Las células 27+ 6
O ‘= ’
G | Perinucleolar | foliculares forman una capa delgada. La membrana folicular | 11 -52
— como una capa sencilla de 3-4 células planas rodeando cada
uno de los ovocitos (Figura 4b).
Alveolo La vitelogenina cqmienza a incprpgrarse dentrq del ovocitp. Se
g Cortical observan pequenas gotas lipidicas y alvéolos corticales
O © dispersos en el ovo plasma (Figura 4c). 197 + 28
& & Vesicula d Se aprecian pequefias vesiculas de vitelo en la region periférica 79 ‘219
s ei}ﬁula € | del citoplasma. La zona radiata es evidente y mas delgada que 47_+ 14
© % 1elo la de los ovocitos vitelogénicos (Fig. 4D). 19 ‘97
S Las vesiculas de vitelo incrementan en tamafo y llenan el ovo i
= Vitelo plasma. Se observan claramente las capas de la granulosa y de
la teca. Asi como la zona radiata (Figura 4E).
Evento asociado con la maduracion final del ovocito (FOM). El
Migracion nucle’o_ comienza_ a migrar Qesde el centro.hfagia el polo _animal.
» del Los lipidos y el vitelo se fusionan ylla gota lipidica se comienza a
2 Nicleo concentrar en el centro del 9v90|to. Se pueden observar los
S alveolos corticales en la periferia del ovo plasma los cuales | 307 £ 58
=2 ‘-§ incrementan en tamafio (Figura 4F). 180 -473
TS Después de la migraciéon, el ndcleo se rompe y vierte su 7912
-‘>= Rompimiento | contenido hacia el citoplasma del polo animal. Los cromosomas 44 - 97
— de Vesicula | se alinean en el centro de la célula, se completa la primera
- Germinal division meidtica y se libera el primer cuerpo polar. Inicia la
(GVBD) segunda divisibn meibtica y se queda en latencia para ser
completada en la fertilizacion.
Comienza la hidratacion al final de la maduracion justo antes de
S la ovulacion. Los lipidos se fusionan formando una unica gota
S lipidica. Las vesiculas de vitelo se encuentran completamente | 369 + 48
o ++ fusionadas formando una masa continua de fluido. Este proceso | 239 - 488
= Madurez X o
> le concede transparencia y flotabilidad al huevo aumentando su 89 +12
O. tamafio debido a la gran incorporacion de agua. El huevo | 51-116
2 hidratado es completamente homogéneo y finamente granular
(Figura 4G)
Comienza la fagocitosis de las células de la granulosa después
-% del rompimiento de la zona radiata. Desorganizacién de la capa | 176 £ 59
,9;’ Atresia de células foliculares y se reemplaza por tejido conjuntivo. El | 69 - 377
< nucleo y los glébulos de vitelo se desintegran. Este estadio es | 69 - 377
> evidente durante el periodo de post-desove aunque puede ser X

DO= diametro del ovocito (media + sd); RO= Rango (min-max); DN= Diametro del nucleo (media +
sd); RN= Rango del nucleo (min-max).
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Figura 11. Distribucion de los estadios de desarrollo ovarico de los reproductores
de Mycteroperca rosacea en cautiverio.
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Figura 12. Estadios de desarrollo ovarico de la cabrilla sardinera, (M. rosacea)
mantenida en cautiverio.

|. Crecimiento primario a); Nucleo de cromatina (100x). b); Perinucleolar (40x). Il.
Vitelogénesis temprana c); Alveolo cortical (60x), d); Inclusiones vitelinas (20x), e);
Vitelogénicos (20x). Ill. Vitelogénesis tardia f); Migraciéon del nucleo (10x). IV.
Ovulacion g); Maduro (4x). V. Atresia h); Atresia (10x). ca = alveolo cortical, fc =
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célula folicular, |d = inclusiones lipidicas, n = nucleo, nc = nucleolo, od = gota
lipidica, yv = vesicula de vitelo, zr = zona radiata.

En febrero, diez hembras tenian ovocitos en crecimiento primario y dos hembras
tenian ovocitos en todos los estadios de desarrollo incluyendo atresia. En marzo,
las dos hembras que tenian los estadios de desarrollo mas avanzados se hallaban
en transicion sexual. El resto de los reproductores seguian siendo hembras. En
abril, no hubo mas individuos en estadio de transicion y esta proporcién sexual se
mantuvo a lo largo del afo (Tabla Il). En marzo cuando fueron observados los

peces en transicion el peso de los reproductores fue de 0.52 y 0.86 Kg (Figura 10).

Tabla Il. Distribucion sexual de M. rosacea en cautiverio durante 2003.

Mes Hembra Bisexual Macho
Febrero 12 0 0
Marzo 10 2 2
Abrril 10 0 2
Junio 10 0 2
Julio 10 0 2

Los individuos en transicion sexual poseian ovarios con estadios de desarrollo
avanzados en febrero (Figura 13A) que se caracterizaban principalmente por
poseer ovocitos en crecimiento primario en el estadio peri-nucleolar 74%,

vitelogénesis temprana 9%, Vitelogénesis tardia 2%, ovulados 1% y atresia 14%.
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En marzo, el analisis de las preparaciones histologicas reveld la presencia de ovo-
testis (Figura 13B). El estadio de transicién se caracterizé por la presencia de
ovocitos en crecimiento primario en el estadio perinucleolar, seguido por la
degeneracién de los ovocitos primarios y la proliferacién de espermatogonias,
espermatocitos y espermatozoos con cauda (Figura 5B,C). En este estadio, las
criptas diferenciadas de los machos proliferaron hacia el interior de la lamela

mientras los ovocitos primarios se degeneraron y fueron reabsorbidos.

Los machos se caracterizaron por la presencia de espermatogénesis. Un gran
numero de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoas

fueron observados en los testiculos en el mes de abril (Figura 13C).
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Figura 13 Gonada de la cabrilla sardinera M. rosacea en estadio de transicion
sexual.

A; Ovario de individuo en transicion en febrero (20x). B; Ovo-testis en marzo
(100x). C; Testis de macho transformado en abril (40x). PV = ovocito primario; Y =
ovocito vitelogénico; SC = espermatocito.
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2. Efecto de la HCG y LHRHa sobre la induccion de la maduracién final del

ovocito, la ovulacion y la calidad del desove.

2.1. Proporcion sexual

El numero total de peces estudiados fue 289, siendo 187 (65 %) hembras y 102
(35 %) machos. La proporcion sexual fue 1.8 hembras: 1.0 machos y el % de
machos y hembras dentro de todas las categorias de peso fue al menos de 28.9 %

en relacion con el total (Tabla I11).

Tabla Ill. Numero total de reproductores de M. rosacea y proporcién sexual de los
peces en cada categoria de peso.

Categoriade Peso Total Hembra Macho Individuos / Categoria

(Kg) (n  *) (%) (%)
0.00 - 0.50 54 56 44 19
0.51-1.00 136 70 30 47
1.10 - 1.50 38 71 29 13
1.51 - 2.00 23 65 35 8
2.10-2.50 14 57 43 5
2.51-3.00 5 60 40 2
3.10 - 3.50 3 67 33 1
3.51-4.00 9 44 56 3
4.10 - 6.00 7 43 57 2
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2.2. Desarrollo gonadal

El analisis de las muestras histolégicas demostré que en noviembre las hembras
poseen una elevada proporcion de ovocitos primarios (> 95 %), donde el 16 % de
las hembras examinadas tuvo ovocitos en vitelogénesis temprana. Los estadios
avanzados de maduracion gonadal (i.e. EV, LV y GVBD) se relacionaron con el
incremento del tamafio de los ovocitos de febrero a abril. El diametro medio de los
ovocitos decrecio a partir de mayo y se pudo observar una mayor proporcion de
ovocitos atrésicos en julio. Los diametros histologicos de los ovocitos en cada
categoria fueron: ovocitos primarios 65 + 13 ym, vitelogénesis temprana 127 + 28

pum, vitelogénesis tardia 307 £ 58 ym y 369 + 48 ym para GVBD.

En algunas hembras, la vitelogénesis comenz6 con el fotoperiodo cercano al
solsticio de invierno (11L: 13D) y la temperatura por debajo de los 23 °C. En
noviembre, tres hembras tuvieron una proporcion de 1.7-4.1 % ovocitos en
vitelogénesis temprana y en febrero, dos hembras 5.1 % de ovocitos en
vitelogénesis temprana, 6.1 % vitelogénesis tardia y 3.6 % de ovocitos atrésicos.
Todas las hembras mostraron algun grado de desarrollo ovarico en marzo. Las
hembras que presentaron ovocitos en vitelogénesis temprana en el mes de
noviembre, alcanzaron el mayor grado de desarrollo ovarico en febrero y marzo.
Tres hembras que tuvieron bajas proporciones de ovocitos vitelogénicos en marzo

(0-4 %) se desarrollaron en abril (47.3 % ovocitos vitelogénicos) y en julio, las
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hembras tuvieron 69.3 % de ovocitos primarios, 1.5 % vitelogénesis temprana y

29.2 % atresia (Figura 14).
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Figura 14. Variaciones mensuales del fotoperiodo y temperatura. Cambio en el
tamano del diametro medio de los ovocitos y abundancia relativa de los diferentes
estadios de maduracién de hembras reproductoras de M. rosacea mantenidas en
cautiverio.
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El incremento en la proporcion de los estadios avanzados de maduracion se
relaciond con el incremento de las horas de luz y de la temperatura. Los huevos
ovulados fueron observados en bajas proporciones en febrero para después
incrementar hacia la mayor proporcién en junio. En el mes de julio se pudo
observar la mayor proporcion de ovocitos atrésicos, sugiriendo que en esta latitud,

el periodo de desoves dura de febrero a junio (Figura 14C).

2.3. Induccién con HCG y calidad del desove

Grupo 1. Induccién con HCG de hembras en cautiverio. En marzo siete

hembras (0.8-1.8 Kg) con ovocitos de diametro inicial de 453 + 99 um fueron
inducidas al desove, y seis respondieron al tratamiento. Los huevos fueron
obtenidos mediante masaje abdominal, después de 36 horas tras la primera
inyeccion. La fecundidad obtenida varié de 94 x 10° a 356 x 10° huevos con una
tasa de fertilizacién del 44 al 100 % (Tabla 1V). La hembra que no respondi6 al
tratamiento hormonal poseia, en el momento de la induccion, ovocitos con
diametro de 278 £ 124 ym. En abril, tres hembras (0.78-1.68 Kg) con DIO 402 £ 50
um fueron seleccionadas para la induccién hormonal. Dos hembras respondieron
37 a 44 horas después de la primera inyeccion obteniendo una fecundidad de 55 a
164 x 10° huevos. Solo un desove fue fertilizado artificialmente (98 %) y la hembra

que no desovo tenia un DIO de 373 £ 50 um (Tabla V).
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En mayo, seis hembras que fueron previamente inducidas el mes de marzo fueron
inducidas de nuevo. Cinco respondieron positivamente a la induccion con una
fecundidad de 40 a 323 x 10° huevos. La tasa de fertilizacién obtenida fue del 3 al
74 % y la tasa de eclosion entre 30 y 95 %. El didametro promedio de los huevos

fertilizados fue de 871 £ 14 ym.

Cuatro machos maduros (1.2 a 2.4 Kg) con presencia de esperma fluido fueron
utilizados para fertilizar los huevos obtenidos de las inducciones. La fecundidad
acumulada de las hembras inducidas a desovar en mas de una ocasion fue de 134
a 400 x 10® huevos con un promedio de 294 + 112 x 10° huevos. El peso de las

hembras no se relaciond con la fecundidad (r? < 0.1).

Tres hembras inducidas en abril de 2005 desovaron con una fecundidad de 15 a

98 x 10° huevos.

En el mes de marzo de 2006, siete hembras (DIO >400 ym) fueron inducidas con
HCG. De cinco de ellas se obtuvieron de 10 a 90 x 10° huevos pero la tasa de
fertilizacién fue del 0 %. En abril y mayo, cuatro hembras (DIO 473 + 64 um)
fueron inducidas y desovaron de 210 a 570 x 10° huevos con una tasa de
fertilizacion del 30 al 89 %. En marzo de 2007, cuatro hembras desovaron de 121

a 410 x 10° huevos con una tasa de fertilizacion de 75 a 94 %.
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En resumen, el 85 % de las hembras mantenidas en cautiverio inducidas a
desovar con HCG respondieron al tratamiento, desovando un promedio de 173 x
10° huevos por hembra. Se obtuvieron un total 3,027 x 10° huevos viables del 59
% de las hembras inducidas con un promedio de 151 x 10° huevos viables por

hembra y con una tasa de fertilizacion promedio de 68 % (Tabla 1V).



Tabla IV. Resumen de las inducciones al desove con HCG de hembras de la cabrilla sardinera, M. rosacea
mantenidas en cautiverio.

Fecha Hembras T Peso DIO Fecundidad Huevos Tasa de
de Inducciéon Inducidas (C) (media+sd) (media+sd) Total® Viables? Fertilizacion®
(mm-aa) | Desoves (kg) (um) (media £ sd)  (x10%) (%)
(n) (x10%
03-03 7/6 22 1.10+0.36 453 + 99 220+ 113 42-296 44-100
04-03 3/2 225 1131048 402 + 50 110+ 77 0-54 0-98
05-03" 6/5 235 1.05+0.33 509 + 30 147 + 116 1-139 3-74
04-05 3/3 23 0.66 +£0.02 446 + 69 43 £ 48 0 0
03-06 7/5 23 0.67+0.11 >400 27 + 35 0 0
04-06 3/3 24 2.85%+1.55 636 + 204 432+ 152 174-235 31-89
05-06 1/1 24  4.40+0.00 989 + 97 210 63 30
03-07 4/4 22 1751048 >400 246 +136  114-365 75-94

TOTAL 5,027 3,027

73
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Grupo 2. Induccion con HCG de hembras silvestres. Treinta y ocho hembras

silvestres (0.24 a 3.14 Kg) fueron inducidas a desovar el mismo dia de su captura.
Un total de 84 % de las hembras desové un promedio de 91 x 10° huevos por
hembra. Cinco hembras desovaron huevos viables (13 %) en abril con una tasa

promedio de fertilizacion de 8 £ 22 % (Tabla V).

Tabla V. Resumen de las hembras silvestres de M. rosacea inducidas a desovar

con HCG
Fechade Hembras Peso DIO Fecundida Huevos Tasa de
Induccié Inducida (medi Rango d Viables Fertilizacién
n S a (media Total® a a
(mm-aa) / * sd) * sd) (x10°) (x10%) (%)
Desoves (kg) (um)
(n)
099+ 542+
05-04 21/15 94 + 86 0 0
0.52 154
095+ 430#
04-05 16/ 16 65 £ 66 0-158 0-79
0.54 60
0.50 +
06-05 1/1 >400 220 £ 00 0 0
0.00
TOTA
. 2,678 255

DIO = Diametro Inicial del Ovocito.
@Datos de hembras con desoves.
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2.4. Induccién con LHRHa y calidad del desove

Grupo 3. Induccién con 20 ug Kg* de LHRHa. En marzo, 8 hembras

respondieron positivamente al tratamiento (67 %) y también se observaron dos
desoves voluntarios. Tres de las doce hembras inducidas en marzo fueron re-
inducidas en abril pero ninguna tuvo huevos viables. La fecundidad total varié de 8
a 254 x 10° huevos con un nimero total de huevos desovados de 806 x 10°.
Cuatro hembras tuvieron huevos viables (33 %) con una tasa de fertilizacion de 3
a 99 % (Tabla VI). Las dos hembras que tuvieron la mayor tasa de fertilizacion (50
y 99 %) tuvieron un DIO >500 ym. Las hembras que no desovaron tuvieron el

menor DIO en el momento de la induccion (354-410 um) (Tabla VI).

Grupo 4. Induccién con 150 ug Kgt de LHRHa. Trece hembras fueron inducidas

al desove con LHRHa con una dosis total de 150 ug Kg”'. Cuatro hembras que
fueron inducidas en abril fueron re-inducidas con la misma dosis en mayo. En
abril, nueve hembras desovaron con masaje abdominal. La fecundidad total fue
variable, con un rango de 4 a 332 x 10° huevos, y la fecundidad acumulada fue de
928 x 10° huevos. Seis de las nueve hembras inducidas tuvieron huevos viables
con una tasa de fertilizacion de 1 a 41 % (Tabla VI). El numero de huevos viables

varié de 50 a 60 x 10°.
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En resumen, de las veinticinco hembras que fueron inducidas al desove con
LHRHa, se lograron 17 desoves mediante masaje abdominal (68 %) obteniendo
un total de 1,813 x 10, de los cuales 376 x 10° fueron huevos viables (Tabla VI).
También se consiguieron dos desoves voluntarios, con 79,000 huevos, aunque no

hubo evidencia si estos desoves eran de la misma hembra o de varias.
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Tabla VI. Resumen de los resultados de las inducciones al desove con LHRHa en hembras cautivas de M. rosacea

Fecha de Dosis Hembras T Peso DIO Fecundidad Huevos Tasa de Inducciones” Desoves”
Induccion de Inducidas (°C) (media+* (media+ Total® Viables® Fertilizacion® (n) (n)
(mm-aa) LHRHa /Desoves sd) sd) (media (x10%) (%)
(mg kg~ obtenidos (kg) (um) sd)
p) (n) (x107)
03-06 5+15 12/8 24 1(')0;1 488 + 115 101 + 82 0-81 0-99 15 15
04-06 13/9 24.5 0(')9:; 513 + 106 103 + 108 0-60 0-41 17 16
Desoves
Voluntarios 40 £ 49
(2)°
TOTAL 1,813 376 32 31

IOD = Diametro Inicial de Ovocito.
aDatos de hembras desovadas.

®Numero total de inducciones, algunas hembras fueron inducidas en mas de una ocasién y desovaron varias veces.
°Dos desoves voluntarios dentro del tanque sin fertilizacion. No fue posible localizar a la hembra que desovo.
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2.5. Grupo control

Grupo 5. Control. Las hembras del grupo control (n=16) tuvieron una proporcion

elevada de ovocitos primarios a lo largo del estudio. En enero, se pudo observar
ovocitos en vitelogénesis temprana y los estadios avanzados de desarrollo
incrementaron progresivamente en los meses siguientes similares a lo observado
en las hembras de los otros grupos experimentales. Las gonadas entraron en el
periodo de post-desove en el mes de julio junto con un decremento de los estadios
mas avanzados de maduracion y un incremento de los estadios gonadales
inmaduros. Las hembras del grupo control, no presentaron FOM ni desoves
voluntarios dentro de los tanques. Los machos del grupo control maduraron y se

pudo observar esperma fluyente al aplicar una ligera presion abdominal.

2.6. Diferencias entre los tratamientos

Las hembras del grupo 1, tuvieron la mayor fecundidad promedio (P < 0.05) siendo
diferente de los dos grupos de LHRHa y similar al grupo 2 (HCG silvestre). Este
grupo también tuvo el mayor numero de huevos viables y la mayor tasa de
fertilizacion al compararlo con el resto de los tratamientos (P < 0.05). EI niumero
promedio de huevos por hembra del grupo 1 que desovd huevos viables fue de
104 x 10% mas del doble que el resto de los tratamientos. Hubo una mayor

proporcion de hembras con huevos viables en todos los grupos con hembras en



79

cautiverio (33-59 %). Unicamente 13 % de las hembras silvestres inducidas

desovaron huevos con una baja tasa de fertilizacion (8 + 22) (Tabla VII).

Las hembras pertenecientes al grupo 1 que no respondieron al tratamiento
tuvieron un DIO de 393 + 84 ym en el momento de la primera induccion. El
diametro promedio de los ovocitos de las hembras de este grupo que desovo fue
de 487 + 138 um y finalmente el DIO de las hembras que produjeron huevos
viables fertilizados incrementd hasta alcanzar 523 £ 154 um. En el grupo 2, el DIO
de las hembras que no desovaron fue mayor que el de el grupo de hembras en
cautiverio (532 £+ 167 ym); se observaron valores similares de las hembras que
desovaron (488 = 125 um) y las que tuvieron huevos viables (514 + 70 ym) (Tabla

VII).

En los tratamientos con LHRHa, las hembras pertenecientes al grupo 3 que no
desovaron, tuvieron un DIO de 379 + 25 ym, menor a las hembras del grupo 4
(516 + 33 ym). Las hembras que desovaron tuvieron un DIO de 543 + 102 y 473 +
166 um, respectivamente. El DIO de las hembras que desovaron huevos viables

fue alrededor 500 uym (Tabla VII).
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Tabla VII Resumen de los resultados de las inducciones hormonales de M. rosacea de los diferentes tratamientos
experimentales

Hembras DIO* Hembras Fecundidad Huevos Tasade
Inducidas NS Desovadas Total Viables Fertilizacion
Tratamiento / S (%) (x 10%) (x 10°) (%)
Desoves VE
(n) (MM * sd)
393+ 84
Grupo 1 28/29 487 +138 85 5,027° 3,027 40 +40°
523 + 154
532 + 167
Grupo 2 38/32 488+ 125 84 2,6812° 255° 8 +22°
514 + 70
379+ 25
Grupo 3 12/8 543102 67 807" 189° 14 + 31°
501 + 59
516 + 33
Grupo 4 13/9 473 +166 69 928° 187° 18 + 31°
498 + 187

* DIO promedio de hembras inducidas. NS= Hembras sin desove; S= Hembras con desove; VE= Hembras con
huevos viables. Letras diferentes representan diferencias estadisticas significativas (P < 0.05).
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3. Relaciéon entre la concentracion de esteroides sexuales y el desarrollo

gonadal de reproductores de M. rosacea

3.1. Hembras

3.1.1. Desarrollo gonadal

Las hembras tuvieron un mayor porcentaje de ovocitos primarios a lo largo del
periodo experimental (I; >76%) (Figura 15A). Los ovocitos primarios fueron
predominantes de enero a febrero (> 85 %) donde podemos observar una
pequena proporcion de ovocitos vitelogénicos (< 3.3 %). En enero, se pudieron
observar ovocitos en vitelogénesis temprana (1.5%). En los siguientes meses, el
porcentaje de peces con ovocitos en vitelogénesis temprana y tardia increment6
progresivamente siendo en marzo donde se encontraron huevos ovulados y
coincidié con el incremento en la temperatura del agua y el fotoperiodo (Figura
15A,D). En los meses siguientes la proporcion de huevos ovulados incrementé
hasta llegar al valor mas elevado en junio (ver area sombreada (Figura 15). En
julio, las godnadas entran en el periodo de post-desove caracterizado por el
incremento en la cantidad de ovocitos previtelogénicos (> 95%) y atrésicos
(0.52%). En este mes, la temperatura del agua alcanzo6 los 26 °C y el fotoperiodo
fue de 13.4 h. Aunque un pequefio numero de ovocitos atrésicos fue observado

durante todo el afio (< 1%) (Figura 15).
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Figura 15. Variaciones mensuales de los estadios gonadales, niveles plasmaticos
de Estradiol (E2), testosterona (T) y los cambios medioambientales de la
temperatura y fotoperiodo de hembras reproductoras de la cabrilla sardinera, M

rosacea en cautiverio.
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Los valores mensuales de los esteroides sexuales se encuentran expresados
como promedio + SE. (n= 16 mes™). Letras diferentes representan diferencias
estadisticas significativas (P < 0.05) entre los meses de la misma hormona. El
area sombreada indica los valores <76% de ovocitos primarios.

La recrudescencia gonadal en la cabrilla sardinera fue relevante cuando el
porcentaje de ovocitos en categoria | decrecié hasta valores < 84% durante el mes
de marzo (Figura 15A). La temperatura del agua en ese mes era >21.4 °C y el
fotoperiodo incrementé por 1 hora con respecto al mes anterior, hasta alcanzar 12
h de luz en el mes de marzo (Figura 15E). A partir de marzo hasta junio, las
gonadas de las hembras se desarrollaron, observandose mayor proporcion de los
estadios mas avanzados de maduracion, los cuales coincidieron con un pequefio y

constante incremento en la temperatura del agua, la cual alcanzé6 23.5 °C en junio.

En este momento se puede observar el fotoperiodo mas elevado (13.6 h).

3.1.2. Concentracion de esteroides sexuales de hembras

Estradiol

Se observaron bajos valores de E2 de noviembre a marzo (0.19 - 0.47 ng mlI") y
un incremento significativo (~4-veces) en el mes de abril alcanzando la mayor
concentracion del afio y que coincidié con la recrudescencia gonadal, siendo el
valor mas elevado del ciclo reproductivo (1.08 + 0.19 ng ml™"). Los valores de E2

permanecieron elevados y casi constantes (~0.8 ng ml™') en mayo vy junio. A partir
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de julio hasta octubre, los valores en la concentraciéon de E2 disminuyeron (~0.53
ng ml"), siendo significativamente menor a la concentracion de abril.
Posteriormente se observo otro decremento hasta llegar a una concentraciéon

basal en el mes de noviembre (Figura 15B).

Testosterona

Los niveles de T se mantuvieron sin cambios y bajos desde enero y se mantuvo
sin cambios estadisticos significativos hasta mayo en donde la concentracion
incrementd ligeramente, manteniéndose en este nivel desde junio hasta
noviembre. En los meses siguientes, se observo un incremento constante hasta un
pico en octubre en el periodo de post-desove (Figura 15C). Durante el periodo de
post-desove, la T incrementd constantemente alcanzando la concentracién mas
elevada en septiembre y octubre (Figura 15C). Este incremento coincidié con la

disminucion del fotoperiodo y los niveles de E2.

11-Ketotestosterona

La concentracion de 11-KT se mantuvo constante a lo largo del afio con valores de
0.14 + 0.02 ng m™ y 1.13 + 0.55 ng mI". No se obtuvieron diferencias

significativas de los valores de la concentracidén al comparar los diferentes meses.
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Los niveles de 11-KT se mantuvieron bajos a lo largo del estudio (< 1.1 ng ml™),

por lo que los resultados fueron excluidos de la figura para evitar confusion.

3.2. Machos

3.2.1. Concentracion de esteroides sexuales en machos

Estradiol

Se observo un patrén bimodal de patrones bajos de los niveles de E2 (<0.9 ng mI
Y en machos a lo largo del ciclo sexual. Los niveles fueron los mas elevados
durante el periodo de gametogénesis en enero y al final del periodo reproductivo
de junio a julio. En los meses de enero y febrero, los niveles plasmaticos de E2
fueron 0.67 + 0.15 ng ml™ y 0.41 + 0.10 ng ml™", respectivamente. Se observé un
decremento constante y significativo en marzo en relacion con enero. En abril,
comienza a incrementar la concentracion de E2 hasta un pico en los meses de
junio y julio. Para posteriormente decrecer significativamente durante los

siguientes meses.
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Testosterona

Los niveles plasmaticos de T no variaron a través del afio. Unicamente se observé
una tendencia a incrementar a partir de abril (1.4 + 0.17 ng ml™") a julio (1.88 + 0.75

ng ml™") (Figura 16B).

11-Ketotestosterona

Los niveles plasmaticos de 11-KT se mantuvieron sin cambios significativos en
una concentracion de 0.21 ng ml™" + 0.05 y 0.40 + 0.16 ng ml"" desde enero hasta
febrero (<0.4 ng ml”) e incrementaron continuamente a partir de marzo hasta
alcanzar un pico en junio y julio (2.24 y 2.68 ng ml™", respectivamente). Los valores
mas altos de 11-KT coincidieron con los porcentajes mas elevados de machos en
espermiacion (Figura 16C). Esta concentracion fue significativamente mas elevada
qgue la concentracién de los meses de enero y febrero. A partir de agosto hasta
noviembre se pudo observar un decremento significativo el cual coincidié con el
periodo de post-desove (Figura 16C). El incremento de los niveles plasmaticos de
E2 y 11-KT durante el periodo reproductivo, coincide con el incremento de la

temperatura del agua y el fotoperiodo creciente del verano (Figure 16D).
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Figura 16. Variacion mensual de los niveles plasmaticos de testosterona (T), 11-
ketotestosterona (11-KT) y el porcentaje de machos en espermiacion

(C; barras). Valores medioambientales de la temperatura y el fotoperiodo. Los
valores mensuales de la concentracion de esteroides sexuales son expresados
como promedio + SE (n = 7 mes™). Letras diferentes representan diferencias
significativas (P < 0.05) entre los meses para la misma hormona. El area
sombreada incluye valores de 11-KT plasmaticos superiores a 0.5 ng ml™.
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3.3. Concentracién de esteroides sexuales en peces bisexuales

3.3.1. Desarrollo gonadal

Durante el periodo experimental, una de las hembras (0.66 kg y 37 cm) se
encontro en estadio bisexual y se transformé a macho. Al igual que el resto de las
hembras, se pudo observar una mayor proporcion de ovocitos primarios a lo largo
del ano. En el mes de abril, las frecuencias de las categorias de desarrollo fueron:
l; 90.5%, Il; 2.6%, y lll; 4.2%. A diferencia de las otras hembras, en este mes no se
observaron ovocitos hidratados y un valor de 2.6% de ovocitos atrésicos. En
agosto, no se observaron mas ovocitos dentro de la génada y se pudo observar
distintos estadios espermaticos dentro del nuevo fluyente al aplicar una ligera
presion abdominal. Para el siguiente periodo reproductivo, en abril del 2006, se

observé esperma fluyente (Figura 17).
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Figura 17. Desarrollo gonadal del individuo bisexual y los niveles plasmaticos de
esteroides sexuales durante el periodo experimental.

Estradiol (E2 -o-); testosterona (T - ¥-). 11-ketotestosterona (KT -o-).

3.3.2. Concentracion de esteroides sexuales en el cambio de sexo

Estradiol

La concentracion de E2 se mantuvo relativamente elevada durante los primeros
meses del periodo experimental, desde enero a julio con valores de concentracion
entre 0.48 ng mI" y 1.47 ng ml™". En el mes de junio, se pudo observar la mayor

concentracion de E2 coincidiendo con el fotoperiodo mas elevado. A partir de
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agosto se observaron niveles bajos de E2 (0 — 0.06 ng ml™") hasta el final del

periodo experimental (Figura 17).

Testosterona

La T fue elevada (1.21-1.74 ng ml") desde enero hasta junio y comenzd a
decrecer hasta el mes de agosto (0.60 ng ml"), para después incrementar

continuamente desde septiembre hasta noviembre (1.32—2.01 ng ml™") (Figura 17).

11-Ketotestosterona

Los niveles plasmaticos de 11-KT se mantuvieron bajos hasta mayo con una
concentracion entre 0.12 y 0.37 ng ml". En el mes de junio, se observé un
incremento agudo hasta alcanzar la maxima concentracion (4.12 ng ml™"), la cual
estuvo en relacion con el fotoperiodo. La concentracion disminuyo en julio (0.61 ng
mI'1) y se pudieron observar dos incrementos posteriores, el primero en
septiembre (1.74 ng mlI") y el segundo en noviembre (3.76 ng ml™") (Figura 17). El
segundo incremento ocurrié cuando la temperatura y el fotoperiodo eran bajos

(Figura 17).
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En el apéndice Il se muestran los resultados de los esteroides sexuales durante el

estudio.
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DISCUSION

1. Descripcion del desarrollo gonadal de reproductores de M. rosacea

mantenidos en cautiverio

En este estudio, se describieron los cambios que ocurrieron en las gonadas de la
cabrilla sardinera M. rosacea, en un ciclo anual, a través de técnicas histoldgicas,
y se demuestra que la totalidad de reproductores que se mantuvieron en
cautiverio, maduraron sexualmente. Al igual que lo observado en la naturaleza, los
reproductores presentan las fases mas avanzadas de madurez a partir de abril
hasta junio (Erisman et al., 2008). Los estadios de vitelogénesis tardia pueden ser
observados a partir de febrero indicando el progreso de la madurez gonadal y en
abril se obtienen los porcentajes mas elevados de ovocitos en estadios avanzados
de vitelogénesis y por lo tanto el mayor diametro medio de los ovocitos. Este
periodo reproductivo, es comun para otras especies de meros como Epinephelus
tauvina (Forsskal, 1772) (Abu-Hakima, 1987), Epinephelus septemfasciatus
(Bhandari et al., 2004a) y similar a E. merra con el mayor desarrollo ovarico en
junio (Lee et al., 2002). Lo que indica la fuerte influencia del fotoperiodo y la
temperatura en el desarrollo gonadal de estas especies tropicales. La talla minima
en la que se observé madurez gonadal fue 360 mm, que significa una edad 3+
anos; esto coincide con la edad minima donde se encontr6 madurez gonadal en E.

tauvina (Abu-Hakima, 1987).
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Recientemente, fue demostrado que los individuos silvestres de la cabrilla
sardinera, M. rosacea son gonocoristas pasando por una fase juvenil bisexual sin
el desarrollo de ovarios maduros en tallas menores a 220 mm (2 afios) (Erisman et
al., 2008). En este estudio los dos individuos que cambiaron de sexo eran
mayores de 3 y 4 afnos (351 y 416 mm, respectivamente) y tuvieron ovarios
maduros con todos los estadios de desarrollo un mes previo a la reversion sexual.
Existen algunas especies de meros donde los individuos mas grandes son los que
cambian de sexo, aunque en otras especies puede ser observado en organismos
de tallas pequefias como es el caso de Epinephelus tauvina (Forsskal, 1772) (Abu-
Hakima, 1987), Epinephelus aeneus (Geoffroy Saint-Hilaire, 1817) (Hassin et al.,
1997) y Epinephelus merra (Bloch, 1793) (Bhandari et al., 2003). Sin embargo, por
lo general, el tamafio promedio de las hembras es menor que el tamafo promedio
de los machos de una poblacion, a diferencia de M. rosacea donde en este estudio

se demostré que el tamarfo de las hembras y los machos se traslapé.

Los organismos de M. rosacea de este estudio, cambiaron de sexo a macho tras
ocho meses en cautiverio. EI cambio de sexo, es decir la transformacion completa
de la gbnada de hembra a génada masculina, se realizé en un periodo menor a
dos meses. Estos individuos tenian ovarios maduros con todos los estadios
avanzados de desarrollo ovocitario en el mes de febrero, un mes después se
observé la ovo-testis con reminiscencias de tejido ovarico previo la presencia de
esperma y la transformacion completa hacia la géonada masculina funcional en

marzo. El tiempo que tarda un individuo en cautiverio en cambiar de sexo varia de
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acuerdo a la especie, el mero E. coloides demord 7 afnos en cambiar de sexo en
cautiverio (Yeh et al.,, 2003). La velocidad del cambio de sexo también puede
verse afectada por el cautiverio, ya que es comun que en las poblaciones
silvestres, ocurra fuera del periodo reproductivo (Smith, 1965; Bruslé y Bruslé,
1975; McGovern et al., 1998; Bhandari et al., 2003; Bhandari et al., 2004a). En
estudios del mero E. merra en cautiverio, la reversion sexual fue completada en un
periodo mas corto en la época reproductiva, siendo relacionado con los altos
niveles de esteroides sexuales generados durante este periodo (Alam et al., 2005;

Alam et al., 2006).

En algunas especies, la unidad social estd comprendida por varios individuos
pequefos y un macho grande dominante, que cuando desaparece o no puede
mantener el control de sus subordinados, una de las hembras mas grandes puede
cambiar de sexo y asumir el papel del macho (Yaron y Sivan, 2005). En este
estudio los individuos que sufrieron reversion sexual no fueron los mas grandes
demostrando el potencial de la especie de cambiar de sexo sin relacion con el
tamano. Esto ha sido reportado en otros meros en cautiverio como E. akaara
donde el tamafo de las hembras que sufren la reversion sexual es diferente al
encontrado en poblaciones silvestres (Tanaka et al., 1990), y para el mero E.
striatus, que es una especie descrita como gonocorista con el potencial de
cambiar de sexo bajo condiciones naturales o controladas (Sadovy y Colin, 1995).
Existen otras especies que han sido caracterizadas como gonocoristas en la

naturaleza como Bostrichthys sinensis (Lacepéde, 1801) pero en condiciones de
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cultivo el 10-15 % de los peces son hermafroditas, sugiriendo también que el
hermafroditismo es el resultado de las condiciones de cautiverio como puede ser
la elevada temperatura o quimicos que se introducen en los estanques (Hong et
al., 2006). También, algunas especies de meros como Epinephelus marginatus, E.
coioides y E. merra han sido inducidas hormonalmente al cambio de sexo con
metiltestosterona (MT), mezclas de hormonas o inhibidores de la aromatasa
(Glamuzina et al., 1998; Yeh et al., 2003; Bhandari et al., 2004a; Bhandari et al.,
2004b; Bhandari et al., 2005; Alam et al., 2006, respectivamente) para obtener
mayor produccion de esperma. La induccion a la reversion sexual de individuos
adultos de E. merra con inhibidores de aromatasa produjo machos en dos meses y
medio con testis mayores que los machos silvestres y con una gran produccién de
esperma y alta fertilizacion de huevos (Bhandari et al., 2004b; 2005); aunque
juveniles de E. merra inducidos a la reversion sexual produjo individuos con poca
produccién de esperma, sugiriendo que el éxito de la reversién sexual podria
depender del tamafio y la edad de los individuos (Robertson y Justines, 1982;

Glamuzina et al., 1998; Candi et al., 2004).

En este estudio, todos los individuos fueron muestreados repetidamente vy
mantenidos en condiciones de cautiverio como lo sugerido por Bhandari et al.,
(2003), por lo que los resultados mostrados aqui pertenecen a un mismo individuo.
Estos resultados, en conjunto, son de suma importancia para considerarlos en la
composicion del stock de reproductores con fines de produccion en acuicultura. Se

requieren mas estudios acerca del comportamiento reproductivo de las hembras y
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machos en cautiverio, junto con pruebas de induccion a la reversion sexual para

corroborar el comportamiento reproductivo de la cabrilla sardinera en cautiverio.

2. Efecto de la HCG y LHRHa sobre la induccion de la maduracion final del

ovocito, la ovulacion y la calidad del desove.

Este estudio demostré que la induccion hormonal con HCG o LHRHa es una
herramienta eficaz para la reproduccion de la cabrilla sardinera (M. rosacea). Se
obtuvieron un total de 9,100 x 10 huevos de hembras inducidas al desove de los
cuales 3,658 x 10° fueron huevos viables, aunque los resultados de fecundidad,
numero total de huevos viables y tasa de fertilizacion variaron entre los diferentes

tratamientos.

La induccion hormonal con HCG para producir la maduracion final de los ovocitos
ha sido utilizada ampliamente en un gran numero de especies con dosis que van
desde 100 a 4000 IU/Kg (Tucker 1998; Zohar y Mylonas 2001). Dentro de estas
especies se encuentran el mero rayado (E. amblycephalus) inducido con 1-3
inyecciones de 1000 IU/Kg, con desoves de 25 a 30 h después de la primera
inyeccion (Tseng y Poon, 1983), el mero de Hong Kong (E. akaara), inducido con
2 inyecciones de 1000 a 2000 IU Kg' (Tseng y Ho, 1988), el mero del coral
“squaretail” (Plectropomus areolatus) inducido con 350-700 IU Kg' y el mero

marrén (E. fuscoguttatus) inducido con una dosis de 150 a 700 IU Kg™' (Tucker y
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Fitzgerald, 1994; Kohno et al., 1990). Otras dos especies del género como el “gag”
(Mycteroperca microlepis) inducido con una dosis de 870 Ul Kg™' ¢ 1500 Ul Kg™
en dos inyecciones (Roberts y Schlieder, 1983; Tucker 1998) y el “Scamp” (M.

phenax) inducido con 1500 Ul Kg™ (Tucker 1998).

Los primeros intentos de induccion al desove con HCG en individuos silvestres de
M. rosacea fueron llevados a cabo a finales del mes de junio donde el mayor
numero de huevos obtenido fue de 40 x 10° huevos por hembra (Gracia-Lépez et
al., 2004a,b). En el presente estudio, el mayor desove obtenido de una hembra
silvestre fue de 302 x 10° huevos en mayo y 220 x 10° huevos en junio; estas
diferencias en la fecundidad pueden ser atribuidas al tiempo de captura, el
manejo, el diametro inicial del ovocito en el momento de la induccion, el tamafio de
la hembra y la experiencia de manejo en el momento de realizar el masaje
abdominal para la obtencién del desove. Es comun que el manejo repetido de los
reproductores mantenidos en cautiverio ocasione estrés, mortalidades o que
directamente afecte la maduracién final de los ovocitos (Bromage et al., 1994;

Bromage y Roberts, 1995; Zohar y Mylonas, 2001).

En este estudio, las inducciones al desove de hembras en cautiverio con HCG
tuvieron un mejor resultado que el resto de los tratamientos experimentales. Estas
diferencias podrian ser atribuidas al estrés que sufren las hembras silvestres al
momento de la captura y en el caso de las inducciones con LHRHa al manejo

repetido de las hembras. Todas las hembras del grupo control maduraron en
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cautiverio. Los ovarios de estas hembras contenian ovocitos en vitelogénesis a
partir de marzo con el mayor grado de desarrollo en abril. No se observaron
desoves voluntarios dentro de los tanques y las gonadas presentaron una alta
proporcion de ovocitos atrésicos y pre-vitelogénicos en julio sugiriendo la sobre-

maduracion del ovario.

Se observaron diferencias significativas en la tasa de fertilizacion y el numero de
huevos viables entre hembras inducidas con HCG silvestres y en cautiverio (P >
0.05), alcanzando un total de 3,027 x 10> huevos viables. Como era de esperarse,
los resultados de las hembras mantenidas en cautiverio tuvieron los mejores
resultados aunque la induccion de hembras silvestres puede ser una herramienta

para obtener desoves facilmente para investigacion.

La mortalidad por efecto de la manipulacion cuando se realizé la induccion
hormonal fue nula, y aunado a la respuesta positiva ofrecida por los animales tras
la induccién hormonal demuestra que la cabrilla sardinera es resistente al manejo
y estrés, caracteristicas que han sido demostradas para otras especies de meros

(Watanabe et al. 1995; Hassin et al. 1997; Tucker 1998; Tucker 1999).

Los resultados indican que las inducciones con HCG y LHRHa son una
herramienta adecuada para inducir la maduracion final de los ovocitos cuando son
aplicadas en hembras con DIO entre 498 y 523 uym. Esta relacion directa entre la

efectividad de la hormona y el tamafo del ovocito ha sido descrita para otros
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meros como E. marginatus con DIO entre 400 y 500 um (Spedicato et al., 1995;
Marino et al., 2000); E. striatus, de 482 a 561 ym (Watanabe et al., 1995) y E.
salmoides con DIO de 400 um, aproximadamente (Kungavankij et al., 1986), entre
otros. Los resultados de induccién de M. rosacea de este estudio, indican que las
hembras con un DIO de 498 a 523 ym desovan huevos viables y que las hembras
inducidas con un DIO diferente a estos pueden resultar en desoves de mala

calidad.

En los individuos donde es necesario realizar un masaje abdominal para extraer
los desoves de las hembras inducidas hormonalmente, es crucial determinar el
momento exacto para hacerlo ya que de esto depende obtener desoves exitosos y
por consiguiente la fertilizacién de los gametos. La tasa de fertilizacion aumentoé
cuando ajustamos el tiempo para el manejo determinado por caracteristicas
morfologicas y/o de comportamiento de las hembras (tamafio del abdomen,
flotabilidad e hidratacion de los huevos, fluidez de los huevos, comportamiento de
nado, etc.) que son factores fundamentales para el masaje abdominal. Si hay un
retraso en el masaje abdominal puede ocasionar sobre-maduracion causando
dafos a los gametos y por lo tanto baja tasa de fertilizacién (Bromage et al., 1994;
Tucker, 1998; Zohar y Mylonas, 2001). Para los desoves de el mero moreno (E.
marginatus) se obtuvo una baja tasa de fertilizacion después de que las hembras
fueron masajeadas para desovar 74 h después de la primera inyeccién lo que
ocasion6 desoves sobre-maduros (Marino et al., 2000). En este estudio, las

cabrillas fueron masajeadas para desovar entre 36 y 42 horas después de la
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primera inyeccion, que es el tiempo requerido para completar la maduracién final
de los ovocitos, y es similar al tiempo requerido para el mero de Nassau (E.

striatus) (Head et al., 1995).

En esta Ultima especie, la fecundidad relativa promedio fue de 186 x 10° huevos
Kg' (Watanabe et al., 1995). La fecundidad relativa promedio de la cabrilla
sardinera (130 x 10° huevos Kg™') fue menor que la reportada para E. aeneus (242
x 103 huevos Kg™') (Hassin et al., 1997) y similar a la de E. marginatus (118 x 10°

huevos Kg™) (Marino et al., 2003).

El tamafio de los huevos de los peces de la familia Serranidae es extremadamente
variable de 610 um en el serrano arenero, (Diplectrum formosum) hasta 1,000 ym
en la cabrilla venda, (E. amblycephalus) (Tucker, 1998) aunque la mayor parte de
las especies de meros poseen huevos entre 770 y 1,000 um. La cabrilla sardinera
tuvo un tamafio de huevo mas pequefio (871 um) que el reportado para otras
especies como el “gag”, (M. microlepis) (920 um) (Roberts y Schlieder, 1983), la
cherna criolla (E. striatus) (908 uym) (Watanabe et al. 1995) y el falso abadejo (E.
costae) (926 um) (Glamuzina et al., 2000), similar al reportado para el mero
moreno, (E. marginatus) (871 y 888 um) (Spedicato et al., 1995; Spedicato y
Boglione, 2000) y mas grande que para el mero disfrazado, (E. microdon) (769-
832 ym) (Tamaru et al., 1996). Ademas de estas diferencias inter-especificas entre

el tamafo de los huevos, existen diferencias intra-especificas entre las diferentes
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poblaciones de huevos que pueden ser producidas por deficiencias nutricionales

de los reproductores o la cercania de el periodo reproductivo (Chao et al., 1993).

En afios recientes, la FDA admiti6 el uso de la HCG como herramienta
fundamental en la industria acuicola para la produccion de lotes de peces y
permitid su uso en reproductores bajo ciertas condiciones reguladas (CVM, 2000;
Greenlees, 2000). En algunas especies tratadas con HCG se ha observado
respuestas del sistema inmune lo que ha llevado a la disminucién de la cantidad y
calidad de los gametos (Mylonas y Zohar, 2001b). Las hembras inducidas a
desovar en el presente estudio, demostraron no tener una respuesta inmune
contra la HCG ya que varias fueron re-inducidas a desovar durante el mismo o el
siguiente periodo reproductivo. Esto es similar a las observaciones en
reproductores de E. striatus inducidos hasta 3 veces durante el mismo periodo

reproductivo (Head et al., 1996).

De todas las hembras estudiadas, solo se observaron dos desoves voluntarios
dentro de los tanques, aunque no hubo cortejo por parte de los machos o
fertilizacion de los desoves. Esto es comun para otras especies de meros (E.
aeneus) (Hassin et al., 1997) y otras especies como la lubina estriada (Morone
saxatilis) (Mylonas et al., 1997) mantenidos en cautiverio dénde los reproductores
no llevan a cabo la maduracion final del ovocito ni desovan voluntariamente. Esta
situacion hace que las inducciones hormonales y el masaje abdominal sean

estrictamente necesarios para obtener huevos viables. También, la falta de
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desoves naturales en cautiverio o las bajas tasas de fertilizacion pueden ser
atribuidas a otros factores que suceden después de la gametogénesis y la
ovulacién como son la falta de cortejo que por lo general se encuentra limitado por
la profundidad del agua dentro de los tanques y el tamafo de los mismos
(Okumura et al., 2002). Otros factores pueden ser el fotoperiodo, temperatura,
salinidad, ciclos lunares, comportamiento social (proporcion sexual, territorialismo
de los machos, densidad, etc.) o disruptores fisiologicos en el eje hipotalamo-

pituitaria-génada (Zohar y Mylonas, 2001; Okumura et al., 2002).

El fotoperiodo y la temperatura del agua, son dos de los factores que mas influyen
en el ciclo reproductivo de los peces asi como los desoves (Lam, 1983; Carrillo et
al., 1989; Zanuy et al., 1995; Norberg et al., 2004). El inicio del desarrollo de la
recrudescencia gonadal de la cabrilla sardinera estuvo relacionado con el solsticio
de invierno, donde el fotoperiodo corto (11 L:13 O), podria ser la sefial de inicio de

la gametogénesis.

La temperatura del agua en el momento de inicio de la gametogénesis era 18 °C.
Desde marzo a junio, considerado el periodo de desoves, ya que los ovarios
poseen ovocitos hidratados la temperatura del agua se situa en el rango de 20 a
24.7 °C, y una temperatura por arriba de 24-25 °C se relaciona con el fin del

periodo de desoves coincidiendo con el alto numero de ovocitos atrésicos.
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3. Relacién entre la concentracion de esteroides sexuales y el desarrollo

gonadal

Este estudio nos brinda la primera informacion acerca de los cambios en la
concentracion de esteroides sexuales durante un ciclo reproductivo y la relacion
que guardan respecto al desarrollo gonadal de la cabrilla sardinera M. rosacea
mantenida en condiciones de cautiverio. Es importante resaltar que los peces
utiizados en este estudio no fueron sacrificados y, por lo tanto, las
concentraciones de los esteroides sexuales y la composicién de los ovocitos en
diferentes estados de maduraciéon dentro del ovario, provienen de los mismos
individuos monitoreados mensualmente. La intencion de este estudio fue la de
entender los cambios que ocurren en los peces reproductores en cautiverio con la
finalidad de su aplicacién en la acuicultura. Por lo que este trabajo difiere de otros
donde la dinamica de los esteroides sexuales ya sea de peces cautivos o
silvestres proviene de peces sacrificados a lo largo de los periodos
experimentales, obteniendo un valor promedio de un grupo de peces en un
momento dado. Por ejemplo en estudios del mero rojo Epinephelus morio
(Johnson et al., 1998); el mero panal, Epinephelus merra (Lee et al., 2002;
Bhandari et al., 2004a, 2004b, 2005, 2006; Alam et al., 2005); el mero de pintas
naranjas Epinephelus coioides (Yeh et al., 2003); el gobio, Rhinogobiops nicholsii

(Kroon vy Liley, 2000), entre otros. Adicionalmente, esta es la primera vez que se
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reporta para esta especie los niveles de esteroides sexuales y su relacién con el

desarrollo gonadal de un pez que cambi6 de sexo en condiciones de cautiverio.

El analisis de las preparaciones histolégicas, nos brindd la informacién correcta
acerca del sexo de los peces al igual que nos permitié corroborar que el ovario de
la cabrilla sardinera es del tipo sincronico por grupo debido a que contiene
paquetes de ovocitos en diferentes estadios de desarrollo (Kiewek-Martinez,
2004). Este tipo de ovario es comun de los peces serranidos como el mero rojo E.
morio (Johnson et al., 1998) y otros peces como la lubina europea Dicentrarchus
labrax (Asturiano et al., 2002). Dentro de las especies con ovarios sincrénicos por
grupo, existen diferencias en la dindmica de los esteroides sexuales. En algunas
especies, se puede observar un decremento progresivo de T durante el periodo
pre-ovulatorio y en otras especies se observa un decremento de E2; y en otras el
E2 y la T permanecen elevados la mayor parte del periodo pre-ovulatorio (Peter y

Yu, 1997).

Los factores externos, particularmente el fotoperiodo y la temperatura, son
activadores del eje cerebro-pituitaria-gdbnada que se encuentra involucrado en la
regulacion de la reproduccion (Rodriguez et al., 2001). Los estudios con otras
especies de meros como E. morio (Johnson et al.,, 1998), E. merra (Lee et al.,
2002; Bhandari et al., 2004a, 2005, 2006), Epinephelus marginatus (Marino et al.,
2003), y otras especies como “Spinecheek gudgeon” Eleotris acanthopoma (Wang

et al., 2001) también describen la relacion entre un incremento de la concentracion
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de E2 de los estadios avanzados de desarrollo gonadal con el incremento en el
fotoperiodo y la temperatura del agua. Concluyendo que para el mero E. merra, el
E2 es responsable del mantenimiento del estado femenino y el desarrollo ovarico

(Bhandari et al., 2005).

En las hembras estudiadas la T que los incrementd constantemente durante el
periodo reproductivo, indicando el papel que juega este como precursor de E2 el
cual presentd variaciones significativas a través del periodo vitelogénico de la
cabrilla sardinera M. rosacea. Esta regulacién de produccién de esteroides (E2 y
11KT) es una cadena de retroalimentacion regulada por T (Schulz y Muira, 2001) e
incluye la aromatizacién de la T para producir E2 (Yaron, 1995; Yaron y Sivan,
2006; Kroon y Liley, 2000; Schulz y Muira, 2002; Devlin y Nagahama, 2002;
Barannikova et al., 2004). Durante el periodo de post-desove, las gdénadas se
encuentran en regresion y la T ya no es convertida a E2 o 11-KT y como
consecuencia hay una elevacion en los niveles de T de la sangre. Resultados
similares han sido obtenidos para otras especies de peces como D. labrax (Prat et
al., 1990) y el mero E. acanthopoma (Wang et al.,, 2001), en los cuales la
correlacion entre los niveles plasmaticos de T con el desarrollo avanzado de la
gonada ha sido descrito con un posterior incremento en T durante el periodo de
post-desove. La 11-KT generalmente se encuentra en mayor concentracion en
machos que en hembras (Devlin y Nagahama, 2002) debido a que los andrégenos
y la FSH son las hormonas mas importantes implicadas en la regulacion de la

espermatogénesis (Schulz y Muira, 2002). Las hembras estudiadas tuvieron los
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niveles mas bajos de este androgeno como ha sido reportado para otras especies
como E. morio (Johnson et al., 1998), R. nicholsii (Kroon y Liley, 2000) y
Sparidentex hasta (Lone et al. 2001), entre otros. Estos estudios también
concuerdan con los rangos de concentracién encontrados en varias especies de

ciprinidos y el atun aleta azul (Lokman et al., 2002).

La produccion de androgenos en machos se mantiene elevada durante el proceso
de maduracién (Devlin y Nagahama, 2002; Barannikova et al., 2004). Uno de los
resultados mas impactantes observados en los machos de este estudio fue el
comportamiento bi-modal de la concentracién de E2 en el plasma. El primer pico
de E2 que sucedid en el periodo de pre-gametogénesis puede haberse debido a la
proliferacién de las células germinales en preparacién para el comienzo de las
divisiones meidticas que es probable que sea dependiente de E2 al igual que ha
sido descrito para otros teledsteos (Miura y Miura, 2003). El segundo pico de E2
sucedid en paralelo con el de 11-KT, el esteroide mas importante en la
gametogénesis de los machos (Borg, 1994). Las variaciones que ocurrieron en la
concentracion de 11-KT durante el periodo activo de la gametogénesis (marzo a
julio) describen perfectamente el rol de esta hormona en los machos debido a que
hay una correlacién clara entre los niveles plasmaticos de 11-KT y la tasa de
espermiacion de machos. Sin embargo, la elevacion paralela de la concentracion
de E2 en el mismo periodo resulta dificil de explicar a menos que suceda una
maduracion progresiva no sincronica de los machos o que el efecto de cambio de

sexo siga operando en los machos. En otras especies de meros como E. merra, el
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E2 generalmente es encontrado en concentraciones bajas (<1 ng ml™') durante la

espermatogénesis (Johnson et al., 1998).

El analisis individualizado del perfil esteroideo de los machos en comparacién con
el individuo que cambi6é de sexo (de hembra a macho) demuestra una similitud
mas cercana de los patrones hormonales (E2, T y 11-KT) que con los patrones de
las hembras, lo que sugiere que el patron bimodal de E2 sin cambios significativos
en los niveles de T y una elevacion significativa de los niveles de 11-KT durante el
periodo de desove parecen ser el patron del cambio de sexo de la cabrilla
sardinera en condiciones de cautiverio. Sin embargo, el individuo que cambié de
sexo, el patron hormonal de 11-KT incrementé en junio, seguido por un
decremento en los niveles de E2 en julio para alcanzar el nivel mas bajo desde
agosto hasta el final del experimento. En estudios con E. morio, se observo
también una caida en los niveles de E2 que fue atribuida a la degeneracién del
tejido ovarico (Johnson et al., 1998). Los resultados para E. merra (Bhandari et al.,
2004a, Bhandari et al., 2004b, Bhandari et al., 2005), R. nicholsii (Kroon y Liley,
2000) y Halichoeres trimaculatus (Higa et al., 2003) sugieren que la diferenciacion
sexual hacia la fase de macho se consigue cuando hay un decremento en los

estrégenos y un incremento en los niveles de androgenos.

Las observaciones de varias especies de peces, demuestran un incremento
drastico en los niveles plasmaticos de 11-KT (revisado por Devlin y Nagahama,

2002), como en meros silvestres (E. merra) y peces inducidos a cambiar de sexo.
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Esto sugiere que este esteroide juega un papel fundamental en la diferenciacion
sexual (Bhandari et al., 2004a; Bhandari et al., 2004b). Aunque en otras especies
como la tilapia, la diferenciacion sexual hacia macho es disparada por la ausencia

de E2 en lugar de el incremento de androgenos (Yaron y Sivan, 2005).

Durante el periodo reproductivo, la concentracién de algunas hormonas de
machos teledsteos en sangre, muestran cambios drasticos los cuales son
iniciados por las GTHSs las cuales inducen el incremento en la produccién de los
esteroides testiculares (Schulz y Muira, 2002). La produccion de androgenos en
los machos se mantiene en niveles elevados durante la maduracién (Devlin y
Nagahama, 2002; Barannikova et al., 2004). En este estudio, los niveles de
andrégenos de M. rosacea comienzan a incrementar en abril, lo que coincide con
la presencia de esperma fluido indicando que los niveles de T incrementan cerca o
al inicio de la produccién espermatica y que la 11-KT es elevada en la
espermiacion. En el mero E. morio (Johnson et al., 1998), E. merra (Bhandari et
al., 2004a, 2005), y D. labrax (Prat et al., 1990; Rodriguez et al., 2001) también se
han descrito niveles elevados de T y 11-KT al inicio de la espermatogénesis. El E2
generalmente se encuentra presente en bajas concentraciones (<1 ng ml™")
durante la espermatogénesis, como en E. merra (Johnson et al.,, 1998),
coincidiendo con los resultados obtenidos en este estudio para la cabrilla

sardinera.
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En los peces, existe una regulacion mediada por la produccién de andrégenos que
es una retroalimentacion ejercida por la T (Schulz y Muira, 2001). Este sistema de
retroalimentacion incluye la aromatizacion de T para producir E2 (Yaron, 1995;
Yaron y Sivan, 2006). En este estudio, las hembras tuvieron una mayor
concentracion de T que los machos, que puede ser explicado debidoaquela T es
el precursor de E2 y 11-KT, por lo que es necesario en una mayor concentracion
(Kroon y Liley, 2000; Schulz y Muira, 2002; Devlin y Nagahama, 2002;
Barannikova et al., 2004). Estudios con otras especies de peces han descrito
resultados similares como para D. labrax (Prat et al., 1990) y E. acanthopoma

(Wang et al., 2001).

La 11-KT por lo general se encuentra en mayor concentracion en machos que en
hembras (Devlin y Nagahama, 2002) debido a que los andrégenos y la FSH son
las dos hormonas principales involucradas en la regulacion de la
espermatogénesis (Schulz y Muira, 2002). En este estudio, las hembras tuvieron
una menor concentracién de este andrégeno como ha sido reportado para otras
especies como E. morio (Johnson et al., 1998), donde se describe una relacion
directa entre los niveles de 11-KT y el IG, R. nicholsii (Kroon y Liley, 2000), y
Sparidentex hasta (Lone et al., 2001), entre otros. Estos estudios también
coinciden con los rangos de concentracién cuantificados en varias especies de

ciprinidos y el atun de aleta azul (Lokman et al., 2002).
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Se ha demostrado que el cambio de sexo en los peces hermafroditas protogineos
puede ocurrir durante y fuera del periodo reproductivo (Johnson et al., 1998; Sarter
et al., 2006). En el presente estudio, la transformacion hacia macho ocurrid
después el periodo reproductivo en agosto, aunque ya habia sido demostrado este
hecho en marzo, durante el periodo reproductivo (Kiewek-Martinez et al., datos no
publicados). Esto coincide con el estudio realizado por Whiteman et al. (2005) en
el cual describen que el cambio de sexo para el mero Epinephelus guttatus puede

ocurrir durante el periodo reproductivo.

Para los peces hermafroditas protogineos, los androgenos y estrégenos se
encuentran relacionados con el cambio de sexo (Kroon y Liley, 2000). La 11-KT es
considerada como uno de los factores mas importantes en la iniciacion de la
proliferacion espermatogonial hacia la meiosis (Schulz y Muira, 2002). Existen
observaciones en algunas especies de peces donde se muestra un incremento
drastico en la concentracion plasmatica de 11-KT (revisado por Devlin y
Nagahama, 2002), como en E. merra y algunos peces inducidos a cambiar el
sexo. Esto sugiere que este esteroide juega un papel fundamental en el cambio de
sexo (Bhandari et al.,, 2004a, 2004b). Aunque en otras especies, tales como la
tilapia, la diferenciacion sexual hacia macho, se dispara por la ausencia de E2 en

lugar de por la presencia de andrégenos (Yaron y Sivan, 2005).

La hembra que cambidé de sexo, tenia concentraciones plasmaticas elevadas de

11-KT en junio coincidiendo con el fin de la época de desove, seguido por el
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decremento de E2 en julio para llegar al nivel mas bajo de E2 a partir de agosto.
En estudios con E. morio, también se puede observar una disminuciéon en la
concentracion de E2 la cual es atribuida a la degeneracion del tejido ovarico
(Johnson et al., 1998). Los resultados obtenidos para E. merra (Bhandari et al.,
2004a, 20044a, 2005), R. nichalsii (Kroon y Liley, 2000), y Halichoeres trimaculatus
(Higa et al., 2003) sugieren que el cambio de sexo en peces hermafroditas
protogineos sucede cuando hay un decremento en los niveles de estrégenos (E2)

y un incremento en androgenos.

Esta evidencia sustenta el uso de 11-KT o 17a-methyltestosterona para inducir la
espermiacion o el cambio de sexo de hembra a macho (Devlin y Nagahama,
2002). Sarter et al. (2006) obtuvo para E. marginatus el cambio de sexo al tratar
con implantes de liberacion controlada de MT y concluyen que esta hormona actua
directamente como inductor del cambio de sexo y que los niveles de 11-KT (<0.3
ng mI") y T (<3 ng mI™") se mantienen bajos. El cambio de sexo también puede ser
inducido mediante el tratamiento con inhibidor de la aromatasa (Al, ej: fadrozole)
que es un compuesto no esteroidal que bloquea la actividad de la enzima
aromatasa que es la responsable de la conversibn de andrégenos hacia
estrégenos y provoca un decremento en la concentracion de E2 y el completo
cambio de sexo de E. merra (Bhandari et al., 2004a, 2004b). El cambio de sexo
también puede ser inducido por factores sociales en algunos peces hermafroditas
protogineos, en los cuales la unidad social comprendida por varios individuos

pequeios y un macho grande y dominante. Cuando este macho dominante
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desaparece o0 no puede continuar manteniendo el control de las hembras, una de
las hembras mas grandes podria cambiar de sexo (Quintio et al., 1997; Yaron y

Sivan, 2006).

Johnson et al. (1998) sugieren que la T no juega un papel importante en el
proceso de cambio de sexo. Esto difiere de los resultados obtenidos para E.
coioides (Yeh et al., 2003), donde no se observo algun cambio de sexo después
de implantar 11-KT, lo que sugiere que la T tiene una correlacién directa con el
desarrollo testicular durante el cambio controlado de sexo mientras que la 11-KT
no.

Lone et al. (2001) observan para el pez hermafrodita protrandrico S. hasta, que los
machos generalmente tienen una baja concentracion de E2 y que los niveles de
E2 incrementan en los machos que se encuentran en reversion sexual y junto a la
disminucion de los niveles de T y 11-KT, el cual esta relacionado con el E2 y la

aparicion de ovocitos.

Existen varios estudios con meros que han descrito la dificultad de obtener
machos maduros en cautiverio para poder realizar la fertilizacién artificial, como lo
reportado por Yeh et al. (2003) para E. coioides, donde observaron machos
maduros después de siete afios de haber sido mantenidos en condiciones de
cautiverio. Para la cabrilla sardinera, hemos podido observar la presencia de

machos maduros y cambios de sexo naturales en cautiverio después de solo un
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afo. Esto confirma la rapida adaptacion de esta especie a las condiciones de

laboratorio y de manipulacion.
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CONCLUSION

Se demostré la relacion directa entre los niveles de esteroides sexuales y el grado
de desarrollo gonadal. Las hembras de la cabrilla sardinera mantenidas en
cautiverio, podrian ser inducidas a desovar mediante el control del fotoperiodo y la
temperatura del agua o mediante el suministro de hormonas exoégenas a partir del
mes de marzo hasta julio donde podemos encontrar la mayor actividad

reproductiva.

Se observé un cambio de sexo natural el cual puede ser considerado como un
cuello de botella en el cultivo de esta especie mantenida en condiciones de
cautiverio. Se sugiere permitir el establecimiento de las proporciones sexuales
dentro de los tanques antes de llevar a cabo algun tipo de ensayo con un
determinado numero me machos o hembras. Es importante destacar que no es
necesario el sacrificio de los reproductores para llevar a cabo este tipo de
estudios, evitando asi el impacto negativo en las poblaciones naturales de la
especie. Todos los individuos fueron repetidamente muestreados y mantenidos en
condiciones artificiales en cautiverio como lo sugerido por Bhandari et al. (2003).
Por lo tanto, los cambios secuenciales dentro de la gonada provienen del mismo
individuo presentado como un caso representativo. EI cambio de sexo pudo haber
sido ocasionado por la ausencia de machos en los tanques por lo que fue inducido
por interacciones sociales. Los eventos nos llevan a concluir que las hembras en

cautiverio pueden cambiar de sexo dentro de una alta gama de tamafos y
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refuerza la posicidon que el cambio de sexo es un factor importante de ser
considerado en la composicion de lotes de reproductores para la actividad

acuicola.
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APENDICE |

1. Tampones y reactivos empleados para ELISA

1.1. Potassium Phosphate Buffer (PPB) 1 M

Solucién A= 43.5 g K;HPO,4 250 ml
(PANREAC, BCN)  +  (DDW)

o 17 g KH2POq4 125 ml
Solucion B= o NReac,BCN) T (ODW)

Ajustar el pH de la solucion A hasta 7.4 con la solucién B

1.2. Buffer de Reaccion (RB)

100 ml de Potassium Phosfate Buffer (PPB) 1 M
0.1 g de NaN3

23.4 g de NaCl

0.37 g EDTA

1 g BSA (Bovine Serum Albumine)

Llevara 1 L con DDW



1.3. Buffer de Saturacion

20 ml de PSB 1M
0.06 g de NaN3
4.68 g NaCl
0.074 g de EDTA
0.6 g BSA

Llevar a 200 ml con DDW

1.4. Buffer de Lavado

40 ml de PPB 1M
2 ml Tween 20

Llevar a 4 L con DDW

1.5. Reactivo de Ellman (50X)

20 mI PPB 0.5 M (10 ml PPB + 10 ml DDW)
215 mg DTNB (575 dithio-bis-nitrobenzoic acid. C14HgN20sS,. D-830 SIGMA)
200 mg Acetiltiocolina (C7H1sNOS. A-5751 SIGMA)

Alicuotar 400 pl y guardar protegidos de la luz a -20 en tubos oscuros.
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* Para cada placa se diluye una alicuota en 19.6 ml de DDW justo antes de su
uso. Se afiadiran 200 pl pocillo™. Preservar en todo momento de la luz con papel

aluminio.
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Tabla VIII. Valores maximos de esteroides sexuales encontrados en el plasma
sanguineo de la cabrilla sardinera M. rosacea, durante parte del 2004 y todo el

2005
Individuo Peso Peso E2 T 11-KT Sexo DIO
(no) Inicial Final [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] (um)
(Kg.) (Kg)) Mes Mes Mes

1D 314 366 M:)./%}\JSun Noiigﬁwsbre f\)/lgy) Indet. )

28 038 o4g TN 309 /fégifo Hembra =276
2F 084 100 UV Dimbe  duio  Hembra =314
20072 078 Gl sepiembre  dunio  Tembra =569
8 178 214 A?g.;:c)’)(s)?o N0332?n5bre F?aﬁr%e?o Hembra =225
2E 070 112 ﬁ;}n‘tg’ No:\)’/é:ngbre /ngigfo Hembra PV
K 0.54 080 ﬁSn?; No%inzngbre f\)/liég Hembra )

2H 120 152 0% Sepgé‘; e ooo) Hembra =552
¢ 0o 122 il ogiombre duio "O™@ Zigannay
2D 082 082 00 ool 230 Hembra PV
2| 110 0.94 Ajg.]?)gzo 05031 8b6re Sep5>t.i(<Je3nl15bre Hembra maduros
1C 084 094 o Ngembre  Ocubre  TOTPR -
B 0.40  0.60 TJSHSC? No:\aliiron2bre No(\)/.izirsn“bre Indet. )
N T AT
1F 040 070 |42 Gl TU9 indet i
R T N
2L 052 0.56 Se;t.i?e‘:;bre SeSt-i:;rfbre ?le?c? Hembra PV
2042 086 goiiie ocubre  Ener MO Z393nay
1J 0.66  0.84 llﬂisg :\l/lgsg ;\‘Ai:/g’ Macho i
1A 315 375 Ajg.;litzo Noz/igfrsn7bre Noz/.iggmgbre Macho )
M N I
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Continuacioén de la Tabla VI

Individuo Peso Peso E2 T 11-KT Sexo DIO
(no) Inicial  Final (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (um)
(Kg.) (Kg.) Mes Mes Mes
1.087 5.711 2.234
10 0.98 1.22 Enero Enero Febrero  Hembra )
1.082 1.465 0.282
1N 0.86 1.16 Abril Enero Marzo Macho -
1.010 5.62 2.484 =~ 337/Abr
2G 0.24 0.66 Agosto Julio Junio Hembra 227/May
1G 038 o058 0980 4.754 6.015 nget. .
Junio Julio Julio
0.953 3.077 0.716 _
oM 0.74 0.90 Septiembre  Septiembre Enero Hembra =417
1L 036 048 2949 3.049 5218 " \acho .
Enero Junio Junio
0.900 2.24 5.042
2N 0.84 1.1 Abril Marzo Febrero Hembra PV
0.362 0.691 0.396
20 026 0.32 Enero Febrero Febrero  Macho )




Fecha

(mmaa)

Tabla IX. Concentracion de esteroides sexuales durante el periodo experimental.

Hembras

Machos

Indeterminados

E2 T

11-KT

E2

T

11-KT

E2

T

11-KT

Jul-04
Sep-04
Dic-04
Ene-05
Feb-05
Mar-05
Abr-05
May-05
Jun-05
Jul-05
Ago-05
Sep-05
Oct-05
Nov-05

01217 0.929¢
0.419°%" 0.830¢
0.354°%" 1,030¢
0.350°%" 1.526*
0.261%" 1510
0.162°"  1.054¢
1.055%  1.420%
0.559 % 1415
0.720%° 1.388%
0.354°%" 1 997 e
0.668° 1.901°°
0.534 % 25912
0.825% 27962
0.371°%%" 24192

0.275
0.243
0.819
1.168
0.920
0.188
0.200
0.321
0.827
0.797
0.448
1.098
0.427
0.816

0.525 @cd
0.304 >
0.559 2b<d
0.822%
0.456 P
0.242 <
0.8332°
0.642 2
0.653 2
1.0912
0.592 @cd
0.022 %
0.000¢
0.000¢

0.824 %
0.440°

0.568 %
1.0792°
1.0002°
0.985%
1.7152°
2.113°

1.996 2°
0.757 %
1.363%
0.826
1.3552°
1.805%

0.141°
0.187°
0.132°¢
0.232°
0.398 ¢
0.598°°
0.986"°
2.127%
3.401°
0.880"°
1.418"%°
1.496°°
1.898 2°
1.927 2°

0.500 ?°
1.019%
0.8882°
0.702@°
0.606 °
0.361 2
0.546 2°
0.992 @°
1.232°2
0.88572°
0.137°%¢
0.109°°
0.114°¢
0.052°

0.757 "
0.365°
0.476°
0.948 @°
1.0122°
0.930°°
0.940 2°
1.5752°
1.276 2
1.955 2
0.922 @°
1.388 ¢
2.201°
1.956 2

0.075
0.090
0.070
0.106
0.219
0.776
0.375
0.646
1.299
2178
0.441
0.758
0.833
1.697

Letras distintas en cada columna representan diferencias estadisticas (P<0-05).



