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RESUMEN

En la acuicultura, el crecimiento de las especies es la caracteristica mas
importante para la rentabilidad de la industria. En peneidos existe dimorfismo sexual
en donde las hembras tienen un mayor crecimiento en comparaciéon con los machos.
La reversion sexual del camarén blanco Pacifico Litopenaeus vannamei podria
contribuir a una mayor produccién en la camaronicultura a través del cultivo
monosexual de hembras. En Malacostraca (isépodos, anfipodos y decapodos), el
organo responsable de determinar la masculinidad es la glandula androgénica (GA).
Sin embargo, el conocimiento sobre el desarrollo, funcién y control de esta glandula
son practicamente nulos en especies comerciales de peneidos. Con este conocimiento
se tendrian las bases para emprender ensayos de reversion sexual en el camaron
blanco y finalmente integrar una biotecnologia como cultivo monosexual de hembras
a la industria. En el presente estudio, se realizaron 4 investigaciones concernientes al
estudio de la GA en machos de camarén blanco, incluyendo el desarrollo de esta
durante la organogénesis del aparato genital, su funcién en el mantenimiento de la
espermatogénesis en relacién con el ciclo de muda, el control endocrino proveniente
de la glandula sinusal que se encuentra en el tallo ocular y el efecto que tiene al ser
ablacionado, ademas de un andlisis molecular de su expresion. Se describe
organogénesis y el desarrollo subsecuente del 6rgano genital a partir de postlarvas
(PL) de L. vannamei. El érgano genital de cada sexo se reconoci6 por completo a través
de la diseccion en el dia PL16. Este se observa como un lébulo bilateral en la parte
anterior al hepatopancreas, conectados a un tubo colector que se extiende
dorsalmente hacia la regiéon posterior en forma de U invertida, de este tubo se
proyectan bilateralmente 8 16bulos, un oviducto, y un 16bulo posterior en hembras, y 7
l6bulos en el macho ademas de los vasos deferentes. Alrededor de PL50, se evidencia
la diferenciacion sexual externa con la formaciéon del télico en hembras y los
gonoporos en machos, y es cuando se forma la GA en los vasos deferentes rodeado de
un tejido conectivo el cual lo conecta al 82 l6bulo testicular. La diferenciacién de la

génada ocurrié a partir de PL68, en donde fue posible distinguir entre ovario y



testiculo. Con el objeto de establecer una relacion entre la gametogénesis y el ciclo de
muda, se analizaron las etapas de la profase meiotica I en cada uno de los estadios de
ecdisis en ambos sexos. Se observaron células meidticas en etapa de cigoteno,
paquiteno (denotado por la completa sinapsis de sus bivalentes) y diploteno en los
estadios de inter-muda, pre-muda y post-muda temprana y tardia, lo cual sugiere que
no existe una relacién entre esos 2 procesos. Se realizé un bioensayo para analizar el
efecto de la ablacién unilateral y bilateral de los tallos oculares sobre el 6rgano genital
y la GA. La ablacién en ambos grupos mostré6 un efecto significativo en el peso total del
organo genital con respecto al grupo control. Los conteos espermaticos se
incrementaron significativamente en el grupo bilateral {6X10¢) respecto al unilateral
y control (2X106). En cortes histolégicos se logr6 observar en ambos grupos
ablacionados, un incremento en el nimero de células en la GA del vaso deferente
medio y el ampula terminal, lo cual denota una hiperplasia producida una semana
después de la ablacion. Por ultimo, se disefiaron oligos a partir de las secuencias
nucleotidicas de la GA en decapodos reportadas en GenBank. Se obtuvieron
amplificaciones de ADNc por RT-PCR en tejido del vaso deferente medio y ampula
terminal. La secuencia de este producto fue similar a las publicadas en peneidos y su
traducciéon peptidica tiene la misma estructura del tipo-insulina que muestran los
demas decdpodos para la hormona de la GA. El conocimiento general que se obtuvo en
este trabajo sobre la GA ayudara a préximos estudios enfocados a la produccién de

cultivos monosexuales en el camaroén blanco.
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ABSTRACT

In aquaculture, growth is the most important characteristic for the profitability
of the industry. Peneid shrimp have a gender dimorphism, where females grow larger
than males. Sex reversal of the Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei could
contribute to the mayor production of the shrimp farming trough an all-female
culture. In Malacostraca (isopods, amphipods and decapods), the androgenic gland
(AG) is the responsible for their maleness. However, knowledge in the development,
function and control of the AG are practically null in commercially reared peneids.
This knowledge can create the foundations to undertake sex reverse essays on the
white shrimp and finally integrate a biotechnology that could produce a monosexual
culture in shrimp. In the present work, 4 AG investigations were carried out, including
its development during the organogenesis of the genital organ, its function in the
maintenance of the spermatogenesis related to the molt cycle, its endocrine control
from the sinus gland in the eyestalk, and the effect if ablated, plus a molecular analysis
of its expression. Timing of the organogenesis and subsequent development of the
genital organ of females and males of L. vannamei is here described. The genital organ
was fully recognized from postlarve day-16 (PL16) as a bilateral lobe located in the
anterior region of the midgut gland that connects to an anterior collector tube that
extends dorsally towards the posterior region and forms an inverted U-shape
collector. 8 lobes, an oviduct, and a posterior lobe in females and 7 lobes including the
vas deferens in males, are connected bilaterally along the collector tube. Around PL50,
where external gender differentiation is recognized as the thelycum in females and
the gonopores in males, the AG appears along the vas deferens, surrounded by
connective tissue that attaches it to the eighth testicular lobe. Gonad differentiation
occurred from PL68, where it was possible to differentiate the female ovary from the
male testes. The meiotic prophase | stages were analyzed in both genders on each
molt stadium to establish if the gametogenesis and the molt cycle are related. Meiotic
cells at zygotene, pachytene, (recognized by the complete synapsis of the bivalents)

and diplotene stages were observed at inter-molt, pre-molt, and early and late post-
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molt stages in all individuals, which suggests that there is no relationship between
molting and the meiotic prophase. A bioassay to analyze the effect of the unilateral
and bilateral eyestalk ablation over the genital organ and the AG was conducted.
Ablation in both groups caused a significant effect over the total weight of the genital
organ over the control group. Spermatic counts also had a significant increase in the
bilateral group £6X10°) over the unilateral and control {2X10¢). An increase in the AG
cell number in the vas deferens in both ablated groups was observed trough histology,
which denotes that eyestalk ablation caused hypertrophy of the gland. Finally,
primers were designed based on the published AG nucleotide sequences of decapods.
Amplifications of cDNA by RT-PCR were amplified on vas deferens and terminal
ampule tissues of L. vannamei. The sequence of these products was similar to those
published in peneids, and its peptide translation has the same insulin-like structure
that other AG hormones in decapods have. The AG knowledge here achieved, will
contribute to future studies focused on the production of all-female cultures in the

white shrimp.

Key words: L. vannamei, androgenic gland, sexual differentiation
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INTRODUCCION

En la acuicultura, el crecimiento de las especies es la caracteristica mas importante
para la rentabilidad de la industria. Es por ello que es necesario tener un mejor
conocimiento de la zootecnia, la fisiologia reproductiva, la resistencia a

enfermedades, la nutricion y la genética de la especie propuesta (Lutz, 2008).

La produccion de camaroén por cultivo ha alcanzado una gran importancia a
nivel mundial, y es por esto que se necesitan avances cientificos y tecnologicos que
ayuden a incrementar el sistema productivo (Martinez-Cérdova, 2002). Los
peneidos presentan fertilizacién externa y sexos separados (gonocoéricos). Su
dimorfismo sexual se caracteriza principalmente por la presencia del petasma en
machos y el télico en hembras (Dall et al., 1990); dichas estructuras se utilizan en
la identificacion taxonomica de estas especies (Pérez-Farfante, 1988).
Adicionalmente, se presenta también dimorfismo sexual en talla y peso durante su

desarrollo, en donde las hembras crecen mas rapido que los machos.

De acuerdo a las investigaciones realizadas en el CIBNOR (Campos-Ramos
et al, 2006; Garza-Torres, 2006), los estudios en camaronicultura enfatizan el
dimorfismo sexual en el crecimiento de las especies y las posibles ventajas que ello
representa para mejorar la produccién a través del monocultivo de hembras. Tal es
el caso del camaroén blanco del Pacifico, Litopenaeus vannamei (Boone), en donde el
dimorfismo sexual comienza alrededor de los 10 g de peso (Chow y Sandifer,
1991) y se vuelve significativo aproximadamente a los 17 g (Pérez-Rostro et al,,

1999).

Los estudios sobre el dimorfismo sexual, como posible ventaja en el cultivo
de camarones a través del monocultivo de hembras, incluyen también a especies
asiaticas como Penaeus (Marsupenaeus) japonicus (Bate) (Nakamura et al.,, 1992;
Anénimo, 1999; Li et al., 2003b), Penaeus monodon (Fabricius) (Lumare et al.,
1998; Hansford y Hewitt, 1994), la especie hindi Penaeus indicus (H. Milne-
Edwards) (Mohan y Siddeek, 1995) y Fenneropenaeus chinensis (Kishinouye) (Yin
etal., 1986; Li y Xiang, 1997; 2002; Li et al., 2003a).



En los Malacostraca (isépodos, anfipodos y decapodos), tanto la
determinacion como la diferenciacién sexual son procesos particularmente
interesantes, ya que la glandula androgénica (GA), que se localiza en los conductos
deferentes de los machos, es el 6rgano responsable de la diferenciacién testicular,
el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias y forma parte del eje
endocrino reproductivo que regula la espermatogénesis. La morfologia y funcién
de esta glandula fue descrita por primera vez en el anfipodo Orchestia gammarella
(Pallas) (Charniaux-Cotton, 1953; 1954; 1960). En langostinos como
Macrobrachium rosenbergii (Nagamine et al., 1980a,b; Sagi y Cohen, 1990; Sagi et
al, 1990) y acociles como Cherax destructor (Fowler y Leonard, 1999), Cherax
quadricarinatus (von Martens) (Khalaila et al., 2001; Barki et al., 2003; Manor et
al, 2007) y Procambarus clarkii (Taketomi y Nishikawa, 1996), la andrectomia
(remocion de los vasos deferentes del macho) y la implantaciéon de la GA en
hembras han dado resultados parciales y totales de reversion sexual de la gonada y
del individuo en cuanto a su estructuras sexuales externas. Sin embargo, el
conocimiento sobre el desarrollo de la GA durante la organogénesis del aparato
genital, su funcién en el mantenimiento de la espermatogénesis (incluyendo el
control endocrino proveniente de la gldndula sinusal), ademds de la
caracterizacién molecular y el analisis de expresién, es practicamente nulo en
especies comerciales de peneidos. Con estos conocimientos, se tendrian las bases
para emprender ensayos de reversion sexual en el camaroén blanco y seria factible
integrar una biotecnologia, como el cultivo monosexual de hembras, en la industria

de la camaronicultura.

En la presente tesis, se realizaron cuatro investigaciones concernientes al
estudio de la GA en machos de camardn blanco. Dado que la GA forma parte del
organo genital en el macho, el primer estudio se enfocé al conocimiento sobre la
anatomia del mismo, documentando la organogénesis a partir de postlarva y
determinando el momento en que aparece la GA y sucede la diferenciacion de la
gbénada en ovario o testiculo. Dado que no se encontré informacién reciente sobre
las hembras, éstas también se incluyeron en el estudio. Se encontré que después de

63 afios de la primera descripcién del érgano genital en peneidos realizada por



King (1948) y muchas otras descripciones subsecuentes revisadas por Dall et al.
(1990), la anatomia del 6rgano genital en hembras estaba mal descrita; toda esta

informacién se puede consultar en Garza-Torres et al. (2009).

Como segundo tema de investigacidn, se investig6 si la espermatogénesis (y
por ende la meiosis) es un proceso continuo a lo largo de los estadios del ciclo de
muda, o si se trata de un desarrollo meidtico ordenado, en donde para cada estadio
de muda corresponde una etapa de la profase I, tal como ocurre en decapodos de
agua dulce (Sagi et al.,, 1988; 1991; Okumura y Hara, 2004; Poljaroen et al., en
prensa). Para ello, se obtuvieron y analizaron cromosomas meioticos en cada uno
de los estadios del ciclo de muda de camarén blanco que, adicionalmente, no
estaban descritos en la literatura. De esta manera, se aclara en esta especie una
controversia en la literatura, en donde se planteaba que la gametogénesis en
peneidos (hembras y machos) estd regulada por el ciclo de muda, lo cual se
descart6 en vista de los resultados que se obtuvieron en esta investigacion. Asi
mismo, en este trabajo se corroboré que al menos en camardén blanco, la meiosis en
hembras comienza una vez que la gébnada en el juvenil se ha diferenciado en ovario
y se detiene en metafase [, y no como habian propuesto Yano (1998) y Qiu (1986)
para otras especies, en donde la meiosis comienza y antecede al desove y, por lo
tanto, es dependiente del ciclo de muda; toda esta informacién se puede consultar

en Garza-Torres et al. (2011).

El tercer tema de investigacion, se relacioné con el control endocrino que
ejerce la glandula sinusal (localizada en el pedunculo ocular) sobre la GA,
corroborando que al igual que otros decadpodos (Khalaila et al., 2002; Sroyraya et
al, 2010) la ablacion (unilateral y bilateral) produce hipertrofia de la GA y, por
ende, un aumento significativo en la produccién de esperma. De hecho, con la
hipertrofia observada en la GA se logré determinar que esta glandula continda

hasta la parte distal del ampula terminal.

Como cuarto y ultimo tema de investigacion, se logro obtener la secuencia
nucleotidica del precursor de la hormona que produce la GA en camarén blanco,

asi como su expresion en los diferentes tejidos del érgano genital. Cabe resaltar



que durante el transcurso de este estudio doctoral en el CIBNOR, en el 2009 se dio
a conocer la secuencia nucleotidica del precursor de la hormona que produce la GA
en P. monodon en GenBank (GU208677.1) y en mayo del 2011 los datos se
publicaron formalmente por investigadores australianos e israelitas (Mareddy et
al,2011). En el 2010, se dio a conocer la secuencia nucleotidica del precursor de la
hormona de la GA del cangrejo Portunus pelagicos (Rathbun) que es una especie de
importancia econémica en las pesquerias (Sroyraya et al, 2010). De manera
interesante, la secuencia de nucleotidos del precursor de este cangrejo es similar a
la del langostino Cherax, cuando se hubiera esperado que estuviera mas
relacionada con las de los peneidos por tratarse de un organismo de ambiente
marino y no de agua dulce. Por udltimo, en marzo del 2011, se dio a conocer la
secuencia de nucleotidos del precursor de M. japonicus por investigadores

japoneses (Banzai et al., 2011), resultando ser muy similar a la de P. monodon.

Con lo anterior, la obtencién de la secuencia del precursor de la hormona de
la GA en L. vannamei por investigadores del CIBNOR, se hizo mas que relevante y

en esta tesis doctoral, se presenta dicha informacién.

Finalmente se sugieren recomendaciones para continuar con estas

investigaciones.



ANTECEDENTES

Aparato genital en hembras y machos de Litopenaeus vannamei

En Litopenaeus setiferus (L.), la anatomia basica del aparato genital de una hembra
adulta fue descrita por King (1948); en este trabajo se describe al ovario como una
estructura bilateral parcialmente fusionada con lébulos proyectados. En la
actualidad, se acepta que dicho aparato consiste en un par de ovarios parcialmente
fusionados (mas el oviducto), cada uno con lébulos laterales cortos que se
extienden desde la regidn cardiaca, dorsalmente al hepatopancreas, hasta el telson.
La revision de Dall et al. (1990) sobre peneidos hembras describe al ovario como
dos estructuras bilaterales independientes con l6bulos proyectantes, i.e., el 16bulo
anterior, de seis a ocho 16bulos laterales, y un l6bulo posterior largo, ademas del

oviducto en el sexto l6bulo lateral (Figura 1).

Figura 1. Aparato reproductor femenino de peneidos: 16bulos anteriores (LA);
l6bulos laterales (LL); I6bulos posteriores (LP); oviducto (0) (tomado y modificado
de Dall et al., 1990).

De igual manera, sobre la base de la descripcion original de King (1948), en
peneidos la forma general del aparato reproductor masculino es similar al
femenino, con la excepcidn de que no presenta los l6bulos posteriores. Consiste en

un par de testiculos, cada uno con siete u ocho l6bulos laterales, algunos



fusionados, localizados en la regidon cardiaca, dorsalmente al hepatopancreas
(Figura 2). Los vasos deferentes se prolongan dorsalmente desde el extremo de
cada uno de los dos l6bulos testiculares y continian lateralmente en una direccién
dorso-ventral hasta llegar a las aberturas ventrales en el exterior (King, 1948;

Treece y Yates, 1988; Dall et al., 1990).

Figura 2. Aparato reproductor masculino de peneidos: testiculos (T); vasos
deferentes (VD); vasos deferentes proximales (VDP); vasos deferentes medios
(VDM); vasos deferentes distales (VDD); ampula terminal (AT) (tomado y
modificado de King, 1948).

Sin embargo, posteriormente Chim (1983), Laubier et al. (1983) y
Charniaux-Cotton y Payen (1985) describieron el aparato reproductor del macho
de M. japonicus, y Chow et al. (1991) el de machos de L. setiferus y L. vannamei

(Figura 3), coincidiendo todos que el testiculo presenta ocho lébulos testiculares



bilaterales que desembocan independientemente a un vaso colector en forma de
herradura o de “U” invertida. En estos trabajos se establece que cada lébulo
testicular estd compuesto de un solo tubo seminifero enrollado, en vez de varios
tubulos como se habia propuesto en los primeros estudios. El vaso colector
bilateral continda, ahora como vaso deferente medio proximal, con una porcién
corta y estrecha que asciende y se ensancha hacia la parte dorsal (vaso deferente
medio ascendente), cerca de la comisura posterior del cefalotérax. El vaso
deferente medio se pliega a la mitad de su longitud formando un doblez, en donde
continla de forma descendente hacia la parte ventral (vaso deferente medio
descendente) formando una estructura tipo herradura. La parte distal de cada uno
de los vasos deferentes medios descendentes, se angosta formando el vaso medio
deferente distal que continua como un tubo delgado, denominado vaso deferente

distal, el cual llega hasta el ampula terminal.

Figura 3. Aparato reproductor masculino: l6bulos testiculares (TL); tubo colector
(CT); vasos deferentes anteriores proximales (APV); vasos deferentes posteriores
proximales (PPV); vasos deferentes medios ascendentes (AMV); vasos deferentes
medios descendentes (DMV); vasos deferentes distales (DV); dampula terminal
(TA); linea hialina en los vasos deferentes medios (HL); ducto del ampula terminal
(WI);“ala” del espermatéforo en Litopenaeus setiferus (WD), ausente en

Litopenaeus vannamei (dmpula izquierda); gonoporo (GP) (tomado de Chow et al.,
1991).



Organogénesis del aparato genital

La organogénesis del aparato reproductivo, incluyendo la morfologia de la GA y el
proceso de diferenciacion sexual han sido estudiados en machos de P. japonicus
por Chim (1983), Laubier et al. (1983), Charniaux-Cotton y Payen (1985) y
Nakamura et al. (1992). Estos estudios coinciden en que la organogénesis de la GA
ocurre antes o en el momento de la espermatogénesis, durante el segundo mes
como postlarva, mucho tiempo después de que se diferencio el sexo del individuo
con la formacion de la génada indiferenciada y los vasos deferentes que identifican
al macho, dentro de las dos primeras semanas del desarrollo postlarval. En
ninguna otra especie de peneido se han estudiado a fondo el desarrollo del aparato
reproductivo en machos, y las hembras han sido consistentemente excluidas de
estos analisis, no existiendo antecedente sobre la organogénesis del oviducto y la

diferenciacién de la génada en ovario.

Descubrimiento e investigaciones de la gldndula androgénica en malacostrdceos

En 1947 Cronin observd por primera vez la GA en un crustidceo decapodo, el
cangrejo Callinectes sapidus (Rathbun). En Francia, Charniaux-Cotton (1954)
sugirio que la GA estaba involucrada en la regulaciéon de la diferenciacién sexual y
la espermatogénesis en el anfipodo O. gammarrella, 1o cual fue posteriormente

confirmado en esta especie por Legrand (1955) y Suzuki y Yamasaki (1997).

Durante las siguientes décadas, Katakura y colaboradores investigaron al
isopodo Armadillidium vulgare (Latreille) en Japon (Katakura, 1961; Katakura et
al., 1975; Katakura y Hasegawa, 1983). Sus trabajos consistieron en la purificaciéon
y caracterizacion parcial de la hormona de la glandula androgénica (HGA) y, por
primera, vez realizaron experimentos de masculinizaciéon de hembras mediante la
inyeccién directa de extractos de la GA (Hasegawa et al.,, 1991; Nagasawa et al.,
1995). Posteriormente, se obtuvo la secuencia nucleotidica del precursor de la

HAG en esta especie (Martin et al., 1999; Okuno et al., 1999).



En California Nagamine et al. (1980 a, b), trabajaron con el decapodo M.
rosenbergii, revirtiendo hembras genotipicas a machos fenotipicos (neomachos) a
través de la implantaciéon de GAs en las hembras juveniles. De igual forma, se
revirtieron machos genotipicos a hembras fenotipicas (neohembras) mediante la
andrectomizacion de los vasos deferentes. En machos de M. japonicus, Chim
(1983), Laubier et al. (1983), Charniaux-Cotton y Payen (1985) y Nakamura et al.
(1992), localizaron la GA en los vasos deferentes distales. Cabe mencionar que
Charniaux-Cotton y Payen (1985), también identificaron la GA en Penaeus
keraturus (Forsskal). En M. japonicus, se observa que la fase indiferenciada del
aparato genital se extiende hasta el dia onceavo como postlarva (Charniaux-Cotton
y Payen, 1985), la diferenciacién interna ocurre con la formacién de los conductos
deferentes del macho y la aparicion de la GA es tardia, ya que se observa a partir
del dia 55 como postlarva (Nakamura et al, 1992). Externamente, la fase
indiferenciada se prolonga en toda la vida larval, hasta que la postlarva muestra
una caracteristica muy peculiar: en la cara interna del protopodito del primer par
de pledpodos se forma una depresién en forma de mueca, lo cual es una
caracteristica exclusiva de los machos. Posteriormente, aparece el apéndice
masculino, que se desarrolla en el segundo par de pledpodos, ademas, el
endopodito del primer par de ple6podos se diferencia en el petasma, continuando

con la aparicion de gonoporos en la coxa del quinto pereiépodo.

Nagamine y Knight (1987) estudiando al acocil P. clarkii, lograron observar
caracteristicas sexuales secundarias de macho en hembras implantadas con GAs.
Alfaro (1994) en L. vannamei y Litopenaeus stylirostris (Stimpson) vy
posteriormente Campos-Ramos et al. (2006) en L. vannamei, documentaron la
localizacion de la GA en los vasos deferentes distales (Figura 4), y la histologia de la
GA en L. vannamei (Figura 5), la cual corresponde con la reportada en la literatura

para otros malacostracos, como C. destructor (Fowler y Leonard, 1999) (Figura 6).
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Figura 4. Vaso deferente de Litopenaeus vannamei por microscopia de barrido.
Glandula androgénica (GA); vaso deferente medio (VDM); vaso deferente distal
(VDD); ampula terminal (AT) (tomado de Campos-Ramos et al.,, 2006).

(@)

Figura 5. Corte longitudinal de vaso deferente distal de Litopenaeus vannamei (a).
Magnificacion de GA en (b). Glandula androgénica (AG); capa muscular (ML); capa
epitelial (EL); tejido conjuntivo (CT) (tomado de Campos-Ramos et al., 2006).



11

Figura 6. Vaso deferente de Cherax destructor por microscopia de barrido (1).
Seccion del vaso deferente de C. destructor por histologia (2). Vaso deferente (VD);
glandula androgénica (AG); musculo (M); epitelio (E); masa espermatica (S),
(tomado y modificado de Fowler y Leonard, 1999).

En L. vannamei, Campos-Ramos et al. (2006) describieron que durante el
segundo mes como postlarva, después de que alcanza un peso minimo de 150 mg
(v un tamafio de 20 mm) comienzan a aparecer las estructuras externas que
distinguen a las hembras de los machos, lo cual concuerda con las pocas especies
de peneidos estudiadas como M. japonicus (Charniaux-Cotton y Payen, 1985;
Nakamura et al, 1992), y F. chinensis (Yin et al, 1986; Li y Xiang, 2002).
Dependiendo de qué tan favorable o desfavorable puede ser una condicién
ambiental (como temperatura, densidad y alimento) para los camarones, la
diferenciacion sexual externa ocurrird alrededor del segundo mes. En L. vannamei,
Campos-Ramos et al. (2006) documentaron la estructura de la GA como una
estructura celular compacta, en paralelo al vaso deferente distal (Figuras 4 y 5),
conectada a una capa muscular a través de un recubrimiento epitelial (Figura 5A).
Su longitud es de 2.5 mm, es tubular, con un didmetro de 100 um en la parte
media. La masa celular esta compuesta por células ovales largas, con citoplasma
vacuolado y cada célula presenta un nucleo prominente (Figura 5b). Mediante
microscopia de barrido, la GA se observa como un cordon pegado en la parte distal

del vaso deferente medio, o bien en la parte distal del tubo eyaculador. De cada
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extremo de la glandula se extienden cordones mas delgados que se dirigen tanto

hacia el bulbo eyaculador, como hacia el vaso deferente distal delgado (Figura 4).

En C. quadricarinatus Sagi et al. (1999) monitorearon el comienzo de la
vitelogénesis utilizando pruebas de ELISA. Este estudio proveyé una herramienta
exacta para investigar la influencia de la GA en la expresion de una proteina
vitelogénica-especifica en las hembras. Posteriormente, mediante una prueba
inmunohistoquimica que detecta lipoproteinas vitelogenina-especificas, estos
investigadores observaron en hembras implantadas con GAs que el proceso de
vitelogénesis disminuye drasticamente (Khalaila et al., 2001), lo que confirma el
papel de esta glandula en la plasticidad sexual de la especie. Abdu et al. (2002)
clonaron el ADNc de la vitelogenina de C. quadricarinatus y mostraron que el gen
de la vitelogenina estaba presente en el hepatopancreas de hembras durante la
vitelogénesis secundaria. En los machos a los que se les removi6 la GA, se
observaron transcritos del gen que codifica la vitelogenina, lo que indica que el gen
estd regulado negativamente por la GA. Mediante la implantacién de GAs en
hembras de C. quadricarinatus, Barki et al. (2003) lograron inhibir tanto la segunda
vitelogénesis como el desarrollo de los ovarios, ademas ellos también observaron

en ellas la aparicion de caracteristicas secundarias de macho.

Manor et al. (2007) construyeron la primera libreria substractiva de ADNc
de la GA de C. quadricarinatus. Mediante experimentos de hibridacion in situ estos
autores observaron que el gen solo se expresa en machos; estos resultados
confirmaron la localizacién exclusiva de la expresion del gen en la GA (Figura 7).
Este gen especifico del sexo, fue denominado como Cq-IAG (C. quadricarinatus
insuline-like androgenic gland factor), y produce una proteina similar a los
miembros de la familia “tipo-insulina” (por ello su nombre) especifica para los
crustaceos decapodos machos (Figura 8). Esta proteina consta de un péptido sefial,
dos cadenas (A y B) ademds de un péptido C, que se dobla y une a las dos cadenas

mediante puentes di-sulfuro en los residuos de cisteina de las cadenas.
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Figura 7. Localizacion de la expresién del gen Cq-IAG en secciones del ducto
espermatico (SD) y de la glandula androgénica (AG) de Cherax quadricarinatus. (A)
tincion con hematoxilina y eosina, (B) sonda con deteccién (C) sonda testigo
(tomado de Manor et al., 2007).

A ss
— s =
NHa 35 46 11243_9_1?6 165 L cooH
Signal peptide B chain * C peptide 4 A chain
(23 aa) (36 aa) (71 aa) (46 aa)
B

Figura 8. Modelos linear de la pro-proteina (A) y en 3D de la proteina madura (B)

del gen Cq-IAG, que presenta la estructura clasica de las insulinas (tomado de
Manor et al., 2007).
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Ventura et al. (2009) crearon una libreria de ADNc de GA de M. rosenbergii
ablacionado del tallo ocular, en donde encontraron el gen especifico de la GA (Mr-
IAG). Para silenciar este gen, inyectaron in vivo dsRNA, lo cual previno
temporalmente le regeneracion de caracteristicas secundarias sexuales, como el
apéndice masculino, ademas del retraso en la muda y la reduccién del crecimiento,
de acuerdo con los parametros para esta especie. La ablaciéon también detuvo la
espermatogénesis y el desarrollo del espermat6foro del ampula terminal, ademas
de provocar hipertrofia e hiperplasia de la GA. Sroyraya et al. (2010) publicaron la
secuencia nucleotidica de la GA del cangrejo nadador P. pelagicus, basandose en la
secuencia de Cq-IAG, observando entre ellas una similitud del 83%. Banzai et al.
(2011) publicaron la secuencia de la GA de M. japonicus (Mj-IAG), basandose en
una secuencia de 531 pb de P. monodon (Mareddy et al, 2011) (Figura 9),

encontrando una similitud del 68%.

100 bp

5 SP | B chain C peptide A chain

Figura 9. Modelo linear de la pro-proteina de Mj-IAG (tomado de Banzai et al.
(2011).

Mareddy et al. (2011) publicaron la secuencia de la GA de P. monodon (Pm-
IAG), la cual se muestra en la Figura 10, que resulta ser muy similar a la de M.

japonicus.
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A s-s
[ 1
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Signal peptide B chain C peptide A chain
(33 aa) (45 aa) B7 aa 31 aa
B

Figura 10. Modelo linear de la pro-proteina (A) y en 3D de la proteina madura (B)
Pm-IAG, la cual sostiene la estructura clasica de las insulinas (tomado de Mareddy
etal,2011).

Hasta el momento existen nueve secuencias de la GA en decapodos,
publicadas en la base de datos del GenBank: Penaeus monodon (GU208677.1),
Marsupenaeus japonicus (AB598415.1), Cherax quadricarinatus (DQ851163.1),
Macrobrachium rosenbergii (FJ409645), Macrobrachium lar (AB579012.1),
Portunus pelagicus (HM459854.1), Cherax destructor (EU718788.1), Palaemon
paucidens (AB588013) y Palaemon pacificus (AB588014.1).

Relacién entre la gametogénesis y el ciclo de muda en decdpodos

En camarones machos, los testiculos producen espermatidas que son
transportadas y acumuladas en los vasos deferentes, en donde Ia

espermatogénesis continia a través de los bulbos eyaculadores, y la masa de
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espermatocitos es guardada en el ampula terminal, en donde finalmente se
empaqueta por secreciones glandulares formando los espermatoéforos (King,
1948). Se conoce que en decapodos la actividad espermatogénica esta regulada por
la circulaciéon de la hormona de la GA (Charniaux-Cotton y Payen, 1988). Un
estudio histolégico mostré que la espermatogénesis en L. vannamei es un proceso
continuo, sin relacion alguna con el ciclo de muda (Heitzmann et al., 1993). Por
otro lado, Parnes et al. (2006) observaron que cada vez que el macho muda el
espermatoforo “viejo” es reemplazado en el dmpula terminal por uno recién
formado, es decir, que el ciclo de renovacién del espermatéforo esta regulado por
el ciclo de la muda y, por ende, la espermatogénesis pudiera estarlo también. A este
respecto, en los decapodos de agua dulce, y en langostinos y acociles, cada estadio
de muda corresponde a una etapa de la profase [; esto indica una sincronia entre la
meiosis y el ciclo de muda (Sagi et al, 1988, 1991; Okumura y Hara, 2004;
Poljaroen, et al., en prensa). Adicionalmente, en M. rosenbergii se ha observado que
durante el ciclo de muda, los niveles de la hormona de la GA se mantienen
constantes, sin la regulacién de un estadio especifico de muda (Okumura y Hara,

2004).

El proceso de ciclo de muda y gametogénesis esta ampliamente
documentado en decapodos hembras, ya que el desarrollo ovarico (vitelogénesis),
la maduraciéon final y la ovulaciéon (desove) estan controlados por O4rganos
endocrinos y neurosecretores, de acuerdo a los ciclos de muda (Qiu, 1986; Yano,

1988, 1995; Dall et al.,, 1990).

De hecho, el comportamiento reproductivo de inseminaciéon en camarones
dependera ciclo de la muda. En peneidos de télico cerrado como P. monodon y M.
japonicus (Figura 11B), los machos maduros colocan la masa espermatica en el
télico de la hembra recién mudada (télico suave), y a partir de ahi, comienza la
maduracion del ovocito (vitelogénesis) hasta alcanzar la maduracién final y el
desove. Por lo tanto, en especies de télico cerrado, el apareamiento y la
transferencia de esperma se dan antes de la vitelogénesis (Yano, 1988, 1995; Dall
et al,, 1990). Por otra parte, en peneidos de télico abierto como L. vannamei y L.

stylirostris (Figura 11A), los machos adhieren el espermato6foro en el télico de la
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hembra con una maduracion de la gonada avanzada, en etapa de inter-muda (télico
duro), etapa en la que el comportamiento de apareo es un requisito indispensable
para la transferencia del espermatéforo y una fertilizacién exitosa. Es por eso que
en especies de télico abierto, el apareamiento ocurre alrededor de dos horas antes
de la maduracion final del ovocito y el desove, después de la vitelogénesis (Dall et

al., 1990; Yano, 1995).

Figura 11.Télico abierto en hembras Litopenaeus vannamei (A); y télico cerrado en
hembras P. monodon (B) (tomado de Pérez-Farfante, 1998).

Existe una discrepancia en cudndo comienza la meiosis I en los decapodos
hembras, algunos reportes indican que comienza en el desove, asociado con la
maduracion final, y por ende, al ciclo de muda. Como ejemplos se pueden
mencionar M. japonicus, en donde la ovulacién y la meiosis I caracterizan la etapa
de maduracion de los ovocitos (Yano, 1988) y el camarén rojo Acetes chinensis
(Hansen) en los que la meiosis I inicia en el momento del desove (Qiu, 1986). Sin
embargo, otros reportes indican que la meiosis I esta detenida o arrestada en
metafase I, y reinicia en hembras maduras, previo al desove. En este caso, el
comienzo de la meiosis I es independiente de la maduracidn final, del desove y del

ciclo de muda. En la metafase I, el arresto de la meiosis en el ovocito se ha



18

documentado en L. vannamei utilizando sondas fluorescentes para ADN y tubulina
con un microscopio confocal (Hertzler, 2005), y por histologia tanto en
Farfantepenaeus aztecus (Ives) (Clark et al, 1980) como en el langostino M.

rosenbergii (Okumura y Aida, 2000).

Actualmente, no existen estudios extensos sobre la meiosis en crustaceos.
La larga y compleja primera profase meidtica consiste de las etapas de leptoteno,
cigoteno, paquiteno, diploteno y diaquinesis (Strickberger, 1976; Bernhard, 1990;
Loidl, 1994) e involucra tres procesos importantes: (1) El apareamiento de los
cromosomas homologos (sinapsis), (2) la recombinaciéon genética, y (3) la
segregacion de los cromosomas homdlogos. El complejo sinaptonémico (CS)
(Figura 12) es un complejo protéico que se forma durante la primera fase meiética,
en donde ocurren la sinapsis y la recombinacion genética entre cromosomas
homologos durante las fases de cigoteno y paquiteno, respectivamente (Moses,
1956; Fawcett, 1956; Carpenter, 1979; von Wettstein et al., 1984; Schmekel et al.,
1993; Loidl, 1994).

elemento filamento
nadulo de central transversal

recombinacion

i region | 100 nm
central
I

elementos laterales

cromatina de cromatina de
cromatidas 1y 2 cromatidas 3 y 4
(paternas) {maternas)

Figura 12. Complejo sinaptonémico (tomado de Alberts et al., 2002).
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En el camarén blanco L. vannamei y en otras especies de peneidos
comerciales los cromosomas mitéticos han sido estudiados ampliamente (Campos-
Ramos, 1997). La mayoria de las especies tienen un numero diploide de 88
cromosomas, donde los cromosomas son pequefios y con una longitud
descendente progresiva, lo cual hace dificil estudiar su cariotipo. Se han obtenido
nucleos en diploteno de cromosomas meidticos de testiculo de M. japonicus
(Hayashi y Fujiwara, 1988), F. chinensis (Jixun et al, 1989), F. aztecus,
Farfantepenaeus duorarum (Burkenroad) y L. setiferus (Chow et al., 1990), y L.
vannamei (Chow et al., 1990; Campos-Ramos, 1997; Alcivar-Warren et al., 2006);
existe solo un reporte en ovario en la hembra de F. chinensis (Jixun et al., 1989). El
conteo de los bivalentes altamente condensados ha llevado a establecer el nimero
haploide de las especies, confirmandolo con el nimero diploide anteriormente
obtenido. Por otro lado, el CS ha sido analizado en triploides y diploides de F.
chinensis (Xie et al., 2008).

Control neuroendocrino de la gldndula androgénica

Hoy en dia, en las granjas productoras de postlarvas de camardén utilizan la técnica
de la ablacién del tallo ocular para inducir a la maduraciéon a las hembras. La
glandula sinusal, que se encuentra en el tallo ocular (Figuras 13 y 14), sirve como
reservorio y liberador de hormonas producidas por el 6rgano-X. Este complejo,
organo-X/glandula sinusal, produce la hormona inhibidora de la vitelogénesis
(HIV), también llamada de la génada, y es la razon por la que la ablacién crea un

desbalance hormonal y provoca (en corto tiempo) la maduracion de la hembra.

Otras neurohormonas se encuentran en el tallo ocular donde se almacenan
y se liberan de la glandula sinusal, incluyendo la hormona inhibidora de la muda
(HIM) y la hormona inhibitoria del érgano mandibular (HIOM) (Chang y Kaufman,
2005). Otras hormonas como el metilfarnesoato (MF), también llamada la
hormona juvenil del crustaceo, tiene una funcién estimulante en la reproduccién
en ambos géneros; esta hormona se sintetiza en la glandula del 6rgano mandibular

(OM). En el cangrejo arana Libinia emarginata (L.) Laufer et al. (1987) reportaron



20

un incremento en la produccién de MF en el OM en hembras en proceso de
ovogénesis. Existe una patente para el uso de la MF en la reproducciéon de camardn,
sin la necesidad de la ablacién unilateral (Patente no. 5,168,481), sin embargo, la
ablacién continua utilizdndose cominmente para la maduracién gonadica ya que

las hembras responden positivamente a ella.

Las ecdisisteroides, mejor conocidas como las hormonas de la muda,
estimulan la vitelogénesis de algunos insectos. Okumura y Hara (2004) trabajaron
en M. rosenbergii con estas hormonas, sobre la base de la analogia existente entre
los sistemas endocrindlogos entre insectos y crustaceos. Sin embargo, no se ha
encontrado relacion entre el ecdisisteroide y la vitelogénesis, ya que los niveles de
esta hormona en la hemolinfa no cambiaron entre los ciclos de muda en hembras
en reproduccién respecto a hembras normales (control), sugiriendo que estas

hormonas no estan relacionadas con la vitelogénesis.

TGOXGS

Figura 13. Tallo ocular de un peneido (Decapoda, Natantia) mostrando ganglio del
organo-X (GOX); poro sensitivo del 6rgano-X (PS); glandula sinusal (GS); el tracto
organo-X - glandula sinusal (TGOXGS) y el tracto del poro sensitivo del 6rgano-X
(TPSGX) (modificado de Adiyodi y Adiyodi, 1970).
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Figura 14. Esquema del control enddécrino de la reproduccién del macho en
camarén. Hormona inhibidora del 6rgano mandibular (HIOM); hormona de la
glandula androgénica (HA); metilfarnesoato (MF) (modificado de Okumura, 2004).

En el ambito cientifico un tema interesante a discusién ha sido la presencia
de feromonas en camarones, ya que Takayanagi et al. (1986) observaron que las
hembras de Paratya compressa (Kemp) retrasan su desarrollo ovarico a menos de
que un macho este presente o cuando se agrega un extracto de testiculo al agua.
También se han realizado estudios en M. japonicus en los que inyecciones de
progesterona inducen la maduracion ovarica y estimulan la secrecion de
vitelogenina (Yano, 1985) asi como inyecciones de serotonina en decapodos

(Sarojini et al., 1995; Alfaro et al., 2004).

En decdpodos existen varias funciones fisiolégicas reportadas en el
complejo o6rgano X/glandula sinusal (dentro del tallo ocular de machos y
hembras), como lo son la reproduccién (Charniaux-Cotton y Payen, 1988; Sagi et
al., 1991, Subramoniam, 2000; Khalaila et al., 2002; Parnes et al., 2006; Huberman,
2000), el crecimiento (Hopkins, 1984) y la regeneraciéon de miembros (Holland y
Skinner, 1976; Hopkins, 1984). En langostinos, como M. rosenbergii (Okumura y
Hara, 2004) y C. quadricarinatus (Khalaila et al., 2002), la ablacion del tallo ocular
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causa hipertrofia e hiperactividad de la GA, lo que estimula la espermeacion y
genera espermatéforos maduros. En machos de C. quadricarinatus con ablacién
bilateral, la espermeacién inicial elevada deriva, después de un tiempo, en una
disminucién en el peso de la génada y en la ocurrencia de espermatocitos
primarios en los lébulos testiculares (Figura 15). En una inhibicién in vitro de la
sintesis de polipéptidos de la glandula sinusal, se encontré una ocurrencia en GA

pero no en testiculo, sugiriendo de esta forma un eje tallo ocular-GA-testiculo

(Khalaila et al., 2002).
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Figura 15. Efectos de ablacién del tallo ocular. (A) GA de langostino intacto (B) GA
de langostino ablacionado (C) grafica representando el indice del peso gonadal en
langostinos intactos y ablacionados a través del tiempo. Glandula androgénica
(AG), ducto espermatico (SD) (tomado y modificado de Khalaila et al., 2002).

Sroyraya et al. (2010) ablacionaron bilateralmente al cangrejo nadador, P.
pelagicus, y observaron un crecimiento de tres veces su tamafio normal de la GA

ocho dias después de la ablacion.

Existe evidencia indirecta que indica que al incrementar la tasa de
renovacion del espermatéforo de forma manual, se incrementa la produccion de
gametos del macho, debido a que se observa un incremento significativo en el peso
del espermatéforo, lo que incluye una mejor calidad y cantidad del esperma en

camarones marinos. El mejoramiento del esperma ocurre cuando los machos
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adoptan un comportamiento sexual (Parnes et al., 2006), cuando son eyaculados
manualmente (Alfaro y Lozano, 1993; Ceballos-Vazquez et al., 2004) y cuando son
ablacionados unilateralmente del tallo ocular (Leung-Trujillo y Lawrence,
1987,1985; Alfaro y Lozano, 1993). Aunque no existen estudios realizados en
camarones, este mejoramiento pudiera ocurrir por la estimulaciéon de la GA a falta
de un control de la glandula sinusal, la cual mantiene y regula el incremento o
decremento en la actividad espermatogénica. En investigaciones posteriores, sobre
la cantidad y calidad espermatica L. vannamei, se encontré que la edad éptima para
el uso de machos como reproductores es cuando alcanzan los 12 meses de edad
(Ceballos-Vazquez et al., 2003), por lo que la edad del macho puede ser un factor
que determina también la actividad de la GA sobre la espermatogénesis. Sin
embargo, en peneidos se desconoce hasta qué punto la glandula androgénica esta
implicada en el eje neuroendocrino inhibitorio 6rgano X/glandula sinusal-
glandula androgénica-testiculo. De igual forma, no existen reportes cientificos que
analicen el papel de la glandula androgénica en la calidad y/o produccién

espermatica (cantidad).
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JUSTIFICACION

El camar6n blanco L. vannamei ocupa un lugar importante en la acuicultura
mundial y, en México representa la especie mas importante de cultivo por lo que se
requiere realizar mas investigacién cientifica acerca de esta especie. Este estudio
contribuye al conocimiento de la biologia y la fisiologia de la reproducciéon en
decapodos ademdas de abordar el estudio de su diferenciacion sexual. En
decapodos de agua dulce, la investigacion que se ha realizado es muy extensa y, en
este sentido, la fisiologia reproductiva de camarones marinos (especificamente la
del macho) requiere de mayor atenciéon por la comunidad cientifica, ya que en
peneidos el papel fisioldgico de la GA debe de estar bien estudiado y comprendido.
En peneidos, no fue sino hasta afios recientes que algo de informacién a nivel
molecular ha emergido en la literatura cientifica, por lo que avances similares a los
obtenidos en decapodos de agua dulce se generaran en la préxima década. Por lo
anterior, tanto México como Latinoamérica deben de estar a la vanguardia en este
tipo de investigaciones, para estar en la posibilidad de ofrecer, en el corto plazo,
estrategias de cultivo y biotecnologias en las que a través del cultivo monosexual

de hembras se incremente el rendimiento por hectarea de este crustaceo.
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OBJETIVO GENERAL

Realizar estudios encaminados a analizar el desarrollo de la glandula androgénica
(GA) durante la organogénesis del organo genital, su funcién en Ia
espermatogénesis y su andlisis molecular en el camarén blanco del Pacifico

Litopenaeus vannamei.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Documentar el periodo de indiferenciacion sexual y la anatomia del

organo genital en ambos sexos.

2. Documentar la diferenciacién sexual interna, con respecto a la externa, y

ala edad en nimero de dias como postlarva.

3. Documentar el momento de aparicion de la GA en los vasos deferentes del

macho y el momento en que se diferencia la gonada en testiculo.
4. Analizar cromosomas meioticos en los diferentes estadios de muda.

5. Realizar conteos espermaticos en espermatoéforos en las diferentes etapas

de muda.

6. Describir la anatomia de la GA, testiculo y vaso deferente, una semana

después de la ablacion unilateral y bilateral del tallo ocular.

7. Analizar el efecto de la ablacion sobre los diferentes tejidos del 6rgano

genital.

8. Obtener la secuencia nucleotidica del precursor de la hormona que

produce la GA y su expresion en los diferentes tejidos del 6rgano genital.
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HIPOTESIS

I1.

L.

IV.

Como hipotesis nula, se plantea que si la organogénesis de la gonada y vasos
deferentes de machos de M. japonicus se lleva a cabo dentro de las primeras
dos semanas de desarrollo postlarval y la glandula androgénica, seguida de
la diferenciacion testicular se llevan a cabo durante el segundo mes del
desarrollo, entonces este proceso debe de ser similar en L. vannamei.
Alternativamente, se plantea que los tiempos en la organogénesis del

camaroén blanco no corresponden al del camarén kuruma.

Como hipétesis nula, se plantea que la meiosis es continua en ambos sexos,
sin tener relacion con la muda. Alternativamente, si la espermatogénesis en
los machos esta vinculada con la muda, entonces cada etapa meiética de la
profase I debera corresponder a un estadio del ciclo de muda. En el caso de
las hembras, si la meiosis se lleva a cabo previo al desove, con una
ovogénesis avanzada, y por ende, vinculada con la muda, entonces no se

observaran etapas meidticas en hembras inmaduras.

Como hipotesis nula, se plantea que en camarén blanco no existe un eje
endocrino: complejo érgano X/ glandula sinusal-GA-testiculo y por ende no
ocurre, ni una hipertrofia en dicha glandula, ni tampoco un incremento en la
produccién espermatica. Alternativamente, existe un eje endocrino entre
dichos 6rganos y por ende se observara una hipertrofia y como

consecuencia se incrementara la produccion espermatica.

Como hipoétesis nula, se plantea que en L. vannamei, al igual que en todos
los malacostracos estudiados hasta ahora, la hormona de la glandula
androgénica es del tipo-insulina. Alternativamente, dicha hormona en

camardn blanco presenta una estructura molecular diferente.
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MATERIALES Y METODOS

ORGANOGENESIS

Las postlarvas de camarén se obtuvieron en el laboratorio de produccién
Acuacultura Mahr en La Paz, BCS, México. Las postlarvas, juveniles, pre-adultos y
adultos fueron cultivados en el laboratorio de crustaceos del CIBNOR. Se criaron
camarones desde postlarva 4 (PL4) en seis tanques de 1000 L manteniéndose con
agua marina (salinidad: 36 - 38 ppm) filtrada y aireada, a una temperatura de 27 *
1°C con calentadores de 300 W a una densidad de 200 camarones por tanque. Se
realizaron recambios de agua del 50% tres veces por semana. Las postlarvas PL4
hasta PL20 se alimentaron tres veces al dia con nauplios de artemia y micro-
encapsulado comercial (250 - 500 um); camarones de talla mas grandes (>PL20)
se alimentaron tres veces al dia con artemia viva y congelada, hojuelas de artemia
y pellets triturados. Para registrar peso (mg y g) y longitud (mm, rostrum-telson),
cada cuarto dia, a partir de PL4 hasta PL80, se tomaron aleatoreamente diez
camarones de cada uno de los seis tanques. Se analizaron las estructuras sexuales
externas (Pérez-Farfante, 1988; Campos-Ramos et al., 2006) y los 6rganos internos
(King, 1948; Kong y William, 1988; Dall et al, 1990); la examinacién interna y
externa se llevd a cabo con un microscopio estereoscopico de diseccion (Olympus,
Tokio, Jap6n). Los 6rganos genitales internos se tifieron con azul de metileno
comercial (Acuario Lomas) en una solucién de NaCl al 0.9%. Los camarones
utilizados para el anadlisis histoldgico, se fijaron en soluciéon Davidson por 24 h y
después en etanol al 70% hasta su procesamiento mediante la técnica histologica
de hematoxilina-eosina (Bell y Lightner, 1988); las laminillas se analizaron con un
microscopio de luz compuesto (Olympus, Tokio, Japén). Las imagenes fueron
documentadas mediante fotografia digital y analizadas con el software Image Pro

Plus 4.0 (Media Cybernetics).
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CICLO DE MUDA Y MEIOSIS

En camaron blanco, los estadios de muda se identificaron sobre la base de la
descripcion de de-Oliveira-Cesar et al. (2006) (Figura 16), y la identificacion de las
etapas meioticas se baso en las descripciones de von Wettstein et al. (1984) y Loidl
(1994). Los 6rganos genitales de un grupo control (sin tratamiento) de camarones
adultos (25-27 g de peso corporal) fueron disecados después de identificarse los
estadios de muda. Otro grupo se inyect6 con colchicina (5 pg/gr de peso corporal)
después identificar los estadios de muda, disectandose 8 h después de la inyeccion.
Cada grupo de camarones consistié6 de seis hembras (ovarios) y seis machos
(testiculos) en cada uno de los siguientes estadios de muda: post-muda tardia
(Etapa B), inter-muda (Etapa C), premuda temprana (Etapa D1), y pre-muda tardia
(Etapa D3). Los lébulos de las génadas fueron disectados y posteriormente
procesados bajo dos técnicas y tres protocolos de tincion. La primera técnica fue la
de secado al aire, que consiste en un shock hipoténico en agua destilada durante
una hora con tres cambios posteriores de 15 minutos cada uno en solucion fijadora
Carnoy (3:1, metanol:acido acético) recién preparada y fria, seguido de la
disociacién de tejido en acido acético al 50%. Se prepararon tres laminillas por
gonada, de acuerdo a Campos-Ramos (1997), dejando caer y reabsorbiendo
inmediatamente el liquido sobre la laminilla previamente calentada a 30°C. (1) Las
laminillas se tifieron en orceina (orceina 2% en acido acético al 45%) por 5
minutos, se lavaron dos veces en agua destilada, una en etanol y después se
dejaron secar al aire. (2) Las laminillas se tifieron con DAPI (diclorhidrato de 4',6-
diamidino-2-fenilindol). La segunda técnica consistié en una pequeia modificaciéon
(adaptada a tejido gonadico de camardn) de la técnica para obtencién de CS en
tilapia (Campos-Ramos et al., 2001), la cual consiste en cortar el tejido de la gonada
con un pequefia tijera en 1 ml de solucién Triton X-100 (Triton X-100 0.2%; ; pH
8.5 ajustado con tetraborato de sodio 0.01 M). La suspension celular resultante se
dejé reposar por una hora en un tubo de 1.5 mL a 4°C. Posteriormente, se
transfirieron 500 pL de sobrenadante a otro tubo con 500 pL de paraformaldehido
(paraformaldehido 4%, disuelto en NaOH 1 N; pH 8.5 ajustado con tetrarborato de

sodio 0.2 M), se mezclé suavemente y se incub6 por 10 minutos a temperatura
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ambiente. Sobre tres laminillas se pipetearon 100 uL de la suspension celular ya
fijada, y se dejaron secar al aire dentro en una campana de extraccién de humos.
Las laminillas secas se lavaron con agua corriente, agua destilada y por ultimo con
etanol, dejandolos secar al aire. (3) Las laminillas se tifieron con nitrato de plata al
50% (Howell y Black, 1980). Las células meidticas se fotografiaron con un
microscopio compuesto equipado con fluorescencia y una camara digital
(Olympus, Tokio, Jap6n), mientras que la determinacién del didmetro de los CS se
realiz6 en seis nulcleos de cada etapa meidtica (software Image ],
http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). En cada estadio de muda se registré la
abundancia relativa de nucleos meiéticos de la siguiente manera: @ (sin nucleos
presentes); + (ndcleos raramente presentes); ++ (pocos nucleos presentes); +++
(nucleos comunmente presentes); ++++ (ndcleos abundantes). Para contrastar la
informacion cualitativa obtenida de las células meiédticas, en cada uno de los
estadios de muda se obtuvo informacion cuantitativa de los vasos deferentes y
espermato6foros de seis machos. Los érganos se disectaron, se cortaron en pedazos
pequefios y se homogenizaron manualmente en 1 mL de agua de mar filtrada
estéril y los conteos de esperma se realizaron con un hemacitémetro (0.1 mm de
fondo; HausserScientific, Horsham, PA). El promedio de los conteos se determiné a

partir de los dos vasos deferentes y los dos espermato6foros de cada camaron.
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Figura 16. Cambios morfoldgicos en urdpodos de L. vannamei durante el ciclo de
muda. Etapa A (postmuda temprana), la flecha sefiala el lumen de las setas llenas
de matriz; etapa B (postmuda tardia), la flecha sefiala la retraccién de la matriz del
lumen y el comienzo de la formaciéon de conos internos; etapa C (intermuda), la
flecha sefiala el vacio de las setas; etapa D1 (premuda temprana), la flecha sefiala la
separacion entre la cuticula y la epidermis; etapa D3 (premuda tardia), la flecha
sefala la formacién de nuevas setas. Imagenes de urépodos a 40X, en animales de
tres meses de edad (tomado de deOliveira-Cesar et al., 2006).

ABLACION DEL TALLO OCULAR E HIPERTROFIA DE LA GLANDULA ANDROGENICA

Mediante un corte con tijera sobre el pedunculo ocular se ablacionaron
unilateralmente cien camarones machos adultos. Tres dias después, se realizé la
ablacién del segundo pedunculo ocular a cincuenta de estos camarones. De esta
manera, se conformaron dos grupos experimentales, uno con 50 camarones
ablacionados unilateralmente y otro con 50 organismos con ablacién bilateral, mas
un ultimo grupo de 50 camarones no ablacionados (control); todos ellos fueron
utilizados en este estudio. Después del corte, se aplico un trozo de papel
absorbente con pegamento instantdneo (Ceys) sobre la herida, para evitar
hemorragia. Los organismos se mantuvieron en estanques cuadrados de concreto
en el area de estanques del laboratorio de crustaceos del CIBNOR. Cada semana se
muestrearon aleatoriamente 6 camarones de cada grupo, a los cuales se les

determino la longitud (cm; rostrum-telson) y el peso (g). Posteriormente, a cada
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camarodn se le disectd el érgano genital y se pesaron las siguientes estructuras
sexuales: 1) 6rgano genital, 2) 16bulos testiculares y, 3) vasos deferentes con las
ampulas terminales. Adicionalmente, se registré el peso de los espermat6foros y se
realizé un conteo espermatico de los mismos mediante un hemacitémetro (0.1 mm
de fondo; HausserScientific, Horsham, PA). El experimento dur6 seis semanas. Se
calcul6 el indice gonadosomadtico (peso del testiculo/peso corporal) X 100, el
indice genital-somatico (peso total del 6rgano genital/peso corporal) X 100, el
indice del vaso deferente-somatico (peso del vaso deferente/peso corporal) X 100.
Los vasos deferentes con la GA de los camarones analizados en la primera semana,
se fijaron en solucién Davidson (Howard y Smith, 1983; Bell y Lightner, 1988) por
24 h y posteriormente en etanol (70%) para ser procesarse por la técnica

hematoxilina-eosina (Bell y Lightner, 1988).

ANALISIS ESTADISTICOS

La normalidad de los datos del didmetro de los CS, los conteos espermaticos (en
cada estadio de muda y en el experimento de ablacién) y los pesos registrados del
o6rgano genital, se corroboré mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y, la
homogeneidad de varianzas, mediante la prueba de Levene con el programa
Statistica 8. Los datos de cada experimento fueron analizados mediante un ANOVA,
utilizando el programa SPSS ver. 16.0 (SPSS, Chicago, IL), con un nivel de
significancia de P < 0.05. Las diferencias significativas entre los tratamientos se

analizaron por medio de la prueba de Tukey.

ANALISIS MOLECULAR

Se disefiaron una serie de oligonucle6tidos (Tabla I) con el software Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) a partir de las secuencias de la GA de
decapodos disponibles en el GenBank: C. quadricarinatus (DQ851163.1), M.
rosenbergii (FJ409645) y P. monodon (GU208677.1). Por otra parte, se utilizaron

los oligos publicados por Banzai et al. (2011), con los cuales amplificaron regiones
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especificas de M. japonicus basandose en la secuencias reportadas de P. monodon:

Jap(F)-CTTCGACTG-CGGTGACATCG y Jap(R)-ACACGTCCGCTGGCTCACGT.

Tabla I. Oligonucleétidos disefiados a partir de secuencias reportadas de la GA en

decapodos.

Nombre de Oligo Secuencia
cherax01(R) TAATGGAAGACGCTGGAA
cherax02(F) ATGCTGTCCCAAACATTAC
cherax02(R) AGAGTCAAACAAGGCAGAA
cherax03(F) TCCAAACATTACTCAACCTG
cherax03(R) AGATTCAAACAAGGCAGAAA
cherax04(F) CTTCATTTCTTITGCCTCTTC
cherax04(R) AGTGCTGCTTGTATTGTCTG

macros(F) GTGTGTTGTTICTGCTCACTC
macros(R) TTGTGGATGGTAATGGTAAA
monol(F) ATGGTCCTCTCCCTGACT
monol(R) GTCCTCGCAATACTCCAG
mono2(F) ATGAACCAACTCGCTGCCTC
mono2(R) GGCTCACCAGGTGGTCTCTT
mono3(F) TCTGCAAGACGTTTCCCACA
mono3(R) AGTACGGGTCCTCGCAATACT
monod(F) AACCAACTCGCTGCCTCAC
monod(R) GGCTCACCAGGTGGTCTCTTA

Inicialmente, se obtuvo ARN total utilizando el método de extracciéon de
tiocianato de guanidina acido-fenol cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987), a
partir de los siguientes tejidos: 1) la parte distal del &mpula terminal (dAT), 2) la
parte proximal del ampula terminal (pAT), 3) vaso deferente distal (VDD), 4) la
parte distal del vaso deferente medio (dVDM) y testiculo (T). Posteriormente, se
sintetizo la primera hebra de ADNc usando 2.5 ug del ARN total utilizando la
transcriptasa reversa cloned AMV (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del

fabricante. E1 ADNc se us6 como templado para la amplificacién mediante PCR con



33

los oligonucleétidos disefiados (Tabla 1), en diluciones 1:4; 1:3, 1:2, 1:1 y 1:0,
preparadas con Agua Sigma. El programa utilizado para las amplificaciones de PCR
consistié de un ciclo de 3 min por 30s (desnaturalizacidn inicial), 35 ciclos de: 30 s
a 94°C (desnaturalizacién), 30 s a 55°C (alineamiento), 1 min a 72°C (extensién), y
un paso de extension final de 3 min a 72°C. La amplificacién del ADNc se llevé a
cabo en un termociclador MJ Mini (Bio-Rad). Se prepararon mezclas de 15 pl por
reaccion para la amplificacién, con los siguientes componentes mostrados en la

Tabla II.

Tabla II. Componentes para la reaccion de PCR.

Componente Concentracién Inicial Concentracién Final Cantidad

ADNe 1
10 X Buffer 10 X 1 X 1.5 ul
MgClz 25 mM 1.5 mM 09 pl
dNTPs 10 mM 0.3 mM 0.45 ul
Primer FOW 10 pmol 0.4 pmol 0.6 ul
Primer REV 10 pmol 0.4 pmol 0.6 pl
Taq Polimerasa 5 U/ful 0.75 1-RX 0.15 pl
Apua a volumen final 15 pul

La electroforesis de los amplicones se realiz6 en geles de agarosa-TAE
(1.5%-1%, respectivamente), a 100 V por 30 min. Posteriormente, los geles se
trasladaron a bolsas plasticas resellables (Zip-lock), en donde se agregaron 100 ml
de Fast Blast DNA Stain 1X (Bio-Rad), tifiiendose con agitacién suave por 5 min a
temperatura ambiente. Después, se realizé un lavado con agua corriente tibia
durante 10 min. Finalmente, los geles se observaron y documentaron mediante
fotografia digital en un fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR). Los productos de
PCR se purificaron con el kit Geneclean Turbo (MP); la secuenciacion de los
amplicones puros se realiz6 mediante el metodo dideoxy por el servicio GeneWiz

(USA). Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Chromas Pro, para
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determinar la calidad de los electroferogramas y corroborar ambigiliedades en las
bases secuenciadas. Posteriormente, para el andlisis de alineamiento multiple de
las secuencias de aminoacidos deducidas se usé el software Clustal X ver. 1.8,
usando parametros estandar. Para la elaboracién de dendogramas de similitud se
utilizo el algoritmo Neighborg-Joining (NJ) implementado en el programa Mega 5.0

(Tamuraetal, 2011).
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RESULTADOS

ORGANOGENESIS

Linea de tiempo de eventos durante la diferenciacion sexual interna y externa

En la Figura 17 se muestra una linea de tiempo con los eventos que conforman el
proceso de diferenciacién sexual interna y externa en hembras y machos de

camarén blanco, en la que se liga cada evento a una figura.

Desarrollo del

tejido adipos
Endopodito y b

blanco
Génada total Células apiladas protopodito .
Q y oviductos en gonada articualdao Télico
' * Ovari
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| | | |
[ | I I | |
Peso (mg) 80-130 180-230 500-600 1800-2200
Longitud (mm) 15-18 25-35 45-50 7

Figura 17. Linea de eventos de la diferenciacion sexual externa e interna de L.
vannamel.

Organogénesis de la gonada (PL12 a PL16)

La observacidén de las laminillas histologicas revel6 la ausencia de génada en PL4 y
PL8. Sin embargo, a partir de PL12 la gonada se observé como una estructura
bilateral localizada dorsalmente en la regién anterior del hepatopancreas. El
6rgano genital de cada género se reconocié por completo a través de la diseccién
en PL16. Durante este periodo, el peso corporal del camarén oscilé entre los 80 -

130 mg con una longitud de 15 - 18 mm (Figura 17).
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Figura 18. Organo genital de L. vannamei, PL24. Vista ventral de la hembra (A) y de
macho (B), localizado en la region cefalotoracica. Tubo colector en forma de
herradura (hmc), 16bulos gonadicos (numeros romanos), oviducto (ov) y vasos
deferentes (vd).

Morfologia del érgano genital

Tanto en la hembra como en el macho, el primer par de l6bulos anteriores esta
conectado a un tubo colector que se encuentra perpendicular al eje del cuerpo, que
se extiende dorsalmente hacia la region posterior del hepatopancreas formando un
tubo en forma de herradura. A lo largo, y perpendicularmente conectados a este
colector, se encuentran ocho lébulos laterales en hembras, numerados del II hasta
el IX, ademas del oviducto bilateral (Figura 18 A), siete l6bulos laterales en los
machos, numerados del II al VIII, ademds de los vasos deferentes (Figura 18 B);
estos l6bulos se encuentran extendidos sobre la superficie del hepatopancreas por
debajo del pericardio, representando la anatomia bdasica de la génada. En la
hembra, el 16bulo bilateral X emerge de la region distal del tubo colector y se
desarrolla dorsalmente junto con el intestino a través de los cinco segmentos
abdominales durante los siguientes ocho dias. Adicionalmente, en PL28 el cuarto
l6bulo no se desarrollé y tuvo una regresion hasta que aparentemente fue
absorbido, dejando un espacio evidente entre el tercer y quinto l6bulo, sin dejar
rastro de l6bulos rudimentarios (Figura 19 A). Por lo tanto, la morfologia final de la

géonada de la hembra comprende un lébulo bilateral anterior, siete l6bulos
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laterales bilaterales, numerados del II al VIII, ademas del oviducto bilateral (Figura

19 B), y del IX 16bulo bilateral distal abdominal.

Figura 19. Organo genital de la hembra de L. vannamei. (A) Vista ventral del 6rgano
en una hembra juvenil PL80 (3 g), las flechas muestran un espacio interlobular que
corresponde al cuarto lobulo. (B) Hembra adulta (28 g) mostrando un lébulo
anterior y siete laterales (nimeros romanos), ademas del oviducto (ov) y el tubo
colector en forma de herradura (hmc).

Desarrollo temprano de la génada (PL12 a PL28)

La morfologia inicial del 16bulo anterior indiferenciado estd compuesto por células
ordenadas en forma irregular (Figura 20 A), las que para PL28 se forman en

grupos de células en todos los l16bulos gonadicos (Figura 20 B).

Histologia del oviducto y del vaso deferente

El oviducto bilateral es un tubo colapsado que, visto transversalmente, tiene una
forma de media luna, lo que le permite distinguirse de los demas l6bulos gonadicos
(Figura 20 C). Esta estructura se localiza entre los 16bulos VI y VII y contintia
lateralmente sobre el hepatopancreas, extendiéndose ventralmente hacia el
musculo toracico-abdominal, al nivel del tercer periépodo. En el macho, el vaso

deferente proximal surge de la parte distal del tubo colector “herradura”, detras
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del hepatopancreas. Se extiende hacia arriba y hacia los lados, descendiendo
posteriormente en paralelo con la aorta, que corre hacia abajo en el lado izquierdo
del cuerpo entre el musculo toracico-abdominal y el intestino, rodeado por un
tejido conectivo suelto indiferenciado (Figura 20 D). Cada vaso deferente se
extiende hacia el empalme de los musculos toracico-abdominal y el flexor oblicuo
abdominal, descendiendo lateral y directamente como vaso deferente distal que
alcanza ventralmente la regiéon interna de la base del quinto periépodo como una
ampula terminal primordia. Los vasos deferentes son filiformes, sin notarse aun
ningin bulbo eyaculador medio, y estan compuestos de células epiteliales
columnares con un lumen, formando una estructura columnar y un septum
longitudinal que divide al tubo en una gran camara lineada por epitelio y con otra
camara pequefia incompleta (Figura 21). El desarrollo temprano de los vasos
deferentes se observo después de PL36, cuando la region anterior se observo mas
amplia, diferencidandose en un vaso deferente medio que funciona como bulbo

eyaculador.

Diferenciacion sexual externa temprana (PL32 a PL44)

La diferenciacion sexual externa temprana comienza alrededor de PL32; el peso
corporal oscila entre 180-280 mg y la longitud entre 25-35 mm. Se observaron dos
caracteristicas externas importantes: 1) el endopodito que surge como una
pequefia protuberancia con una o dos setas apicales. En el transcurso de los dias, el
endopodito de la hembra se amplia en la parte externa proximal-media, formando
tres o cuatro setas proximales en su borde, manteniendo las apicales. En machos,
en el endopodito se forman una o dos setas proximales y apicales que se pierden
durante las siguientes mudas, y el endopodito se mantiene como un apéndice
tubular, que posteriormente forma el petasma. 2) En hembras, el protopodito del
primer par de pledpodos tiene una articulaciéon rectangular, mientras que en

machos esta articulacion presenta una muesca en su region distal.
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Figura 20. Organo genital de L. vannamei. Corte longitudinal del 16bulo gonadico
anterior en PL18 (A) y PL28 (B). Corte transversal del oviducto localizado en la
parte postero-lateral del hepatopancreas en hembras PL40 (C). Corte longitudinal
de la regidn cefalotoracica posterior y abdominal anterior de machos PL32 (D).
Aorta (a), semi-arreglos de células mesodérmicas (sgc), paquetes de células
mesodérmicas (cgc), intestino (i), hepatopancreas (mg), musculo toracico-
abdominal (tam), musculo flexor-abdominal oblicuo (ofam), oviducto (vd) y vaso
deferente proximal (vdp).

Diferenciacion sexual externa subsecuente (PL44 a PL48)

La diferenciacion sexual externa continua en PL44; con un peso corporal entre los
0.5-0.6 g y una longitud entre los 45-50 mm. En hembras, en el télico se comienzan
a formar un par de crestas afiladas y oblicuas, lo que es caracteristico de la especie,
mientras que en machos comienzan a desarrollarse los gonoporos, en la coxa de

quinto periépodo y los apéndices masculinos, en el segundo par de pleépodos.
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Organogénesis de la GA y del tejido adiposo blanco (PL48 a PL50)

En los machos, las células primordias de la GA se forman a partir de PL45, unidas
en linea, aparentemente sujetas por un tejido conectivo fibroso fino en la pared
externa-posterior de cada vaso deferente, el lado que encara al misculo abdominal
oblicuo (Figura 21 A). Poco después (PL52) las células ovaladas se acumulan en

esta area formando el tejido de la GA (Figura 21 B).

Figura 21. Vaso deferente de L. vannamei. Corte longitudinal de los vasos
deferentes en macho PL44 (A) y en PL52 (B). Células androgénicas primordias
(pagc), células de la glandula androgénica (agc), tejido adiposo blanco (wat), pared
posterior externa (pew) y vaso deferente (vd).

Durante este tiempo, en hembras y machos, el tejido conectivo suelto se
diferencia en un tejido adiposo blanco, llenando la cavidad que se encuentra entre
la region posterior del hepatopancreas, el musculo toracico-abdominal, el intestino
y el area que rodea la aorta en el lado izquierdo del cuerpo. Los nucleos de estas
células se desplazan hacia la periferia por el alto contenido graso en el citoplasma

(Figura 21).
Desarrollo del epitelio germinal y diferenciacion sexual de la gonada (PL52 a PL72)

Los grupos de células que se formaron en la génada se diferencian en epitelio
germinal a partir de PL52. Las células germinales son mas grandes y mas redondas

que las células originales, y forman una estructura tubular ovalada donde las
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células gonadicas se encuentran en la periferia rodeando al lumen. Sin embargo, la
gbénada se encuentra aun sin diferenciarse. Las células secundarias gonadicas se
transforman en ovocitos primarios, los cuales comienzan un crecimiento
previtelogénico primario a partir de PL72, lo que la caracteriza como una goénada
femenina (Figura 22 A) a diferencia de una génada masculina (Figura 22 B). La
diferenciacién de la génada ocurre cuando ambos sexos alcanzan un peso entre
1.8-2.2 g y una longitud de 70-74 mm. En las hembras, los ovocitos alcanzan un
mayor tamafio y toman una forma triangular o de pera, llenando y expandiendo los
l6bulos que caracterizan al ovario. Por otro lado, los espermatocitos primarios del
macho, son redondos y se encuentran estrechamente acomodados, producen las
espermatidas que se transfieren hacia el lumen del 16bulo testicular; durante esta
etapa la diseccion de cualquier 16bulo testicular mostré solo un tibulo seminifero

largo.

Figura 22. Génada de L. vannamei. Corte longitudinal de la gébnada de la hembra (A)
y del macho (B) en PL72. La flecha muestra en (A) ovocitos en forma triangular o
de pera (o0oc), y en (B) la espermatogonia (sper) alrededor del lumen (L).

Desarrollo subsecuente de los vasos deferentes y de la gldndula androgénica

En camarones juveniles la apariencia externa de la GA fue dificil de observar
debido a que en organismos en este estadio la glandula es mindscula y

transparente. Sin embargo, el desarrollo de tejido conectivo fue evidente en la
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region media de los vasos deferentes, lo que indica la localizacion de la supuesta
GA. El tejido conectivo del vaso deferente se encuentra también sujeto al octavo
l6bulo testicular, lo que permite que el vaso y el testiculo se encuentren juntos, en

paralelo (Figura 23 A).

Figura 23. Organo genital de macho de L. vannamei. Vista ventral del 6rgano genital
del macho en PL48, 0.5 g (A), un adulto de 26 g (B). Detalle de los vasos deferentes
de B (C). Tubo colector herradura (hmc), I6bulos testiculares (tl), bulbo eyaculador
anterior (aeb), bulbo eyaculador posterior (peb),octavo l6bulo testicular (etl), vaso
deferente proximal (pvd), vaso deferente medio (mvd), vaso deferente distal (dvd)
y ampula terminal (ta).

Durante el crecimiento del macho, la parte media del vaso deferente
continua su desarrollo hasta convertirse en un vaso deferente medio, grande y
doblado, tomando forma de herradura o de una “U” invertida (llamado de “doble
fijado” por Treece y Yates, 1988). Cada uno de los vasos deferentes medios

incluyen un bulbo eyaculador anterior y posterior (Figura 23 B y C). En camarones
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pre-adultos y adultos, la GA se muestra como un cordon inmerso en el tejido
conectivo, conectando la parte distal del bulbo eyaculador posterior con el octavo
l6bulo testicular (Figura 24 A y B). Posterior a la diseccion del vaso deferente, bajo
examinacion histoldgica, la GA se observa como una masa delgada y compacta con

células ovaladas con un nucleo prominente.

Figura 24. Vaso deferente medio de L. vannamei. Anatomia externa del vaso
deferente medio en macho adulto mostrando la interconexién a través de un tejido
conectivo (ct) entre la region distal del bulbo eyaculador posterior (peb), la
glandula androgénica (ag) y el octavo lébulo testicular (etl). Levantamiento del
bulbo eyaculador posterior (A) y disecciéon junto con el octavo l6bulo testicular (B).

En el experimento de ablacién del pedinculo ocular que se detalla mas
adelante, se observo hipertrofia de la GA, la cual expandié su localizacién a lo largo,
y por la parte interna, del vaso deferente distal, rodeando el dmpula terminal y

ensanchandose en su parte distal (Figura 25).
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Figura 25. Vaso deferente de L. vannamei. Histologia del vaso deferente distal
(VDD) y ampula terminal (AT). Las flechas indican el cordén de la glandula
androgénica (GA). Barra = 500pum.
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CICLO DE MUDA Y MEIOSIS

La mejor técnica para la observacion de los complejos sinaptonémicos (CS) fue la
de secado al aire, con tincién de orceina. Los CS no se observaron con la tincién de
DAPI ni con la de nitrato de plata, previamente habiendo fijado los tejidos con
paraformaldehido. La etapa de diploteno se observé mas nitida bajo las técnicas de
tincion de orceina y DAPI que con la de nitrato de plata. La etapa de cigoteno se
diferencié de la de paquiteno ya que los cromosomas homdlogos ain no se
encontraban en completa sinapsis. Durante cigoteno, los bivalentes, se observaron
mas delgados y madas largos que en paquiteno por su poca condensacién de
cromatina, en contraste con los bivalentes en la etapa de paquiteno, en donde se

observaron completamente unidos (sinapsis).

Ambos sexos del camar6n mostraron todas las etapas de la meiosis I,
exceptuando la etapa de leptoteno (). Tanto el grupo control como el tratado con
colchicina, mostraron nucleos en cigoteno (++), paquiteno (++++), diploteno
temprano (+) y diploteno-diaquinesis (++). Sin embargo, en el grupo tratado fue
mas facil de encontrar la etapa de diploteno. En ambos sexos, la mayoria de las
células meioticas se identificaron en la etapa de paquiteno, caracterizada por los
bivalentes en completa sinapsis. En el camardn, la naturaleza de los CS observados
muestra a los cromosomas homoélogos en sinapsis, revelando una alta densidad de

cromatina y un arreglo complejo, un tanto desorganizado dentro del nucleo.

Las etapas de cigoteno (Figura 26 A y B), paquiteno (Figura 26 C y D),
diploteno temprano (Figura 27 A-D) y diploteno-diaquinesis (Figura 28 A y B) se
observaron en los estadios de post-muda, inter-muda y pre-muda, en ambos sexos
en todos los camarones analizados. Las ovogonias (++) y espermatogonias (+++) se
observaron en todos los estadios de muda, y solo los machos presentaron algunas

nucleos mitéticos conteniendo 88 cromosomas (Figura 28 Cy D).
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Figura 26. Cromosomas en cigoteno y paquiteno de L. vannamei. Complejos
sinaptonémicos “enredados” en etapa de cigoteno de hembras (A) y machos (B), y
en etapa de paquiteno en hembra (C) y macho (D), Técnica de tincién: orceina. Se
observan los elementos laterales, en donde los cromosomas homélogos atin no han
hecho sinapsis (flechas pequenas). La sinapsis ocurre a manera de un “cierre” en
una sola direccion, aparentemente de un extremo a otro (flechas grandes). Sinapsis
completa en paquiteno (flechas dobles). Barra =10 um.
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Figura 27. Cromosomas en diploteno de L. vannamei. Hembra (A y B) y macho (Cy
D) en etapa temprana de diploteno, mostrando 44 bivalentes. Técnica de tincion: A,
By D, orceina; C, DAPI. Barra = 10 pm.
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Figura 28. Cromosomas en diploteno avanzado y en mitosis de L. vannamei.
Hembra (A) y macho (B) en etapa avanzada de diploteno, mostrando 44 bivalentes.
Técnica de tincion: A, Cy D, orceina; B, DAPL. Cromosomas mitéticos (C y D). Barra
=10 ym.

Conforme la primera profase meidtica avanza hacia la etapa de diploteno,
ocurre una reduccion en el didametro de los nucleos, dejando a los cromosomas
homodlogos unidos solo por los quiasmata (puntos de recombinacién). En esta
etapa fue posible determinar el nimero haploide de 44 cromosomas, ya que el
nucleo se encontraba con el grado de condensacién mas alto de bivalentes. Los
nucleos de diploteno (en ambos sexos) presentaron 44 bivalentes, de los que ~40

presentaron forma de anillo y el resto una forma de “v’. No se observaron

diferencias significativas en el diametro de los ntcleos entre ambos sexos: cigoteno
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(p=0.39); paquiteno (p=0.19) y diploteno (p=0.26). La media en diametro de los
nucleos disminuy6 gradualmente a partir de cigoteno (95 *+ 16 um en hembras, 88
+ 15 pum en machos), paquiteno (66 + 9 um en hembras, 60 + 8 um en machos) y
diploteno (42 + 10 pm en hembras, 38 + 8 um en machos), llegando a decrecer el
didmetro de los nucleos (a lo largo de las etapas) alrededor del 50% (Figura 29).
Las espermatidas (++++) y el esperma inmaduro (++++), asi como ovocitos
previtelogénicos (+++) fueron observados cominmente durante todo el ciclo de
muda. Los conteos espermaticos en los vasos deferentes (p=0.34) y
espermatoforos (p=0.25) no fueron significativamente diferentes durante los

estadios de muda (Tabla III).
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Figura 29. Diametro de los nucleos (Media + DS) en etapas de cigoteno, paquiteno y
diploteno en hembras y machos de L. vannamei.

Tabla III. Conteos espermaticos (Media*ES) en los vasos deferentes y en
espermatoforos durante el ciclo de muda de L. vannamei.

X103 Etapa B postmuda Etapa Cintermuda EtapaD1premuda EtapaD3 premuda
vaso deferente 1581 + 243 1235 + 329 1356 +219 1437 £ 229
espermatoforo 1837 + 317 1906 = 204 1765 + 212 1862 + 351




50

ABLACION DEL TALLO OCULAR E HIPERTROFIA DE LA GLANDULA ANDROGENICA

Los resultados del bioensayo de ablacion del pedinculo ocular mostraron
que el peso total del d6rgano genital, se increment6 significativamente en los
machos ablacionados bilateralmente (referenciado como bilateral) en la primera
(p=0.03) y segunda (p=0.01) semanas, con respecto a los camarones ablacionados
unilateralmente (referenciado como unilateral) y los organismos control. En la
tercera semana no se observaron diferencias significativas (p=0.42) entre los tres
grupos, sin embargo, en la cuarta semana los grupos bilateral y unilateral fueron
similares (p=0.35), mientras que el peso promedio del 6rgano genital de los
organismos con ablacion bilateral fue significativamente mayor (p=0.04) que el de
los controles (Figura 30 A). En la quinta semana de cultivo se observé un
incremento significativo del érgano genital en el grupo unilateral con respecto a
los controles (p=0.02), mientras que en la sexta semana ambos grupos fueron
similares (p=0.36) (Figura 30 A). Cabe sefialar que el grupo de camarones bilateral
tuvo una alta mortalidad y mas allda de la cuarta semana de experimentacion
ningun organismo sobrevivio. Los resultados del indice genital-somatico ajustan el
peso del 6rgano genital respecto al peso corporal, y se observd, que solo en la
primera (p=0.01) y cuarta (p=0.04) semanas se incrementd significativamente el
grupo bilateral, respecto a los grupos unilateral y control. Sin embargo, el grupo
bilateral fue significativamente mayor (respecto a los controles) en cada una de las
cuatro semanas (12: p=0.01; 22: p=0.01; 32: p=0.04; 42: p=0.03), mientras que el
unilateral lo fue Unicamente en la primera (p=0.04) y quinta (p=0.01) semanas

(Figura 30 B).

Respecto a los resultados del peso de los testiculos, se observo que en el
grupo bilateral se incrementd significativamente en la segunda (p=0.01) y cuarta
(p=0.04) semanas de cultivo, respecto al grupo unilateral y control, mientras que
en la tercera semana, en ambos grupos ablacionados, el peso de los testiculos fue
significativamente mayor que el de los del grupo control (p=0.04). El grupo
unilateral fue significativamente mayor (p=0.04) que el control en la tercera

semana del cultivo (Figura 31 A).
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Figura 30. Comparacién del peso del drgano genital e indice genital-soatico entre
camarones ablacionados unilateralmente, bilateralmente y controles. Semana (S).
Letras minusculas diferentes denotan una diferencia significativa.
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Al ajustar el peso del testiculo con respecto al peso corporal, el indice
gonadosomatico del grupo bilateral mostré un incremento significativo en la
primera (p=0.01), segunda (p=0.01) y cuarta (p=0.01) semanas de cultivo, respecto
a los grupos unilateral y control, mientras que en la tercera semana no existié una
diferencia significativa entre los tres grupos (p=0.66) (Figura 31 B). Cabe senalar
que tanto en el peso testicular asi como en el indice gonadosomatico del grupo
control mostré una oscilacién bien marcada: de forma descendente durante las
primeras dos semanas, ascendente durante la tercera y cuarta, y descendente

durante la quinta y sexta semanas (Figura 31 Ay B).

Los resultados del peso del vaso deferente mostraron que no es sino hasta
la cuarta semana que existi6 un incremento similar entre los grupos ablacionados,
los cuales fueron significativamente mas altos que el control (p=0.01) y que se
mantuvieron de esta forma una semana posterior en el grupo unilateral,
disminuyendo a valores similares en la sexta semana (Figura 32 A). Al ajustar el
peso del vaso deferente con respecto al peso corporal, el indice del vaso deferente-
somatico mostré un patrén muy similar al anterior (Figura 32 B). El peso del
espermato6foro mostré una tendencia ligera de incremento hacia la cuarta semana
de cultivo, seguida de una ligera disminucién hacia la sexta semana. Sin embargo,
los datos no mostraron una diferencia significativa (p=0.93) en los tres grupos
(Figura 33 A). El conteo de esperma mostr6 que solamente en la cuarta semana, el
grupo bilateral aumento significativamente (p=0.01) de 1.5 x 106
cel/espermatéforo al dia cero hasta ~6 x 10°¢ cel/espermatéforo con respecto al
grupo unilateral y control, los cuales se mantuvieron en ~2 x 106

cel/espermato6foro durante las seis semanas de cultivo (Figura 33 B).
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Figura 31. Comparaciéon del peso del testiculo e indice gonadosomatico entre
camarones ablacionados unilateralmente, bilateralmente y controles. Semana (S).
Letras minusculas diferentes denotan una diferencia significativa.
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Figura 32. Comparacion del peso del vaso deferente e indice vaso deferente entre
camarones ablacionados unilateralmente, bilateralmente y controles. Semana (S).
Letras minusculas diferentes denotan una diferencia significativa.
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Figura 33. Comparacién del peso del espermatéforo y conteo espermatico entre
camarones ablacionados unilateralmente, bilateralmente y controles. Semana (S).
Letras minusculas diferentes denotan una diferencia significativa.
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| CcONTROL | | UNILATERAL | | BILATERAL |

Figura 34. Efecto de la ablaciéon en L. vannamei. Cortes histolégicos del vaso
deferente y GA en el camardn una semana después de la ablacién. Barra = 100 um.

En los cortes histologicos se logré observar que después de una semana,
tanto en el grupo de ablaciéon unilateral como en el grupo bilateral, la GA
increment6 el nimero de células en la parte distal del vaso deferente medio y en el
ampula terminal, lo cual denoté una hiperplasia producida por la ablacién (Figura
34).

ANALISIS MOLECULAR

Mediante RT-PCR/secuenciacién se obtuvo un fragmento de la secuencia de
nucleétidos de la hormona de la GA de L. vannamei (Lv-IAG) utilizando los
oligonucle6tidos mono3F-mono3R (Tabla I). Este fragmento de aproximadamente
360 pb (~120 aa), se obtuvo cuando se us6 ADNc de tejido de la &mpula terminal
(AT) y de la parte distal del vaso deferente medio (dVDM) del camarén macho,

como templado para la amplificacién (Figura 35).
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600pb

400pb

Figura 35. RT-PCR de L. vannamei usando como templado ARN total de diferentes
tejidos del vaso deferente. Escalera (E), ampula terminal distal (AT), ampula
terminal proximal (ATP), vaso deferente distal (VDD), parte distal del vaso
deferente medio (dVDM, carril 4) y testiculo (T). Gel de agarosa-TBE 1.5% tefiido
con Fast Blast DNA Stain (Bio-Rad).

El andlisis de alineamiento de la secuencia nucleotidica de L. vannamei
realizado con el programa Mega 5.0, mostr6 que existe un 87% de identidad con
aquella reportada para P. monodon y un 80% con la de M. japonicus. A partir de la
secuencia de nucleétidos Lv-IAG se dedujo la secuencia de aminoacidos que
mediante andlisis de alineamiento (Figura 36) con las secuencias de decapodos
reportadas se obtuvo que: con P. monodon (GU208677.1) se encontré una
identidad del 80%, 76% con M. japonicus (AB598415.1), 33% con C.
quadricarinatus (DQ851163.1), 55% con M. rosenbergii (F]409645), 37% con M. lar
(AB579012.1), 39% con P. pelagicus (HM459854.1), 38% con C. destructor
(EU718788.1), 30% con P. paucidens (AB588013) y 39% con P. pacificus
(AB588014.1).
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Figura 36. Andlisis de alineamiento de secuencias de aminoacidos de la HGA

reportadas en decapodos. Las flechas indican el término del péptido sefial, en cajas

se sefialan los residuos de cisteina conservados, y en lineas los puentes de
disulfuro predichos (sitios de unidn de las cadenas A y B). Analisis realizado con

tros estandar.
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E Litopenaeus vannamei
100

Penaeus monodon

Marsupenaeus japonicus

Cherax quadricarinatus

100 Cherax destructor
109[ Portunus pelagicus

100 Palaemon pacificus
' Palaemon paucidens
100 Macrobrachium lar
100 Macrobrachium rosenbergii
o5

Figura 37. Dendrograma consenso de similitud, sin raiz, basado en las secuencias
de aminoacidos de la HGA de L. vannamei y otros crustaceos decapodos. Algoritmo
Neighborg-Joining (N]) y método p-distance del programa Mega 5.0 (Tamura et al.,

2011). Soporte estadistico calculado mediante 10,000 réplicas de remuestreo
(bootstrap).
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DISCUSION

ORGANOGENESIS

La anatomia del érgano genital en machos de L. vannamei concuerda con las
descripciones de M. japonicus de Chim (1983) y con las de L. vannamei y L. setiferus
de Chow et al. (1991). Sin embargo, el 6rgano genital de las hembras de L.
vannamei y, en general, de los peneidos descritos por King (1948) y Dall et al.
(1990) no concuerdan con nuestras observaciones. Ambos sexos tienen una
anatomia basica de Ilébulos bilaterales anteriores y Iébulos laterales
independientes, acomodados simétricamente a cada lado de un tubo colector en
forma de herradura. Aparentemente, esta estructura es Unica para especies de
peneidos (Laubier et al.,, 1983; Chow et al., 1991), sin embargo, esta anatomia no

ha sido estudiada en otras especies.

La descripcion de la organogénesis genital aqui detallada, concuerda en lo
general, con los pocos estudios acerca de la morfologia externa e interna, y de la
diferenciacién sexual en peneidos (Chim, 1983; Laubier et al., 1983; Charniaux-
Cotton y Payen, 1985; Chow et al., 1991; Nakamura et al., 1992; Campos-Ramos et
al, 2006). En ambos sexos, la notoria separacién entre el tercer y cuarto lé6bulo
(ver Figura 19 A en hembras y Figura 18 B en machos) pudiera sugerir que el
cuarto lébulo bilateral se forma junto con las primeras capas de células
mesodérmicas que dan la estructura a cada l6bulo gonadico. La regresién de este
l6bulo no es clara, dada la dificultad del analisis de todo el érgano genital durante
estas primeras etapas de desarrollo; una vez que se desarrolla la gobnada en cada
sexo, no hay diferencia en el desarrollo de los l6bulos gonadicos. Desde un punto
de vista anatémico, la posicion fisica del cuarto l6bulo coincide con el eje mas
ancho y alto del hepatopancreas anterior, por lo tanto, si el cuarto lobulo se
desarrollara, seria mas largo y externo que los otros lobulos. En cambio, este
l6bulo sufre una regresidon, posiblemente por la morfologia y desarrollo del

hepatopancreas.

Se sugiere que tanto para M. japonicus como para L. vannameli, el tiempo en

que la postlarva se mantiene indiferenciada es muy corto después de la
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metamorfosis larval. De acuerdo a Laubier et al. (1983), en PL8 la gonada aparece
primeramente como dos masas de células germinales asociadas con células
somaticas. En L. vannamei, las primeras estructuras gonadicas que se observaron
fueron los ldébulos bilaterales anteriores, a partir de PL12; estos autores
encontraron el 6rgano genital completo del macho en PL11. En contraste, nuestra
primera identificacion del oviducto y de los vasos deferentes ocurre hasta PL16.
Sin embargo, la diferenciacién sexual externa se lleva a cabo hasta que el camarén
alcanza un peso de 0.5 g y una longitud de 45 mm, aproximadamente en PL50, lo
cual coincide con el desarrollo de M. japonicus (Nakamura et al.,, 1992). Esta etapa
estd representada y, hasta cierto punto, en sincronia por el desarrollo externo del
télico de la hembra y de los gonoporos del macho, ademas de la aparicion interna
de la GA. La organogénesis de la GA en L. vannamei comienza en la region lateral-
posterior de cada vaso deferente y el ampula terminal, como se observa en M.
japonicus (Nakamura et al., 1992). Aparentemente, las células primordias de la GA
se diferencian independientemente del tejido conectivo suelto, el que a su vez se
diferencia en ambos sexos en tejido adiposo-blanco alrededor del intestino y del
hepatopancreas. Las células de la GA pudieran originarse a partir de las células
mesodérmicas que forman el tejido conectivo, el cual mantiene a los lé6bulos
testiculares debajo del pericardio. La GA estd inmersa dentro de un tejido
conectivo que interconecta a los vasos deferentes y el octavo lébulo testicular,
detalle no observado previamente en M. japonicus (Charniaux-Cotton y Payen,

1985) o en L. vannamei (Alfaro, 1994; Campos-Ramos et al., 2006).

De acuerdo con Charniaux-Cotton y Payen (1985), los grupos de células que
se acumulan en los lé6bulos gonadales son células mesodérmicas, mientras que los
oviductos y vasos deferentes crecen a partir del tejido del 6rgano genital que se
diferencia a epitelio columnar. Para PL52 (0.5 g y 45 mm), estos grupos de células
forman estructuras tubulares ovaladas donde las gonias se retinen alrededor de un
lumen, lo que indica una zona germinal. De PL68 a PL72 (» 2 g y 72 mm), los
camarones muestran ovocitos primarios en desarrollo, indicando el tiempo de
diferenciacién de la génada, ocho dias mas tarde de lo que se reporta en M.

japonicus por Nakamura et al. (1992).
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Como lo describe King (1948), en machos las espermatogonias se retinen en
la periferia del lébulo testicular, mientras que en el lumen se acumulan
espermatocitos secundarios y espermatidas. De acuerdo con Chow et al. (1991), el
ciclo de produccién de gametos, independiente en cada tibulo seminifero, consta
de dos fases caracteristicas, en donde las células sustentaculares (soporte epitelial)
juegan el papel de expandir y contraer el lumen comenzando un nuevo ciclo de
produccién de espermatocitos primarios por la espermatogonia. Inicialmente, la
primera fase, llamada fase cuerda, es donde la espermatogénesis esta soportada
por las células sustentaculares multifuncionales y generan las espermatidas
tardias; posteriormente, en la segunda es la fase lumen, es en la que las células
sustentaculares se retractan y se alinean para formar una cavidad donde las
espermatidas tardias se transfieren al vaso deferente posterior, donde la
espermatogénesis continua. De acuerdo a Parnes et al. (2006), los machos también
tiene un ciclo de muda reproductivo. La masa espermatida-espermatozoide se
transporta a lo largo del vaso deferente, envuelta y almacenada en el dmpula
terminal, formando el espermato6foro que sera expulsado a través de los gonoporos
y renovado cada ciclo de muda, si es que no existiera un comportamiento

reproductivo.

De acuerdo con Campos-Ramos et al. (2006), L. vannamei posee un sistema
de determinacién sexual genético estable no influenciado por condiciones
medioambientales. El tamafio de los camarones sirvio de guia para el seguimiento
al desarrollo sexual bajo las condiciones de crianza de ese estudio. Sin embargo,
también se encontro que la diferenciacion externa ocurre durante el mismo tiempo
bajo dos condiciones de temperatura diferentes (27° y 32°C), donde el tamarfio del
camarén fue variable, y que también la diferenciacién en condiciones de
temperaturas menores (18°C) y condiciones biolégicas y ambientales
desfavorables pudieran retrasarla. Por lo tanto, el tamafio no debe tomarse como
factor para la determinacién sexual. Es necesario identificar las estructuras
sexuales internas y externas, las cuales se resumen en la figura 17. Aunque la GA es
Unica para malacostracos, existe evidencia que en dos especies de peneidos esta

glandula no esta involucrada en la diferenciacion y determinacién sexual, ya que el
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sexo se diferencia antes de que esta se desarrolle, poco después de la

transformacion larval.

Probablemente, la interconexién entre los vasos deferentes y el testiculo
estd relacionada con la espermatogénesis y la maduracién del testiculo, o algin
otro proceso regulatorio de inhibicién del ovario, ya que la gametogénesis
comienza después de que la GA se forma. Como se muestra en este estudio, ya hay
evidencia de que en peneidos, la GA esta involucrada con el eje endocrino tallo
ocular-GA- testiculo, como se reporta para C. quadricarinatus (Khalaila et al.,

2002).

En langostinos en hembras implantadas con GA se ha observado una
induccién de la masculinizacién, la aparicién de caracteristicas secundarias
sexuales y la inhibicién de la vitelogénesis; mientras que en machos juveniles la
andrectomia induce a la feminizacién (vitelogénesis). Esta estrategia de induccién
de la reversion sexual para producir cultivos monosexuales en langostinos como
en M. rosembergii, estd bien documentada en la literatura (Nagamine et al., 1980a,
b; Sagi et al., 1990; Aflalo et al, 2006). En contraste, Li y Xiang (1997) trataron de
revertir el sexo en F. chinensis sin obtener resultados. Este experimento fallido
puede relacionarse con la falta de conocimientos adecuados del proceso de
diferenciacion sexual en peneidos comparados con los de langostinos. Aun se
desconoce si la implantacién y andrectomizaciéon de la GA en camarones tenga
éxito para promover la reversion sexual; ciertamente, trabajos previos y el que
aqui se presenta deberan tomarse en cuenta. En este trabajo se concluye que, en
ambos sexos de L. vannamei, la diferenciacién externa se desarrolla alrededor de
15-20 dias antes de la diferenciacién de la génada. En teoria, en el camarén blanco
cuando se observa la diferenciacién externa, cualquier procedimiento quirdrgico
de los vasos deferentes o la implantaciéon de GA a las hembras, comprometera el
camino de la diferenciacion de la génada, que es basicamente el mismo principio

biotecnoldgico de reversion sexual utilizado en M. rosembergii.
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CICLO DE MUDA Y MEIOSIS

En el camardén blanco, las células meidticas en la gonada mostraron las
caracteristicas generales de la primera profase observadas en eucariontes. Los CS
de las células gonadicas se obtuvieron bajo la técnica de secado al aire, usando
Carnoy como fijador y orceina como tincion, gracias a la alta densidad de
cromatina de los bivalentes. Esta técnica fue mas facil de procesar en comparacién
con la de fijacién con paraformaldehido y plata como tincién, lo que es
comunmente utilizado para el estudio de varias especies. En términos de esparcir
los nucleos, las técnicas utilizadas fueron ttiles para separar los bivalentes. La gran
cantidad de bivalentes con un arreglo enredado en el nuicleo, no permitié la
medicién y reconocimiento de cada bivalente, y mucho menos, de un bivalente
relacionado con el sexo, si es que existiera. Por este arreglo desordenado de los CS
y la baja resolucion de las técnicas, no se pudieron observar otras estructuras de
los bivalentes, como cinetocoros y placas de anclaje. En ambos sexos, la mayoria de
las células meidticas se observaron en paquiteno, reconocida por la completa
sinapsis de los bivalentes, lo cual soporta las observaciones histologicas de
Heitzmann et al. (1993) en machos de L. vannamei. Xie et al. (2008), al analizar
mediante microscopia electrénica de barrido los CS de F. chinensis diploides y
triploides, observaron el mismo arreglo enredado de bivalentes sin revelar mas
caracteristicas. Los autores acentuaron lo extremadamente dificil que es localizar
un nucleo bien disperso para analizar. Dado lo anterior, se requiere de una mejora
a la técnica en gonada de camarones, especificamente, un método para dispersar

los bivalentes.

En este estudio se encontré que en hembras de L. vannamei el comienzo de
la meiosis I es continuo, por lo tanto, ocurre de manera independiente de la
vitelogénesis, la maduracion final y el desove, y por consiguiente del ciclo de muda.
Hertzler (2005) ha documentado hembras en desove la fase de arresto de los
ovocitos en metafase I. De acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios de
organogénesis, el crecimiento primario previtelogénicos en la hembra del camarén
blanco ocurre alrededor de PL70, lo cual distingue la diferenciacién gonadica de la

hembra. Es por eso que se sugiere que la meiosis I ocurre después de la
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diferenciacion ovarica en juveniles y que el ovario contintia almacenando ovocitos
arrestados en el crecimiento previtelogénico. En edad adulta, y bajo condiciones
reproductivas, ocurre la maduracién del ovocito secundario (vitelogenina) y en el
momento del desove, el ovocito continua con la meiosis. La separacién del primer
cuerpo polar meidtico es evidente alrededor de los siete minutos después de la
ovulacion en el camarén blanco (Dumas y Campos-Ramos, 1999). De acuerdo con
Bernhard (1990), en la mayoria de los invertebrados existe un arresto de ovocitos
en metafase I, incluyendo artrépodos, anélidos y algunos moluscos y tunicados.
Algunos reportes indican que en decapodos hembras, la meiosis [ en los ovocitos
comienza en el momento del desove (Qiu, 1986; Yano, 1988); esto todavia se

encuentra en controversia y requiere de confirmacion.

El presente estudio, también confirma que en machos la meiosis
(espermatogénesis) de L. vannamei es continua, y no se relaciona con las etapas de
muda, lo cual concuerda con las observaciones de Heitzmann et al. (1993). Por lo
tanto, la produccién de gametos por la meiosis (no relacionado con la muda) y la
liberaciéon del esperma caduco (relacionado con la muda) son dos procesos
fisiologicos diferentes (Heitzmann et al., 1993; Parnes et al., 2006). En otros
decapodos, como en el langostino M. rosenbergii de morfotipo tenaza roja, la
sintesis de ADN en testiculo en la etapa de pre-muda es al menos tres veces mayor
cuando se compara con la etapa de inter-muda del morfotipo tenaza azul (Sagi et
al, 1988, 1991). También en esta especie, las etapas de la profase I coinciden con
los estadios de la muda (Poljaroen et al., en prensa). Por lo tanto, no existe ninguna
regla general que indique que la espermatogénesis es continua en todas las

especies de decapodos.

El genoma diploide en el camar6n blanco estd compuesto por 88
cromosomas (Campos-Ramos, 1997), y su numero haploide consta de 44
bivalentes (Chow et al., 1990; Campos-Ramos, 1997; Alcivar-Warren et al., 2006).
De acuerdo a Campos-Ramos (1997), el cariotipo tentativo es 4m + 10sm + 56st +
18t. La mayoria de estos cromosomas son subtelocéntricos y telocéntricos (37
pares), los cuales aparentemente tienen una configuracion de anillo durante la fase

temprana de diploteno lo que representa dos intercambios o “crossovers” por
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bivalente por meiosis. Los otros siete pares de cromosomas que presentan una
configuracion tipo “v” y donde ocurre un solo intercambio, pudieran ser
metacéntricos o submetacéntricos. Estas observaciones sugieren que en ambos
sexos existe recombinaciéon en la mayoria de los bivalentes, lo que es un escenario
comun en animales gonocoricos, ya que la meiosis aquiasmatica raramente se
presenta. Marcadores ligados al sexo mapeados en el genoma materno de M.
japonicus (Li et al., 2003b) y de L. vannamei (Zhang et al., 2007) sugieren que existe

un bivalente involucrado a la determinacién sexual, lo que implica que la hembra

es el sexo heterogamético en estas especies.

La determinacion sexual en crustaceos gonocdricos es principalmente a
través de cromosomas sexuales (Charniaux-Cotton, 1960; Ginsburger-Vogel y
Charniaux-Cotton, 1982). Se ha encontrado evidencia de genes ligados al sexo
mediante el fenotipo ojo-blanco de la Artemia franciscana (Kellogg) bisexual, el
cual esta ligado al sexo de la hembra en el cromosoma W (Bowen, 1963; 1965;
Bowen et al., 1966). Entre los cromosomas, la recombinacién obligada es durante
la profase I (paquiteno), mientras que la restauracion del cigoto diploide WZ toma
lugar durante la segunda division meidtica en Artemia parthenogenetica (Bowen y
Sterling, 1978; Campos-Ramos et al., 2006b). Al parecer, en langostinos y

camarones peneidos, también es comun la determinacién sexual de tipo WZ.

En camarones marinos, como F. chinensis (Li et al, 2003a) y M. japonicus
(Coman et al., 2008) se ha logrado exitosamente la induccidn a la triploidia. Li et
al. (2003a) observaron un sesgo hacia hembras en proporcién 4:1 en camarones
triploides. Coman et al. (2008) observaron una poblacién triploide de puras
hembras y plantearon que no era posible explicar el mecanismo de determinacién
sexual, como se describe en peces. Ellos propusieron un cromosoma W
sobredominate y un genotipo letal ZZZ. Esta explicacion pareciera controversial ya
que el camarén macho triploide si existe, como se encontrd en F. chinensis con
citometria de flujo (Li et al., 2003a) y con el andlisis de CS (Xie et al., 2008). Una
alternativa a la hipdtesis de los genotipos dominantes y letales, es la
recombinacion entre cromosomas sexuales, ya que explica mejor el sesgo en la

proporcidon hacia hembras, como se muestra en especies de peces que tiene un
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sistema WZ/ZZ, e. g., 1a tilapia azul Oreochromis aureus (Steindachner) (Penman et
al., 1987; Mair et al., 1991). En cualquier caso, la proporcion de sexos en triploides
sugiere la existencia de un cromosoma sexual en peneidos, requiriendo futuras

investigaciones de determinacién sexual.

ABLACION DEL TALLO OCULAR E HIPERTROFIA DE LA GLANDULA ANDROGENICA

Derivados de los experimentos de ablacién, los resultados mostraron un
incremento del peso del 6rgano genital muy acentuado, en donde el peso del
testiculo se increment6 significativamente en los grupos unilateral y bilateral,
principalmente durante las dos primeras semanas de cultivo. Este resultado,
conjuntamente con la hipertrofia de la GA, conlleva a sugerir que las
espermatogonias fueron estimuladas por una hiperactividad de la GA, que fue
desinhibida de la accién regulatoria de la glandula sinusal. Entonces, en este
proceso, las espermatogonias entran en actividad mitdtica para la produccién de
mas espermatogonias y espermatocitos primarios, los que continuaron con la
espermatogénesis. De esta manera, el incremento en peso del testiculo se debi6 a
un incremento en células germinales y meioticas, lo que demuestra un eje
endocrino glandula sinusal-GA-testiculo. Sin embargo, para la cuarta semana de
cultivo, los camarones bilaterales ya habian muerto por lo que no fue posible
continuar con el seguimiento experimental. El grupo unilateral tuvo una mejor
supervivencia y mostré que para la quinta y sexta semanas, el peso del testiculo
fue similar al de los controles, lo que sugiere que la estimulaciéon temprana de la
GA es temporal y, subsecuentemente, la espermatogénesis disminuye o bien se
deteriora. Estas observaciones estan de acuerdo con Khalaila et al. (2002) quienes
documentaron un incremento en el tamano de la GA de C. quadricarinatus después
de la primera semana de ablacion bilateral. Posteriormente, el peso de la GA
disminuyo sustantivamente al término de la tercera semana, en comparaciéon con
langostinos controles. El incremento en el peso de los vasos deferentes se atribuyé
a que las espermatidas producidas en los l6bulos testiculares, por la estimulacién

de espermatogonias, continuaron su desarrollo en los vasos deferentes. Cabe
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resaltar que no fue hasta la cuarta semana que se observo un incremento similar
en los grupos ablacionados, que fue significativamente mas alto que el del control.
El incremento del peso de los vasos deferentes coincidié con el incremento de
esperma en el espermatéforo del grupo bilateral, lo que significa que la masa
espermatica se desarrolld6 desde los vasos deferentes y terminé como
espermatoforo. Sin embargo, esto no ocurrié con el grupo unilateral; se sugiere
que la masa espermatica permanece en los vasos deferentes durante la quinta y
sexta semanas, y que la formacién del espermatéforo ocurriere quizas a partir de
la séptima semana. En este sentido, el grupo unilateral tenderia a un mayor tiempo

de respuesta en la produccién de esperma con respecto al grupo bilateral.

Los resultados del grupo control mostraron una oscilacién en la
espermatogénesis en el contexto de que la producciéon de gametos disminuyd en la
primera y segunda semanas en los lébulos testiculares, lo cual corresponde a la
transferencia de espermatidas a los vasos deferentes durante la segunda semana,
volviendo a incrementarse hacia la cuarta semana para volver a disminuir hacia la
sexta semana, posiblemente con el proceso de renovaciéon de espermatéforo a
través de la muda. Esta oscilacién se observd invertida en el grupo bilateral a
durante las cuatro semanas, mientras que no fue del todo oscilante en el grupo
unilateral. Se observa que el peso del espermatéforo no es un indicador de cambio.
Sin embargo, esto se pudo deber a que la concentracién de esperma no fue mayor a
los 5 o 6 millones en el grupo bilateral, con respecto a los grupos unilateral y
control. Cabe mencionar que la concentracién de esperma de un reproductor
macho de 35 g en condiciones reproductivas, fluctia alrededor de los 20 millones
de esperma por espermatoéforo (Leung-Trujilllo y Lawrence, 1985). Los pesos y
conteos que reporta Ceballos-Vasquez et al. (2003), con camarones de 12 meses de
edad (38 g) coinciden con los datos obtenidos en los controles de este estudio. Sin
embargo, Ceballos-Vasquez et al. (2004), observaron una concentraciéon de
esperma de entre 25 y 30 millones por espermatéforo en camarones
reproductores, lo cual es mucho mayor en comparaciéon con nuestras muestras.
Los autores discuten que el conteo espermatico pudiera estar relacionado con el

peso y no con la edad, por consiguiente la calidad espermatica depende de las
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condiciones de los cultivos (alimentacion, temperatura y densidad). Alfaro y
Lozano (1993), encontraron en camarones ablacionados unilateralmente un
incremento significativo en el conteo espermatico en espermatéforo con respecto a
controles, lo cual no coincide con nuestros resultados; sin embargo, en este estudio
se observé una tendencia al incremento en el conteo de esperma hacia la séptima

semana.

ANALISIS MOLECULAR

El éxito en la obtencién de amplicones (por RT-PCR) a partir de ARN total de la
ampula terminal de L. vannamei concuerda con los resultados obtenidos con
planteamientos metodoldgicos similares en C. quadricarinatus (Manor et al., 2007)
y P. monodon (Mareddy et al., 2011). Sin embargo, en M. japonicus (Banzai et al.,
2011), el amplicon que corresponde al precursor de la GA se obtuvo a partir de
ARN total de la ampula terminal distal, el 4mpula terminal proximal, del vaso
deferente distal y de la parte distal del vaso medio. En L. vannamei se us6 ARN total
de ATD y dVDM, pero no se obtuvieron productos usando tejidos de ATP y VVD. De
acuerdo a las observaciones histologicas reportadas en este trabajo, la GA se
observa con un mayor tamafio en la parte distal del ampula terminal en
comparaciéon con el vaso deferente distal y medio, por lo que es posible que la
obtencion de amplicones sea mas factible al usar este tejido o este influenciada por

el estado reproductivo del camaron disectado.

Dado que el vaso deferente distal es un tubo delgado y atraviesa el musculo
toracico-abdominal, la GA se presenta como una cuerda muy delgada, que conecta
y comunica la parte mayor y mas ancha (que se encuentra en el ampula terminal)
con la parte ubicada en la parte distal del vaso deferente medio, ddndole una forma
de “auriculares”. En la secuencia de aminoacidos traducida de camarén blanco que
se muestra alineada con nueve secuencias de precursores de la hormona de la GA
en decapodos en la Figura 26), se puede observar la estructura tipica de los

miembros de la familia de las tipo-insulinas, conformadas por una cadena A, los
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residuos de cisteina (C) en posicion, uno doble y dos sencillos; una cadena B y ente

ellas un péptido C.

La secuencias de nucledtidos y de aminoacidos (obtenida y deducida,
respectivamente) mostraron mayor identidad con aquellas de P. monodon y M.
japonicus que con las de los demas decapodos reportados, y las relaciones que se
muestran en el dendrograma (Figura 37), concuerdan desde el punto de vista
filogenético, ya que L. vannamei, P. monodon y M. japonicus son de la familia
Penaeidae, C. quadricarinatus y C. destructor de la familia Parastacidae, P. pacificus

de la familia Palaemonidae y P. pelagicus de la Portunidae.

Con los genes de la familia Pro-insulina reportados, que aparentemente solo
se expresan en la GA de machos decdpodos, se podra demostrar el proceso
molecular de la diferenciaciéon sexual, con la finalidad de generar de nuevas
estrategias técnicas para la reversion sexual en camarones comerciales. Desde una
perspectiva de regulacion genética, este estudio pudiera tener implicaciones
importantes, ya que permitiria establecer con detalle el desarrollo, diferenciacién y
cambios estructurales del drgano genital en futuras investigaciones moleculares

aplicados a la acuacultura.
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CONCLUSIONES

En L. vannamei el periodo de indiferenciacién sexual comprende las

primeras dos semanas como postlarva (PL12-PL16).

El o6rgano genital de la hembra del camarén blanco comprende
bilateralmente 1 l6ébulo anterior, 8 laterales, 1 oviducto y 1 lébulo

posterior.

El 6rgano genital del camarén blanco macho comprende bilateralmente

1 16bulo anterior, 7 laterales y 1 conducto deferente.

La GA comienza a formarse a partir PL48 y se encuentra interconectada
en un tejido conectivo entre la base del bulbo eyaculador (CDM) y el 82

l6bulo testicular.

En camaron blanco, la génada se diferencia, ya sea en ovario o testiculo,

a partir de PL72.

En L. vannamei la meiosis no es regulada por el ciclo de muda en ambos

SeXo0s.

La ablacion unilateral y bilateral del tallo ocular en camarén blanco

provoca la hiperplasia de la GA.

Se sugiere la existencia de un eje enddcrino Tallo ocular (Eje 6rgano x/

glandula sinusal)- GA-Testiculo en camardn blanco.

La secuencia nucleotidica del precursor de la hormona de la GA del

camaroén blanco es similar a la de los peneidos.

La secuencia de aminoacidos del precursor de la hormona producida
por la GA del camarén blanco es similar en estructura a la de los demas

decapodos y corresponde al grupo de las tipo-insulina (insulin-like).
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RECOMENDACIONES

La continuacién légica de estos estudios debera ser la caracterizacién del gen que
codifica la hormona de la GA en L. vannamei, como punto de partida para futuros
trabajos que involucren la dindmica de expresién del gen durante la diferenciacién

sexual asi como su efecto con la ablacién del peduinculo ocular.

Se recomienda la elaboracion de sondas moleculares para su uso en
trabajos encaminados a la localizacidn de los sitios de sintesis de la GA en tejidos,
asi como para intentar la localizacion del gen en cromosomas meioticos, que

ayuden a determinar la existencia de posibles cromosomas sexuales.

Mediante el conocimiento de la secuencia de este gen es posible la
generacion de ARN de interferencia (ARNi) con el que se pudiera bloquear la
expresion del gen que codifica la hormona de la GA, teniendo como objetivo la

reversion sexual del camarén blanco.
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