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Resumen de la tesis presentada por Melissa Montes Montes, presentada como
requisito parcial para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Diferenciaciéon sexual del Lenguado de California Paralichthys californicus y
control de la proporcion sexual mediante la utilizacion de la hormona
17B-estradiol

Resumen aprobado por:

Dr. Benjamin Baron Sevilla
Director de Tesis

El lenguado de California Paralichthys californicus es una especie con alto valor
comercial debido a su gran tamafio y calidad de su carne. Esta especie presenta
dimorfismo sexual en el crecimiento donde las hembras crecen mas rapido que los
machos, por lo tanto el cultivo monosexual de hembras resulta favorable para la
produccion. En el presente estudio se registrd el proceso de diferenciaciéon sexual
mediante cortes histolégicos de las larvas y gonadas del lenguado de California
asimismo se probo el efecto de diferentes concentraciones de 17B-estradiol (E2)
(2.5, 5y 10 mg/kg) a través de la dieta para incrementar la proporcion de hembras
en el cultivo. A los 25 dias después de la eclosion (DDE) se observo el primordio
gonadal en ejemplares con una longitud total promedio de 6.96 + 0.92 mm, hasta el
dia 75 DDE (37.58 + 6.58 mm) se observo una génada indiferenciada evidenciada
por la presencia de células germinales primordiales. La primera evidencia de
diferenciacion se registré a los 115 DDE (55.93 + 14.67 mm) donde se observé la
cavidad ovérica y posteriormente a los 180 DDE (115.70 + 17.02 mm) se
evidencian ovarios con ovocitos en crecimiento y testiculos con esperméatidas. Por
lo tanto, el periodo labil para la diferenciacion sexual se encuentra entre los dias 75
y 115 después de la eclosion. Por otro lado, el suministro de E2 a través de la dieta
a concentraciones de 2.5, 5y 10 mg/kg incremento el porcentaje de hembras de
26.67% (control, no adicion de E2) a un 100% en todos los tratamientos. Se
encontraron diferencias en la proporcion de los tipos celulares (ovogonias, ovocitos
primarios en fase | y IlI) entre el control y los tratamientos mientras que no se
registraron alteraciones histolégicas como atrofia gonadal en ninguno de los casos.

Palabras Clave: diferenciacion sexual, Paralichthys californicus, 17B-estradiol



Abstract of the thesis presented by Melissa Montes Montes presented as patrtial
requirement to obtain the degree of Master of Science in Aquaculture.

Gonadal sex differentiation of the California Halibut, Paralichthys californicus,
and control of the sex ratio by using hormone 17-estradiol

Abstract approved by:

Dr. Benjamin Barén Sevilla
Thesis Director

The California halibut Paralichthys californicus is a species with a high commercial
value due to its large size and meat quality. This species present sexual growth
dimorphism in which females grow faster than males, so all-female stocks are
favorable for production. In this study the process of gonadal sex differentiation was
documented by histological sections of larvae and gonad of California halibut and
evaluated the effect of different concentrations of 17p-estradiol (E2) administered
through the diet to increase the female sex ratio. At 25 days post-hatchery (dph),
the fish total length average was of 6.96 £ 0.92 mm and gonadal primordium was
observed, until day 75 dph (37.58 + 6.58 mm) an undifferentiated gonad evidenced
by the presence of primordial germ cells was observed. The first evidence of
differentiation was recorded at 115 dph (55.93 + 14.67 mm) where the ovarian
cavity was observed and subsequently at 180 dph (115.70 £ 17.02 mm); oocytes
and spermatids were observed in the ovaries and testes respectively. Therefore, the
labile period for sex differentiation is between 75 and 115 DDE. Furthermore,
treatment with E2 through the diet at concentrations of 2.5, 5 and 10 mg / kg
increased the percentage of females from 26.67% in controls females to 100% in all
treatments. There were differences in the proportion of cell types (oogonia, primary
oocytes in stage | and Il) between control and treatments while no histological
alterations such gonadal atrophy were recorded in any of the cases.

Keywords: Gonadal sex differentiation, Paralichthys californicus, 17B-estradiol
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1. Introduccidén

1.1. Lenguado de California

El lenguado de California Paralichthys californicus es la especie mas grande de la
familia Paralichthyidae, alcanza una longitud total de 152 cm y un peso de 33 kg
(Eschmeyer et al.,, 1983). Su distribucion geogréfica comprende desde la
desembocadura del rio Quillayute en Washington, EE. UU., hasta bahia Magdalena
en Baja California Sur, México (Miller y Lea, 1972). Esta especie se caracteriza por
poseer el cuerpo aplanado con forma oval, cabeza y ojos pequefios y una gran
boca simétrica (Allen et al., 1990). Otras caracteristicas son la presencia de un arco
muy pronunciado en la linea lateral que rodea a la aleta pectoral sobre la region
dorsal del cuerpo. La coloraciébn es marron verdoso, a veces moteado y con

pequefias manchas blancas del lado ocular (Barnhart, 1936).

El lenguado de California es un organismo gonocoérico sin dimorfismo sexual
externo, sin embargo existen diferencias especificas del sexo en la edad, tamafio,
madurez y distribucion. Las hembras, en comparacién con los machos, alcanzan
una mayor edad y longitud total, maduran mas tarde y son mas abundantes en las
zonas costeras (Sunada et al.,, 2001). El periodo reproductivo del lenguado de
California se extiende desde febrero hasta agosto (Frey, 1971). El tipo de
fertilizacion es externa y los huevos producidos se encuentran en la columna de
agua cerca de la costa por lo cual se les cataloga como pelagicos (Allen et al.,
1990).

Por otro lado, la pesqueria de este recurso es importante ya que es considerado de
alto valor comercial para las zonas del sur de California (EE. UU) y la costa norte
del Pacifico de México (Kucas et al., 1986). Ish y Stroman (2006) estudiaron las
capturas del lenguado de California realizadas tanto en aguas Mexicanas como en

el Estado de California, EE.UU por la flota estadounidense, entre los afios 1916 y
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2001, registraron una disminucion de las capturas, de 2000 a 400 toneladas en

dicho periodo.

En México, la pesqueria de esta especie es artesanal, se realiza en embarcaciones
pequefias con poca autonomia y se utiliza como arte de pesca la red agallera de
fondo (SAGARPA, 2012b). A pesar de ser una especie de importancia econdmica,
los registros de sus capturas en México no estan completamente documentados,
los datos consignados en las estadisticas pesqueras a partir del afio 2002 al 2011,
incluyen el volumen de las capturas de todas las especies de lenguados y oscila
entre las 2 y 3 mil toneladas, mientras que para el estado de Baja California el
volumen es de 200 a 400 toneladas anuales (CONAPESCA, 2002 - 2011).

Debido a la reduccion en las poblaciones de esta especie y a sus caracteristicas
particulares, que estimulan su demanda en el mercado regional (en el noroeste de
México y en California, USA), como su gran tamario, la calidad de su carne y su
alto valor comercial; su cultivo se considera potencial y atractivo para el mercado.
En tal sentido, varios grupos de investigacion en EE.UU dedicaron un esfuerzo
importante para desarrollar las técnicas de cultivo de esta especie, por ejemplo el
criadero Redondo Beach en el estado de California donde se mantienen
reproductores que desovan habitualmente (Conklin et al., 2003). Mientras que en
México surgieron los primeros intentos por parte del Centro de Investigacion
Cientifica y Educacion Superior de Ensenada (CICESE), con la instalacion de la
Unidad de Produccién de Semilla de Lenguado perteneciente al Departamento de
Acuicultura (SAGARPA, 2012a).

Asimismo, entre los afios 1995 y 2010, la empresa Pesco S.A. de C.V. en alianza
con la Unidad de Produccion de Semilla de Lenguado del Departamento de
Acuicultura del CICESE y con el auspicio de la Comisién Nacional de Pesca y
Acuacultura, desarroll6 el cultivo de lenguado de California a escala comercial. No
obstante a los resultados positivos de esta experiencia, uno de los problemas que
limitaron su éxito, fue la tasa de crecimiento, que resulté muy lenta, ya que en un

plazo de un afio, los lenguados sdlo alcanzaron los 500 g.
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No obstante, la tasa de crecimiento se puede mejorar si se toma ventaja de la
diferencia en la tasa de crecimiento de las hembras, que es mas rapida que en los
machos (Hobbs et al., 1990). De forma similar, esta diferencia intersexual del
crecimiento se ha registrado en otras especies de peces planos como Limanda
limanda (Lozan, 1992), Verasper moseri (Mori et al.,, 1999), Hippoglossus
hippoglossus (Bjornsson, 1994) y Paralichthys olivaceus (Yoneda et al., 2007). Por
lo cual, el cultivo comercial de los lenguados a escala mundial trata de incrementar
su produccion mediante la obtencion de cultivos monosexuales de hembras
(Yamamoto, 1999).

1.2. Determinacion y diferenciacion sexual

Los peces son un grupo de vertebrados muy diverso, lo que se refleja en su
morfologia, tipos de habitat, alimentacion, comportamiento y formas de
reproduccion (Piferrer, 2009). Dentro de esta diversidad biolégica muchas especies
tienen dimorfismo sexual en el crecimiento, la edad de la madurez, los caracteres
sexuales secundarios y otras caracteristicas morfoldgicas y conductuales (Penman
y Piferrer, 2008). Estas diferencias en el sexo son ventajosas para la economia de
la produccién acuicola de alimentos para el consumo humano y en el cultivo de
peces ornamentales, lo que ha dado lugar a la busqueda del control de las
proporciones sexuales con la finalidad que el productor obtenga poblaciones de un

solo sexo con una caracteristica en particular (Penman y Piferrer, 2008).

El control de la proporcion sexual se considera como unas de las estrategias mas
prometedoras cuando unos de los sexos se considera mAas ventajoso por sus
caracteristicas particulares lo que permite mejorar la produccion y la rentabilidad de
su cultivo (Strussmann y Nakamura, 2002). Sin embargo, para lograr con éxito un
cultivo monosexo, es importante ahondar en el conocimiento de los mecanismos
asociados a los procesos de determinacion y diferenciacion sexual, ya que la

proporcién sexual depende de la combinacion de dichos procesos (Piferrer, 2009).

La determinacion del sexo define el proceso de la diferenciacion sexual y por lo

tanto establece la forma en que se desarrollara el sexo (hembra o macho) de un
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organismo, mientras que la diferenciacion sexual es el proceso por el cual se
desarrolla el primordio de la gonada y se transforma en un ovario o un testiculo
(Devlin y Nagahama, 2002; Penman y Piferrer, 2008). Pandian y Koteeswaran
(1999) consideran que ambos procesos son labiles y susceptibles a manipulacion,

por ejemplo mediante hormonas, temperatura u otros factores ambientales.

La manipulacion del sexo mediante la utilizacion de esteroides exdgenos
(hormonas), es una estrategia del control que permite dirigir la diferenciacion
sexual hacia el sexo deseado, de tal manera que la feminizacion de una progenie
se puede lograr utilizando estrogenos como el 17pB—estradiol (1,3,5,(10)-estratriene-
3,17b-diol) mientras que la masculinizacion con andrégenos como la testosterona
(17b-hydroxy-4-androsten-3-one) (Baroiller et al., 1999).

1.2.1. Determinacién del sexo

La determinacion del sexo se puede definir como la suma de los elementos
genéticos que son responsables de la existencia de las gbonadas (Piferrer, 2001).
En los peces gonocoéricos, el desarrollo de los primordios de las gonadas en
algunos casos es labil, pero cuando ya se ha establecido el sexo del individuo, el
estado de diferenciacion gonadal se mantiene estable durante el resto de la vida
(Devlin y Nagahama, 2002).

En la mayoria de los vertebrados la determinacion del sexo se da al momento de la
fertilizacion, por la herencia de los cromosomas sexuales (Luckenbach et al., 2003).
Sin embargo en los peces, la determinacion del sexo puede ser genético (GSD, por
sus siglas en Inglés Genetic sex determination) o puede ser dependiente del
ambiente (ESD, por sus siglas en Inglés Enviromental sex determination) (Devlin y
Nagahama, 2002).

En la GSD, el sexo esta determinado por la combinacién hereditaria de genes
(Devlin y Nagahama, 2002) y puede ser cromosémica o poligénica (Piferrer, 2001).
El modelo cromosoémico esta referido a la presencia de los cromosomas sexuales,
siendo los sistemas cromosomicos mas comunes XX/XY y WZ/ZZ (Tave, 1993).

Mientras que el modelo poligénico se basa en la combinacion de los factores



masculinos y femeninos (genes determinantes), presentes en los cromosomas

heredados de cada parental, ya que no hay cromosomas sexuales (Piferrer, 2001).

En la ESD, la diferenciacion del sexo depende de factores extrinsecos, tales como
la temperatura del agua, el pH y de esteroides sexuales exdgenos o sustancias
contaminantes, entre otros (Baroiller et al., 2002).

1.2.2. Diferenciacién sexual

La diferenciacion sexual ocurre una vez que se ha determinado el sexo (Devlin y
Nagahama, 2002) e involucra todos los procesos que se producen durante el

desarrollo, permitiendo la expresion fenotipica del sexo (Piferrer, 2001).

La diferenciacion sexual involucra un periodo labil, durante el cual se llevan a cabo
los procesos que determinan el curso de la diferenciacién sexual hacia un fenotipo
particular, durante este periodo las células germinales primordiales (CGPs,
conjunto de células indiferenciadas que dan origen a los gametos) son sensibles a
diferentes factores intrinsecos y extrinsecos (Piferrer, 2001). Este proceso
morfogenético ocurre antes de la diferenciacion morfolégica o histolégica de la
gonada (Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002) (Figura 1) y, se produce en un
momento particular del desarrollo y es especie especifico (Devlin y Nagahama,
2002).

Periodo Labil
Diferenciacion Sexual

Desarrollo Gonadal

Fertilizacién Primeros signos observables
histolégicamente de
diferenciacion sexual

Figura 1. Diagrama que ilustra el concepto de periodo labil para la diferenciacion sexual.
Tomado de Piferrer (2001).



El crecimiento y diferenciacibn de la gobnada requieren que exista una
intercomunicacion con los tejidos no adyacentes, a través de controles paracrinos y
endocrinos, los cuales son especificos para cada fenotipo sexual (Devlin y
Nagahama, 2002). El control endocrino de la reproduccién implica una interaccion
entre el cerebro y las gonadas, por medio de la produccion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) producidas en el hipotdlamo y que a su vez
regulan la sintesis y liberacion de gonadotropinas derivadas de la pituitaria (GtHs).
La GtHs estimulan la sintesis y liberacion de los esteroides sexuales en células
especificas de las gonadas y el cerebro, el tipo de esteroides y sus
concentraciones dependen del sexo, en las hembras predominan los estrégenos,

en tanto que en los machos los andrégenos (Nagahama, 1994).

Los esteroides sexuales se producen en las células sométicas de las génadas
donde actian como hormonas endocrinas y controlan el desarrollo de las CGPs,
propiciando la diferenciacion sexual a través de receptores especificos en las
células diana (Devlin y Nagahama, 2002). Ademas, el conocimiento de la dinAmica
de la concentracién de los esteroides sexuales permite no solo identificar el sexo
de los organismos, sino identificar también el periodo labil de la diferenciacion

sexual.

Numerosas hormonas no esteroideas estan involucrados en la diferenciacion de las
gonadas, pero las hormonas esteroideas tienen una funcion preponderante, ya que
son los inductores naturales de la diferenciacion sexual en los peces (Piferrer,
2001). Entre las hormonas esteroides se encuentran los andrégenos, como la
testosterona (T) y 1l-cetotestosterona (11KT), y los estrogenos, como el 173-
estradiol (E2) (Devlin y Nagahama, 2002). La diferenciacion de las hembras es una
consecuencia de los altos niveles del esteroide sexual E2, el cual induce y
mantiene el desarrollo ovarico (Yamamoto, 1969). Mientras que para la
diferenciacion de machos, los androgenos responsables son la T y 11-KT
(Nagahama, 1994).

La biosintesis de los esteroides sexuales depende de una compleja serie de

enzimas (Nagahama, 1994), donde la citocromo P450 aromatasa (P450arom), que
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es una enzima esteroidogénica (Kitano et al., 1999), responsable de la conversion
de esteroides C19 (por ejemplo, la testosterona) a estrogenos (Luckenbach et al.,
2005). El gen gque codifica para esta enzima es el CYP19, el cual posee dos
isoformas, a las cuales se les ha denominado cypl9ala y cypl9alb, que se
encuentran ubicadas en el ovario y cerebro respectivamente (Luckenbach et al.,
2005; Luckenbach et al., 2009). Por lo tanto, la expresion y actividad de la
P450arom derivada del ovario resulta en la biosintesis de E2 en las gonadas, lo

cual induce el proceso de diferenciacion ovarica (Kitano et al., 1999).

La presencia de hormonas sexuales se ha estudiado en diferentes especies,
evaluando los cambios en la concentracion de T, E2 y 11-KT durante y después de
la diferenciacion sexual. En la perca, Perca fluviatilis, se estudié la dindmica de la
concentracion de los esteroides sexuales durante la embriogénesis y su relacion
con la diferenciacion sexual, los resultados del estudio indicaron que la 11-KT tiene
una funcién importante en el proceso de diferenciacidon masculina (Rougeot et al.,
2007). En el lenguado japonés, Paralichthys olivaceus, se evalud la dinamica de los
esteroides sexuales, y resultdé que los niveles de T disminuyen durante la
diferenciacion gonadal y se incrementan ligeramente al inicio de la diferenciacién
del ovario. Por otro lado, los niveles de E2 aumentan gradualmente hasta un punto
maximo, cuando inicia la diferenciacion ovarica, lo que permite identificar el periodo
labil para esta especie alrededor de los dias 60-66 después de la eclosién (Sun et
al., 2010).

1.3. Efecto de los factores extrinsecos en la determinacion y

diferenciaciéon del sexo

1.3.1. Temperatura

El principal factor ambiental que afecta el proceso de diferenciacién del sexo es la
temperatura y los organismos que son sensibles a este factor tienen un sistema de
determinacion sexual dependiente de la temperatura (TSD por sus siglas en Inglés
Temperature-dependent sex determination) (Baroiller y D'Cotta, 2001). La TSD se
produce cuando la temperatura determina la direccion de la diferenciacion sexual,

por lo tanto influye en el sexo fenotipico del animal (Luckenbach et al., 2009). Este
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modo de determinacion se evidencié por primera vez en la sardina atlantica
Menidia menidia (Atherinopsidae) y posteriormente se ha registrado en 59 especies
de peces, en su mayoria especies de las familias Apistogramma y Cichlidae, entre

otras (Ospina-Alvarez y Piferrer, 2008).

En los peces se han observado tres patrones de TSD: (A) a mayores temperaturas
la proporcion de machos es mayor, este patron se ha registrado en familias como
Poecilidae, Cichlidae, Pleuronectidae y Cyprinidae; (B) a mayores temperaturas la
proporcion de hembras es mayor y se ha registrado en el bagre de canal Ictalurus
punctatus; y (C) a altas y bajas temperaturas la proporcion de machos es mayor, el
cual se ha registrado en los lenguados del género Paralichthys (Figura 2) (Ospina-
Alvarez y Piferrer, 2008; Luckenbach et al., 2009).

A B C

100- 100- 100-
g 754 g 754 g 754
? 50- 2 s50- $ 50
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= 25- = 25- = 25-
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Figura 2. Patrones de la determinacion del sexo dependiente de la temperatura (TSD) en los
peces. Tomado de Ospina-Alvarez y Piferrer (2008).

En los peces planos se han registrado los patrones de TSD Ay C (Figura 2), por
ejemplo en la especie V. moseri la proporcion de sexos a una temperatura de 14°C
fue de 1:1 mientras que a 18°C se desarrollan un 100% de machos (Goto et al.,
1999). Resultados similares se encontraron en L. yokohamae, donde a una
temperatura de 15°C la proporcion de sexos fue de 1:1, mientras que a 25°C se
desarrollaron un 82% de machos (Goto et al., 2000). Por lo tanto, en dichas
especies se ha registrado el patron A de TSD, es decir que la exposicion a altas

temperaturas antes y durante la diferenciacion sexual aumenta significativamente la
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proporcién de machos. Sin embargo, estos resultados pueden deberse a lo limitado
de las temperaturas probadas; por lo cual también es posible que a temperaturas
mas bajas (es decir, inferiores a lo probado), se registre el patron C de TSD
(Luckenbach et al., 2009).

En P. olivaceus se ha observado el patron C, donde a temperaturas de 15y 27.5°C
se desarrollaron el 80% de machos y a una temperatura intermedia de 20°C la
proporcion sexual fue 1:1 (Yamamoto, 1999). De modo similar se observo que en
P. lethostigma, las temperaturas de 18 y 28°C se favorecieron la diferenciacion de
machos, en un porcentaje de 78 y 96 % respectivamente, en contraste, a una
temperatura intermedia, se mantuvo la proporcion sexual de 1:1 (Luckenbach et al.,
2003). Finalmente Marquez-Reyes (2009), no pudo demostrar la influencia de la
temperatura sobre la diferenciacion de sexo en P. californicus, posiblemente debido

al efecto adverso del estrés asociado a las condiciones de cultivo.

1.3.2. Esteroides exdgenos

Los esteroides sexuales son los factores que de manera natural llevan a la
diferenciacion sexual, por lo que se han utilizado como un medio para el control del
sexo (Piferrer, 2001). El uso de esteroides sexuales involucra una serie de
variables, como el tipo y naturaleza de la hormona, la dosis, duracion de la

exposicidon y la via de administracion (Piferrer, 2001).

Para el control del sexo se pueden emplear esteroides feminizantes naturales
(como 17p —estradiol, E2) o sintéticos (como el 170— etinilestradiol, EE). Los
esteroides mas utilizados son los sintéticos, debido a que son relativamente mas
baratos y su eliminacién es relativamente mas lenta (Pandian y Sheela, 1995). La
via de administracion puede ser por inyeccion, por inmersion o a traves de la dieta,
pero son los dos ultimos métodos los que resultan mas viables a nivel de la practica
comercial ya que el tratamiento se aplica de manera simultanea a un gran nimero
de individuos. El método de inmersién es adecuado para las especies en las que el
periodo labil para la diferenciaciéon sexual coincide con la embriogénesis o se

produce durante la etapa larval, mientras que los tratamientos mediante la
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alimentacién son mas apropiados para las especies en las que el periodo I4bil
coincide con la alimentacion exdgena (Piferrer, 2001).

La duracion del tratamiento es otra variable importante, ya que la exposicion al
esteroide debe coincidir con el periodo Iabil para la diferenciacién. Por ejemplo,
tratamientos breves durante este periodo pueden resultar en alteraciones
permanentes en el fenotipo sexual, mientras que una vez que la gbénada se ha
diferenciado sexualmente, no se registran respuestas favorables, aunque los

tratamientos sean prolongados (Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002).

En los peces teledsteos, incluyendo a los peces planos, se han utilizado deferentes
hormonas para el control del sexo. El método de administracion mas comuan ha sido
a través de la dieta, ya que el periodo de la diferenciacion sexual coincide con el
momento en el que las larvas tienen la capacidad de consumir el alimento exdgeno
formulado lo cual facilita de inclusion de la hormona. Por ejemplo en el lenguado
del Atlantico Hippoglossus hippoglossus, las larvas de 30 £+ 5 mm fueron
alimentados por un periodo de 45 dias con alimento balanceado enriquecido con
E2 a una concentracion 10 mg/kg, resultando una progenie con 70-74% de
hembras, mientras que con 17a-metildihidrotestosterona (MDHT; 1 and 5 ppm)
entre 97 y 100% de machos (Hendry et al., 2003).

En el lenguado Scophthalmus maximus, las larvas de 35 dias después de eclosion
(DDE) fueron alimentadas con una dieta enriquecida con MDHT y E2 a una
concentracion de 3 mg/kg durante 65 dias y se obtuvieron 100% de machos y
hembras en cada tratamiento (Haffray et al., 2009). En el lenguado japonés
Paralichthys olivaceus, se obtuvieron 100% de hembras con un alimento
enriquecido con E2 y suministrado durante los dias 35 y 110 DDE (Sun et al.,
2010). Mientras que en el lenguado senegalés, Solea senegalensis se obtuvieron
un 50% de hembras con un alimento enriquecido con E2 a una concentracion de 10
mg/kg, suministrado entre los 98 y 169 DDE, y hasta un 95% de machos con
MDHT a 10 mg/kg (Vifas et al., 2013).

Por otro lado Guarneros-Orea (2012) utilizé la hormona E2 por el método de

inmersion en el lenguado de California Paralichthys californicus, sin embargo no
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pudo identificar organismos con gonadas diferenciadas en los tratamientos ya que
la concentracion de la hormona administrada (100 pg/l) ocasioné atrofia de la
gonada. A pesar de ello, en el control donde los organismo no estuvieron
expuestos a los esteroides se logro caracterizar el desarrollo gonadal y se postuld
que el periodo labil para diferenciacion sexual se encuentra entre el dia 29 y 158
DDE, basandose en la identificacién de las células germinales en el primordio
gonadal y el desarrollo de la cavidad ovarica, respectivamente. Debido justamente
a que este periodo coincide con la alimentacion exégena a base de alimento vivo
(Artemia) y formulado (Coklin et al., 2003), se pueden aplicar tratamientos con
esteroides, utilizando dichos alimentos como vehiculo, para lograr la feminizacion

de las larvas.

La forma mas comdn de control del sexo es la alimentacion con una dieta
formulada enriquecida con esteroides, tal como se utilizado en las otras especies
de peces planos. Aunque también se ha utilizado el alimento vivo (nauplios de
Artemia) enriquecido con E2 (Stewart et al., 2001) en otras especies de teledsteos,
donde la determinacion del sexo coincide con dicho periodo de alimentacion, como
en el lumpo, Cyclopterus lumpus, en el cual se logré la feminizacién total de la
progenie suministrando nauplios de Artemia enriquecidos con 231-407 ng de
E2/mg peso seco durante los 5 y 24 DDE (Martin-Robichaud et al., 1994). De
manera similar, en la lubina negra Micropterus salmoides se produjeron progenies
100% femeninas utilizando nauplios de Artemia enriquecida con E2 a una dosis de
5 mg/l durante 10 semanas DDE (Garret, 1989).

1.4. Gonadogénesis

El término gonadogénesis esta referido al desarrollo de las gonadas, las cuales en
los teledsteos al igual que en otros vertebrados se forman a partir de la
coordinacion entre dos tipos celulares distintos: el tipo germinal y el somatico. La
linea germinal compuesta por las células germinales primordiales (CGPs), se
separa claramente de la linea somatica, esta Ultima se deriva del epitelio
mesodérmico (peritoneo) durante el desarrollo temprano (Nakamura et al., 1998;
Molyneaux y Wylie, 2004; Gilbert, 2006).
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Las CGPs estan presentes en todas las gonadas estudiadas tanto en teledsteos
gonocoricos y hermafroditas, ademas son células bipotenciales capaces de
diferenciarse en oogonios o espermatogonios. Este proceso de diferenciacion es
coordinado entre las células somaticas y las CGPs pero esta controlado
genéticamente y puede ser modificado por diferentes factores ambientales
(Nakamura et al., 1998; Le Menn et al., 2007).

1.4.1. Células Germinales primordiales

Las CGPs se originan por dos diferentes mecanismos de especificacion, por
preformacién o por epigénesis. La preformacion es el mecanismo que incluye la
existencia de determinantes prelocalizados en el huevo y son de herencia materna,
ya sea antes o inmediatamente después de la fertilizacion. Por otro lado en la
epigénesis, las células germinales se desarrollan en las crestas germinales vy
surgen como resultado de sefiales inductivas de los tejidos circundantes (Extavour
y Akam, 2003).

Las CGPs pueden determinarse por la localizacion del plasma germinal, formado
por determinantes maternos como proteinas citoplasmaticas y mMRNAS,
almacenados en el ovocito durante las primeras etapas de la ovogénesis (Gilbert,
S.F., 2006). Esta determinacién puede llevarse a cabo en diferentes grupos de
animales como nematodos (Caenorhabditis elegans), artropodos (mosca de la fruta
Drosophila melanogaster) y cordados (anfibios como rana africana Xenopus laevis,
tele6steos como pez zebra Danio rerio, medaka Oryzias latipes, bacalao Gadus
morhua), debido a que el mecanismo de especificacion de las células germinales
en estos organismo es preformista; mientras que en los mamiferos es epigénetico
(Extavour y Akam, 2003; Molyneaux y Wylie, 2004; Herpin et al., 2007; Presslauer
et al., 2012).

Estas células se caracterizan por su gran tamafio con respecto a las células
somaticas, forma ovalada, de contornos irregulares, con nucleos redondos situados
excéntricamente y una alta relacion nucleo-citoplasma. Generalmente, presentan
un solo nucléolo, citoplasma con pocos organelos y algunas mitocondrias de gran

tamafno situadas cerca del nucleo o nuage. También se hallan los denominados
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ciment o cuerpo germinales densos, los cuales son un material denso que esta
intimamente ligado a las mitocondrias (Le Menn et al.,, 2007). Justamente, la
presencia de estas inclusiones citoplasmaticas granulares (nuage) permiten la
identificacion de las CGPs con respecto a otros tipos de células (Devlin y
Nagahama, 2002).

Una vez formadas las CGPs se mantienen estrechamente asociadas con los tejidos
endodérmicos y migran durante el desarrollo embrionario a través del mesenterio
dorsal del intestino hacia la region de las gonadas para formar un unico primordio
gonadal, aunque posteriormente se formaran dos grupos, uno a cada lado de la
linea media dorsal de la region dorsal de la cavidad abdominal, que daran lugar a
las gbnadas. Luego el desarrollo posterior permite las interacciones celulares, que
llevan a la diferenciacion de los tipos celulares especializados caracteristicos del
testiculo o del ovario. Finalmente la cresta gonadal se forma como un
engrosamiento longitudinal del mesodermo que sobresale en la cavidad abdominal,
en posicion ventral con respecto al riidn en desarrollo y lateral al mesenterio dorsal
(Nakamura et al., 1998; Devlin y Nagahama, 2002; Zanuy et al., 2009).

1.4.2. Diferenciacion testicular y espermatogénesis

Los testiculos de los teleésteos son o6rganos alargados, pareados porque
comprenden dos lobulos separados por un tabigue o independientes y se
encuentran unidos por la pared dorsal de la cavidad corporal. Ademas estan
constituidos por dos compartimentos, el lobular que contiene los espermatocistes
formados por una sola espermatogonia (primaria) rodeada por una o unas pocas
células de Sertoli, cuya funcion es de mantenimiento de los espermatocitos; y el
compartimento intersticial localizado entre los I6bulos, que contiene fibroblastos,
vasos sanguineos Yy linfaticos y las células de Leydig que son de origen somético
(Garcia-Lopez et al.,, 2005; Zanuy et al.,, 2009). Ademas, esta presente otra
estructura que se desarrolla en la parte caudal de cada I6bulo testicular, la cual
estd formada por células epiteliales que producen parte del fluido seminal. Estas

células forman un vaso eferente que se abre dentro de un vaso deferente o
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conducto espermatico, por el cual los espermatozoides son liberados hacia el
exterior (Arellano-Lopez y Sarasquete-Reiriz, 2005).

La espermatogénesis es la produccion de espermatozoides (Gilbert, 2006) para ello
las células germinales masculinas pasan por tres fases principales: (1) proliferacion
mitdtica, (2) meiosis y (3) espermiogénesis. Durante la primera fase, las
espermatogonias madre (tipo A) dentro de un espermatocisto aumentan en nimero
y por mitosis forman varias generaciones de espermatogonias hijas, donde cada
generacion tiene diferencias morfolégicas como el incremento de la
heterocromatina y la disminucion del tamafio celular y nuclear; a la dltima
generacion de estas células se les denomina espermatogonias B, las cuales pasan
por la dltima mitosis y dan origen a los espermatocitos primarios. En la siguiente
fase, estos ultimos pasan por primera division meibtica y forman los espermatocitos
secundarios, los cuales son de vida muy corta, posteriormente, tras la segunda
division meidtica forman las espermétidas. Finalmente en la espermiogénesis las
espermatidas se diferencian en espermatozoides (Schulz y Miura, 2002; Schulz et
al., 2005).

1.4.3. Diferenciacion ovéaricay ovogénesis

El ovario generalmente es un 6rgano par, situado ventralmente en la cavidad
abdominal. Esta formado por el estroma ovarico que es un tejido de soporte
compuesto por fibras de colageno que se halla envuelto por una capa de
musculatura lisa, tejido vascular y nervioso. El estroma ovarico es una estructura
vascularizada en la cual se encuentra el foliculo ovarico, el cual esta compuesto
por el ovocito y las células foliculares las cuales lo envuelven. Estas células
foliculares forman dos capas de células diferenciadas y separadas por una
membrana basal; donde la capa interna esta formada por células de la granulosa y
el ovocito, la externa consiste de las células de la teca (Arellano-Lopez y
Sarasquete-Reiriz, 2005).

También existe una cavidad ovarica central libre, la cual, durante las fases
tempranas de desarrollo se considera como evidencia histolégica para la

identificacion de la gbnada como un ovario (Nakamura et al., 1998). Esta estructura
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es la receptora de los ovocitos maduros para que luego sean conducidos hacia el
conducto ovarico, que es una prolongacion de la tunica del ovarioy desemboca al

exterior por poro genital (Arellano-Lopez y Sarasquete-Reiriz, 2005).

La ovogénesis es la diferenciacién del 6vulo y es un proceso homélogo, aunque
diferente a la espermatogénesis, sobre todo porque el ovocito desarrolla una serie
de complejas transformaciones citolégicas. Los mecanismos de la ovogénesis son
mas variables entre las especies que la espermatogénesis (Gilbert, 2006). La
ovogénesis inicia con las divisiones mitéticas sucesivas que van desde las CGP
indiferenciadas, que dan lugar a las ovogonias, posteriormente a los ovocitos y

finalmente a los 6vulos (Zanuy et al., 2009).

Durante la previtelogénesis, los ovocitos primarios comienzan a sintetizar
moléculas de diferentes tipos (e.g. RNAs) y su didmetro de incrementa, a lo cual se
le denomina ovocito primario en fase |. Estas células inician la meiosis y se detiene
durante la profase |. Este estadio incluye la fase prefolicular donde los ovocitos se
encuentran juntos en un espacio bordeado por una sola capa de células somaticas
o prefoliculares y comienza la condensacion de cromosomas, caracteristica de la
primera etapa de la meiosis. Antes de la entrada a la etapa de diploteno, el ovocito
se rodea por una sola capa de células foliculares (fase folicular) y forman el foliculo
ovarico que constituye la unidad ovarica esencial. Durante esta etapa los
cromosomas se descondensan, y el ovocito queda arrestado en el diploteno de la
meiosis |. Otra caracteristicas de esta etapa es el incremento de las estructuras
subcelulares, tales como la mitocondria, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico
Ademas de la acumulacion de mMRNAs reservas nutricionales y diversos
componentes que ayudaran a la reiniciacion de la meiosis y que el proceso de
maduracion se lleve a cabo adecuadamente (Lyman-Gingerich y Pelegri, 2007;
Zanuy et al., 2009)

En la fase Il del ovocito primario, el nucleo se caracteriza generalmente por la
presencia de un gran nucléolo central y numerosos nucléolos pequefos localizados
en la periferia. Ademas las células de la granulosa se multiplican, aparecen

vesiculas sanguineas y alvéolos corticales, en el ooplasma. Estas vesiculas se
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acumularan en la corteza del ovocito y participaran en el proceso de la fertilizacién
(Le Menn et al., 2007; Lyman-Gingerich, J. y Pelegri F., 2007).

En el estadio Ill o de vitelogénesis, el ovocito fagocita la vitelogenina (VTG)
producida en el higado, la digiere y almacena en su citoplasma para utilizarla como
fuente de nutrientes y energia para el desarrollo del embrion. También se da un
crecimiento importante del ovocito debido a la incorporacion de lipoproteinas de
muy baja densidad. Después de esta etapa un cambio en la estimulacion hormonal
permite que el ovocito reanude la meiosis y continde hacia estadio IV o de la
maduracion final del ovocito (FOM). Este estadio se caracteriza por el movimiento
del nacleo del ovocito hacia el polo animal, la reanudacion de la meiosis hasta la
produccion del primer cuerpo polar. El ovocito aumenta en tamafio debido a la
protedlisis de proteinas del vitelo y a la hidratacion. Finalmente, continda el estadio
V u ovulacion, que implica la expulsion de los ovocitos del foliculo hacia el lumen
del ovario, para que posteriormente sea liberado durante el apareamiento (Lyman-
Gingerich y Pelegri, 2007; Zanuy et al., 2009).
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1.5. Justificacion

El lenguado de California es una especie con alto valor comercial debido a la
textura y sabor de su carne. El cultivo de esta especie resulta de gran interés
gracias a la alta demanda en el mercado por lo que su produccién se considera
rentable y porque se puede fomentar la recuperacion de las poblaciones naturales

gue han disminuido debido a las pesquerias.

Tanto en el lenguado de California como en otros peces planos las hembras tienen
un mayor crecimiento que los machos, por lo cual su cultivo resulta ventajoso. Sin
embargo en los cultivos experimentales se ha registrado un mayor porcentaje de
machos, incluso hasta un 100%. Con la finalidad de obtener un cultivo monosexo
de hembras se puede suministrar E2 en la dieta pero es necesario conocer los

procesos de determinacién y diferenciacion sexual.

Por tal motivo, la presente investigacion brindara informacion importante sobre la
gonadogénesis asi como la concentracién del E2 y 11-KT durante la diferenciacion
con la finalidad de precisar el periodo labil para la diferenciacion sexual del
lenguado de California Paralichthys californicus. Asimismo, proporcionara
informacién sobre el control del sexo mediante el suministro de E2 a través de la
dieta (nauplios de Artemia y alimento formulado), para incrementar la proporcién de

hembras en la progenie.
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Hipotesis

El incremento de la concentracion natural de la hormona 173-estradiol
durante el periodo labil induce la diferenciacion sexual hacia hembras en las

larvas del lenguado de California.

El suministro de alimento vivo y formulado enriquecido con diferentes
concentraciones de la hormona 17B—estradiol durante la ontogénesis
gonadal del lenguado de California, incrementa la proporcion de hembras en

la progenie.
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1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo general

Identificar el periodo labil para la diferenciacion sexual del lenguado de California
Paralichthys californicus y controlar la proporcion de sexos mediante la aplicacion

de la hormona 173-estradiol.

1.7.2. Objetivos especificos

e Desarrollar un protocolo de enriquecimiento de nauplios de Artemia con la
hormona 17-estradiol.

e Complementar la descripcion del desarrollo gonadal mediante el analisis
histoldgico de las gbénadas.

e Identificar el periodo labil para la diferenciacion sexual por medio de la
evaluacion de la dinamica de la concentracién de la hormona 173-estradiol y
11-cetosterona durante el desarrollo larval.

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de hormona 17(3-estradiol

suministrada a través del alimento, sobre la proporcion de sexos.
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2. Materiales y métodos

El bioensayo se realiz6 en el Laboratorio de Peces Marinos del Departamento de

Acuicultura del CICESE en Ensenada, Baja California.
2.1. Protocolo de cultivo para el experimento

Los huevos de lenguado se obtuvieron de un desove espontaneo de reproductores
de lenguado del Laboratorio de Peces Marinos y se mantuvieron en dos
incubadoras de 2000 |, provistas de un sistema de recirculacién independiente y
con aireacion constante. Los parametros de cultivo fueron los siguientes:
temperatura de 20.3 + 0.3°C, salinidad 36 ups, oxigeno disuelto 6.6 £ 0.2 mg/l. El
cultivo de las larvas se hizo de acuerdo al protocolo de cultivo del laboratorio.
Brevemente, la alimentacion de las larvas se inici6 a partir del segundo dia
después de la eclosién (DDE). Las larvas se alimentaron con rotiferos (Brachionus
plicatilis) a una concentraciéon de 5 rotiferos/ml hasta los 20 DDE. Entre los 21y 24
DDE las larvas fueron coalimentadas con nauplios de Artemia (Artemia
International, Grade AA) recién eclosionados y enriquecidos con una emulsion rica
en acidos grasos poliinsaturados (Algamac 3000, Aquafauna Bio-Marine). El
suministro de rotiferos fue disminuyendo paulatinamente en una proporcién de 75,
50, 25 y 0% durante dicho periodo. Después de los 25 DDE y hasta el dia 40 DDE,
las larvas fueron alimentadas Unicamente con nauplios de Artemia enriquecidos,

manteniéndose una densidad de 5 nauplios /ml.

El destete se realiz6 durante un periodo de 10 dias, donde se suministr
simultdneamente Artemia y la dieta formulada microparticulada (Otohime, Reed
Mariculture, Campbell, CA). A partir del dia 50 DDE solo se proporcioné la dieta
formulada teniendo en cuenta el tamafio de la particula de acuerdo al crecimiento
de los organismos. El tamafo de la primera dieta formulada Otohime B1 fue de 250
a 360 ym seguida del C1 con particulas de 580 a 840 ym. Finalmente a partir del
110 DEE se alimentaron Otohime EP2 (2.3 mm). Los organismos fueron

alimentados con dos raciones a saciedad hasta el final del experimento (180DDE).
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Para el desarrollo del experimento, a los 20 DDE se sembraron 2800 larvas por
unidad experimental, en un sistema de recirculacion de 18 tanques circulares de
fibra de vidrio de 275 | capacidad (diametro 0.76 m y altura 0.6 m), de color azul
claro y fondo negro, con temperatura controlada y fotoperiodo natural. El volumen
de agua utilizado en cada unidad experimental fue de 50 | y se colocaron piedras
difusoras para mantener la concentracién adecuada de oxigeno disuelto y permitir
una distribucion homogénea del alimento y la temperatura en todo el tanque. A
partir del dia 60 DDE el sistema fue abierto a la circulacion, con la finalidad de
evitar una contaminacién cruzada, por el efecto de la lixiviacion de la hormona

contenida en el alimento formulado.

Diariamente se registraron la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto de las
unidades experimentales, usando un medidor digital (YSI, modelo 85). La
concentracion de amoniaco, nitritos y nitratos se cuantificé cada tercer dia con un

kit colorimétrico comercial (API, Canada).

Para evaluar el crecimiento durante el periodo experimental se tomaron muestras
de 15 organismos cada 10 dias desde el dia 21 DDE hasta el 55 DDE y 10
organismos del 65 DDE hasta el 115 DDE. Se midio la longitud total de las larvas
utilizando un microscopio estereoscopico (Olympus) equipado con una rejilla
micrométrica, mientras que los juveniles con un vernier (FST). La longitud total de
los tratamientos se compar6é mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una via

con un nivel de confianza del 95%.
2.2. Bioensayo para el control de la proporcion sexual

El bioensayo para evaluar el efecto de la concentracion de estradiol en el alimento
sobre la proporcion sexual, consistid6 en un control (en cual las larvas no fueron
expuestas al estradiol) y tres tratamientos donde las larvas fueron alimentadas con
una dieta enriquecida con 2.5, 5y 10 mg/kg de 17-B estradiol (E2, Sigma-Aldrich
Co.), tratamientos T1l, T2 y T3 respectivamente. A partir de los 25 DDE se
alimentaron con metanauplios de Artemia y después del dia 50 y hasta el dia 180

con alimento formulado, ambos enriquecidos con las concentraciones
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experimentales de E2. Tanto el control como los tratamientos constaron de 4

repeticiones cada uno.

2.2.1.Enriquecimiento de nauplios de Artemia con 17-estradiol

Para obtener los nauplios, en primer lugar se llevé a cabo la decapsulacion de los
quistes de Artemia, para ello se hidrataron en agua dulce por 1 h. Luego se
colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio al 50 % por 2.5 min y se
enjuagaron con agua dulce durante 5 min. Posteriormente se sembraron los quistes
en un tanque conico con 150 | de agua a una salinidad de 25 ups, temperatura de

25°C y con aireacion constante

Para el enriguecimiento, de los nauplios de Artemia con acidos grasos esenciales y
E2, después de 24 horas de incubacion de los quistes, los nauplios eclosionados
se cosecharon y se sembraron en estanques cilindricos de 45 | a una densidad de
100 000 nauplios/I. El enriguecedor se preparé emulsificando 0.2 g/l de Algamac
3000 (Biomarine, INC) y la cantidad necesaria de una solucién de E2 en agua con
una salinidad de 25 ups, mediante la agitaciébn vigorosa con una licuadora
doméstica por 1 min. La solucion concentrada de E2 se prepar6 a una

concentracion de 5 mg/ml en alcohol al 70%.

El periodo de enriquecimiento fue de 15 h, los nauplios se cosecharon y lavaron.
Luego se repartio este alimento en dos raciones, la primera se suministro
inmediatamente y la segunda se almacené a 4°C por 8 h antes de suministrarla a
los nauplios. Para el caso del control, se procedid el enriquecimiento de los
nauplios de forma similar, exceptuando la adicion de la hormona en el

enriquecedor.

Adicionalmente, se cuantifico el peso seco de la Artemia, para ello se prepararon
10 crisoles de aluminio y se incineraron en una mufla a 490°C por 2 h. Luego se
pesaron los crisoles en una balanza analitica (Mettler, modelo AE 240) y a cada
uno se le coloco un volumen de nauplios de Artemia equivalente a 100 nauplios los

cuales se tamizaron y enjuagaron con formiato de amonio al 3%. Las muestras se
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colocaron a 70°C por 24 h en una estufa y se cuantific6 el peso seco de las

muestras.
2.2.2.Enriquecimiento del alimento formulado con la hormona 17B-estradiol

Para enriquecer el alimento con las diferentes concentraciones de E2, se preparé
una solucion concentrada de la hormona a una concentracién de 0.7 mg/ml disuelta
en alcohol etilico al 70%. Por cada 100 g de alimento formulado, se disolvio el
volumen necesario de esta solucién en 30 ml de alcohol al 70% para obtener las
concentraciones finales de los tratamientos. Para distribuir en forma homogénea la
solucion con el esteroide, el alimento se colocé en un vaso de precipitado y se
mezclé vigorosamente con un agitador tipo vortex (VWR Digital Mini Vortexer,
modelo 945303) y con la ayuda de una bureta, la solucién alcohodlica de E2 se

agrego lentamente por goteo.

Una vez mezclado el alimento, se dejé secar a una temperatura de 40°C durante 2
horas. Después, se almacenod en envases cerrados y oscuros a 4°C. Para el caso
del alimento control se procedi6 de forma similar exceptuando la adicion de la

hormona.
2.2.3.Verificacion de la concentraciéon de la hormona en el alimento

Para cuantificar la concentracion de la hormona en los nauplios de Artemia, al
terminar el periodo de enriquecimiento, se tomé una muestra de 5 ml de la solucion
enriquecedora con nauplios de cada tratamiento, los nauplios se concentraron en
un tamiz y se lavaron profusamente con agua de mar, se elimind el excedente de
agua y se coloco cada muestra en un tubo de ensayo de 6 ml. A cada tubo se le
agrego 1 ml de diclorometano (Sigma-Aldrich Co.) y se homogeniz6 con una varilla
de vidrio.

Para la cuantificacion de la hormona en el alimento formulado, se pulverizé6 una
muestra de cada concentracion y del control con un molino analitico (IKA, modelo

Al11BS1), se peso 0.5 g y se coloco en un tubo de ensayo, se adiciondé 1 ml del
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solvente y se agitd vigorosamente. La extraccion de esteroides se realizé dos

veces y todo el proceso se realizdé en una campana de extraccion.

Los homogenizados se centrifugaron a 112 rcf (Centrifuga Heraeus Megacentrifuge
16R Thermo Scientific), a 10°C por 30 min y el sobrenadante se transfirid6 a un
tubos limpios. El solvente se evaporé colocando los tubos en un bafio Maria a 30°C
y bajo una corriente suave de nitrégeno y posteriormente, los tubos con el extracto
se almacenaron a -80°C para su posterior analisis. Solo en caso del alimento

formulado se filtré la muestra con un papel filtro (Ahlstrom) previo a la evaporacion.

Para cuantificar la concentracion de la hormona, se utiliz6 un ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) utilizando un kit comercial para 17f3-
estradiol (Cayman Chemical Company) siguiendo el procedimiento recomendado
por el fabricante. Se prepar6 una curva patron con las siguientes concentraciones:
6.6, 16.4, 41.0, 102.4, 256, 640, 1600 y 4000 pg/ml de estandar de estradiol. Para
cuantificar el estradiol de las muestras de alimento, los extractos se resuspendieron
en 0.5 ml del amortiguador EIA. EIl kit cuenta con una placa de 96 pocillos donde
se colocaron los blancos, la curva patron y las muestras, se les agregd un trazador
de estradiol y un antisuero, se enjuago la placa con un amortiguador de lavado y se
adiciono el revelador. Se incub6 por 90 min con agitacion constante y protegido de
la luz. Finalmente, se ley6 la placa con un espectrofotometro (Beckman Coulter,
modelo TM AD200) a 405 nm. Con los datos de la absorbancia y mediante la
utilizacién de ecuaciones que relacionan la concentracion con la absorbancia, se

cuantifico la cantidad de estradiol en las muestras.
2.3. Descripcion de la génesis gonadal e identificacion del sexo

Para la descripcion del desarrollo gonadal se realizaron muestreos de 5
organismos cada 10 dias de los 25 a los 55 DDE y 3 de organismos entre los 65
DDE y 115 DDE. Para referir los eventos del desarrollo gonadal a las etapas de
desarrollo general se tom6 como base la clasificacion del crecimiento propuesta por
Gisbert et al. (2002) para el lenguado de California. Ademas para el reconocimiento

de las diferentes estructuras de la formacion de la génada se tomdé como
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referencia la investigacion realizada por Luckenbach et al. (2003) en el lenguado

del sur Paralichthys lethostigma.

Las larvas se fijaron en solucion Davidson (Shaw y Battle, 1957) (Apéndice 1) en
un volumen de 1:5 por al menos 7 dias. Cuando la longitud total de las larvas fue
menor a 60 mm, se procesaron in toto, los ejemplares de una longitud mayor o
igual a 60 mm fueron descalcificados en una solucion de Acido férmico-Formalina
(Bancroft y Gamble, 2002) por 7 dias. A continuacion, las larvas se colocaron
individualmente en casetes histologicos y fueron deshidratadas en un procesador
automatico de tejidos (Leica, modelo TP1020) (Apéndice 2). Finalmente se
incluyeron en parafina mediante un centro de inclusion de tejidos (Leica, modelo
EG 1160).

Se hicieron cortes histoldégicos de un grosor de 5 a 6 micras utilizando un
micrétomo rotatorio (American Optical, modelo Spencer 820), se recuperaron en
portaobjetos, se tifieron con la técnica de Hematoxilina-Eosina/Floxina (Shaw y
Battle, 1957) (Apéndice 3) y se montaron con resina (Cytoseal 60 Thermo
Scientific)

Para le identificacion del sexo y la cuantificacion de la proporcion sexual, al final del
bioensayo se colectaron 40 larvas por tratamiento (10 por estanque), se
sacrificaron con una sobredosis (10 gotas por 1L) de aceite de clavo (Sigma-Aldrich
Co.) y se fijaron en solucién Davidson por al menos 7 dias, luego, se disecaron las
gonadas y se procesaron siguiendo el procedimiento histolégico descrito
anteriormente. Finalmente se calculd la proporcion de sexos por cada tratamiento y

se analizaron mediante la prueba de X>.

Para evaluar el efecto de la hormona sobre el desarrollo gonadal, se observo si
existian alteraciones histolégicas de la estructura gonadal, como hipertrofia o
hiperplasia. De la misma forma, se cuantificé la proporcién de ovocitos en sus
diferentes estadios de desarrollo (ovogonias, ovocitos primarios en fase | y fase Il)

en 9 individuos de cada tratamiento mediante una prueba de X2
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Para la descripcion histolégica de la gametogénesis e identificacion del sexo, las
laminas histolégicas se analizaron con la ayuda de un microscopio compuesto
(Olympus CX31) equipado con una camara Olympus (C-5060) de 5.1 megapixeles,
las fotografias se tomaron con una resolucién de 2592 x 1944. También se utilizé
un microscopio invertido (Life Technologies EVOS XL) con cdmara incorporada de
3.1 megapixeles y las fotografias se tomaron con una resolucion de 2048 x 1536.

2.4. ldentificacién del periodo labil para la diferenciacion sexual

Para la identificacion del periodo labil se cuantificaron las concentraciones de la
hormona E2 y 11-KT, para ello se tomaron muestras de 10 organismos cada 10
dias desde los 2 a los 55 DDE y 6 organismos de los 65 a los 115 DDE.

La extraccion de las E2 se hizo homogeneizando grupos de 5 larvas con 1 ml de
diclorometano (SIGMA 650463) en tubos de ensayo, para las larvas de 75 DDE se
utilizé una varilla de vidrio y para larvas mayores a esa edad se utilizd un
homogeneizador portatil (POLYTRON®, modelo PT 1200). La extraccion continué
de acuerdo con el procedimiento descrito para los nauplios de Artemia.

La extraccion de 11-KT se hizo de forma similar, pero el solvente utilizado fue
dietiléter (Sigma-Aldrich Co.). Posteriormente se utilizd6 un kit comercial para 17§3-
estradiol y 11-cetotestosterona (Cayman Chemical Company) y la cuantificacion se

hizo de acuerdo con el procedimiento recomendado por el fabricante.
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3. Resultados

3.1. Cultivo de larvas y juveniles de lenguado

La variacion registrada en las caracteristicas fisicoquimicas de las unidades
experimentales fue minima debido a que tuvieron las mismas condiciones de
cultivo (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del medio de cultivo de lenguado de California
Paralichthys californicus. Valores: media + desviacion estandar.

Tratamiento Temperatura (°C) Oxigeno Disuelto (mg/l)
Control (0 mg/kg) 19.0£0.9 6.91+0.44
T1 (2.5 mg/kg) 18.9+0.9 6.88 + 0.30
T2 (5 mg/kg) 19.0+0.9 6.88 + 0.27
T3 (10 mg/kg) 19.1+1.0 6.93 +0.24

La temperatura del agua se control6 con una bomba de calor de 1/2 HP (Delta Star,
modelo DSHP-5-WC). Las temperaturas minima y maxima para el sistema fueron
de 16.7 y 21.7°C respectivamente. La temperatura es un factor determinante en el
proceso de diferenciacion sexual, por lo cual se realizé un andlisis de varianza para
los valores de temperaturas de los diferentes tratamientos y no se observaron
diferencias (F=0.64, p>0.05).

Durante el desarrollo del bioensayo, se hicieron biometrias a los 25, 35, 45, 65, 75,
85, 95 y 115 DDE en todos los tratamientos, con el fin de evaluar algun efecto del
esteroide en el crecimiento (Figura 3). Se observd que durante el periodo de
muestreo hay una superposicién en las curvas de crecimiento del control y los

tratamientos, debido a la gran dispersion de tallas dentro de los estanques.
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Al comparar las longitudes alcanzadas a los 115 DDE entre los lenguados
expuestos a los tratamientos de E2, incluido el control, no se encontraron
diferencias significativas (F=0.58, p>0.05), por lo que el E2 no afecto el crecimiento
(Figura 4).
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=@=Control =li=—T1 T2 ===T3

Figura 3. Crecimiento expresado como longitud total promedio de lenguado de California
Paralichthys californicus tratado con cuatro concentraciones de 17-B estradiol, 0 (control),
2.5 (T1), 5 (T2) y 10 (T3) mg/kg de alimento, de los 25 a los 115 DDE. Las lineas verticales
expresan la desviacion estandar.
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Figura 4. Efecto del 17-8 estradiol suministrado a través de la dieta sobre la longitud total del
lenguado de California Paralichthys californicus a los 115 DDE. (F= 0.58, p>0.05).
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Se registré un padecimiento patoldgico evidenciado por la presencia de lesiones en
piel (Figura 5) debido a una infeccion bacteriana lo que afecto la salud de los
organismos causando mortalidades en los estanques a partir del 115 DDE. Es
probable que la infeccién ocasionara una sepsis generalizada causando la muerte
de algunos organismos. Con la finalidad de controlar la proliferacion bacteriana, se
aplicaron bafios de oxitetraciclina (Terramicina, Pfizer), a una concentracion de 40

mg/l por una hora, el tratamiento se repitio diariamente durante cuatro dias.

Figura 5. Juveniles de lenguado de California, Paralichthys californicus de 125 DDE con
lesiones en la piel.
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3.2. Descripcion de la génesis gonadal

Para describir la génesis gonadal, se procesaron histologicamente muestras de
organismos entre los 25 y 180 DDE. Los dias 25, 35, 45 y 55 se tomaron muestras
de 5 organismos de cada estanque (N=20 por tratamiento), los dias 65, 75 y 115
DDE se tomaron muestras de 3 organismos de cada estanque (N=12 por
tratamiento) y a los 180 DDE al menos se tomaron 8 organismos por estanque

(N>32 por tratamiento) ya que también se evalud la proporcion sexual.

La identificacidn de la génada sobre todo en las primeras etapas de desarrollo fue
un proceso complicado, para el cual se requiri6 realizar numerosos cortes
histologicos de cada una de las muestras debido al tamafio de dicha estructuray a
la singularidad de su posicion. La gonada de las larvas se ubica en posiciéon ventral,

en la region posterior de la cavidad abdominal (Figura 6).

Cavidad
ahdominal

Figura 6. Ubicacion de la gbénada con respecto a la cavidad abdominal en una larva de
lenguado de California Paralichthys californicus de 25 DDE.
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3.2.1. Edad 25 DDE (Longitud total promedio de 6.96 + 0.92 mm)

A los 25 DDE las larvas se encontraban entre el estadio E o de preflexion (larvas
en las etapas intermedias de la flexion de la notocorda, con un angulo de 45° con
respecto al eje principal del cuerpo) y el estadio G o de postflexion (se caracteriza
por la reduccion de los radios de la cabeza y el inicio del proceso de migracion de
los ojos (Gisbert et al., 2002).

Durante el periodo inicial del desarrollo gonadal, que se identifica por la presencia
del primordio gonadal debajo de la linea media (plano sagital) en posicién ventral y
posterior a la cavidad abdominal entre el riidn y el intestino (Figura 7A). El
primordio gonadico se identificé por la presencia de una CGP, que se caracteriza
por su forma ovalada, diametro de 8 -10 um, poco citoplasma, un nucleo de gran
tamafio con un nucléolo prominente y se encuentra rodeada por células

mesenquimaticas que se originan de la pared del peritoneo (Figura 7B).
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Figura 7. A, Corte histologico de la region abdominal del lenguado de California Paralichthys
californicus a los 25 DDE. B, Primordio gonadal ubicado en posicion adyacente al peritoneo,
al intestino y cercano a la region final del rifidn. CGP: célula germinal primordial, R: rifién, E:
estémago, M: misculo, PG: primordio gonadal, P: peritoneo y TI: Tejido intestinal.
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3.2.2. Edad 35 DDE (Longitud total promedio de 9.64 + 1.95 mm)

A los 35 DDE las larvas se encontraban entre la etapa G o de postflexion y la etapa
I, en la cual los organismos se consideran juveniles tempranos, ya que se ha
completado el proceso de metamorfosis y poseen caracteristicas similares a los
adultos (Gisbert et al., 2002).

Durante estas etapas la gonada aun se encuentra indiferenciada sin embargo, ha
aumentado de tamafio y el nimero de CGP también se ha incrementado con
respecto a la etapa anterior, observandose 3 CGP por seccién (Figura 8), sus

caracteristicas son similares a la etapa anterior.
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Figura 8. A, Corte histologico de la region abdominal del lenguado de California Paralichthys
californicus a los 35 DDE. B, Primordio gonadal ubicado entre el rifién y el intestino. CGP:
célula germinal primordial, G: génada, I: intestino M: masculo y P: peritoneo.
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3.2.3. Edad 75 DDE (Longitud total promedio de 37.58 + 6.58 mm)

En las gonadas de ejemplares de 45 DDE (longitud total promedio de 13.16 + 3.68
mm), 55 DDE (longitud total promedio de 23.84 £ 5.76 mm) y 65 DDE (longitud total
promedio de 28.02 + 7.52 mm) no se evidenciaron cambios sustanciales en su
desarrollo, las génadas se encontraban indiferenciadas y se observaban muy

pocas CGP.

A los 75 DDE, la génada se observa como una estructura mas grande de forma
alargada por lo cual ha habido un crecimiento longitudinal y se ha incrementado por
mitosis el numero de CGP. También se evidencia abundante tejido conectivo asi

como células epiteliales de revestimiento (Figura 9).
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Figura 9. A, Corte histologico de la region abdominal del lenguado de California Paralichthys
californicus a los 75 DDE. B, Génada colonizada por células germinales primordiales. I:
intestino, M: musculo, G: gébnada y CGP: células germinales primordiales.
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3.2.4. Edad 115 DDE (Longitud total promedio de 55.93 + 14.67 mm)

Aqui se registra la primera evidencia de diferenciacion sexual, ya que se identifica
el ovario por la presencia de la cavidad ovérica, que se observa claramente por la
formacion de espacios libres de células, ubicados en la parte central de la gobnada
(Figura 10A). En este periodo las CGPs se han diferenciado en ovogonias, las
cuales poseen un gran nucleo ovoide situado en el centro y un nucléolo esférico
prominente que el cual tiene una estructura central fibrilar. Asimismo, los contornos

celulares y nucleares en las ovogonias se vuelven regulares.

Las ovogonias se ubican hacia los bordes de la cavidad ovarica y también se
pueden observar en el estroma gonadal células sométicas, las cuales son células
pregranulares que posteriormente se van a unir alrededor del ovogonio. El tamafio
de las ovogonias vari6 entre 8 y 12 ym de didmetro, estas células han migrado a
los bordes de la cavidad de ovario y se identifican por la presencia de un gran
nacleo ovoide en posicién central (Figura 10B). Las ovogonias se dividen por
mitosis y posteriormente entran a la primera meiosis por lo que se denominan

ovocitos primarios.

Por otro lado, no se observaron génadas diferenciadas como testiculos, por lo
tanto, es posible que el proceso de diferenciacién de los machos sea posterior al de
las hembras. En el caso de los machos no hay cavidad ovarica y posiblemente el
arreglo de las CGP difiera de las hembras en que no se agrupan en los bordes del
epitelio que circunda a la cavidad ovarica como en la figura 8B, sino que las CGP

se agrupen en I6bulos para formar los espermatocistos.
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Figura 10. A, Corte histolégico del ovario del lenguado de California Paralichthys californicus
alos 115 DDE. B, Detalle de la cavidad ovarica. CO: cavidad ovaricay Og: ovogonias
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3.2.5. Edad 180 DDE (Longitud total promedio de 115.70 £ 17.02 mm)

Las gonadas de los lenguados juveniles de 180 DDE se identificaron como dos
organos de forma de triangular, ubicados ventralmente en el extremo posterior de
la cavidad abdominal y en posicién posterior con respecto al rifion, cabe aclarar
que las gonadas se encuentran en el lado interior de la cavidad abdominal
intimamente asociados al peritoneo, en tanto que el riidn se ubica en posicidon
retroperitoneal (Figura 11). La identificacion de las gOnadas permiti6 que se

disecaran para procesarlas histolégicamente y posteriormente identificar el sexo.

Cavidad abdominal

Figura 11. Ubicacion de la génada del lenguado de California P. Californicus, en la cavidad
abdominal, se indica su posicién posterior con respecto al extremo distal del riidon. La
imagen corresponde a un lenguado de 180 DDE preservado en solucién fijadora.
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En este periodo los organismos se encontraron diferenciados sexualmente en
hembras y machos. En las hembras, el ovario se identifico por la presencia de la
cavidad ovérica, se observa de forma mas claro y definida las lamelas ovigeras,
gue son proyecciones perpendiculares de epitelio dentro de las cuales se
encuentran las ovogonias, asi como la presencia de células més diferenciadas, los

ovocitos, células precursoras de las células tecales y tejido conectivo (Figura 12A).

Los ovocitos primarios se encuentran en la fase I, con un diametro entre 10 y 13
MM, y estan rodeados por las células precursoras de las células de la granulosa
para posteriormente formar los foliculos definitivos. También se pueden observar
ovocitos primarios en fase Il, los ovocitos se caracterizan por su gran tamafio con
un didmetro que varia entre 14 a 22 um, la presencia de un citoplasma periférico
basofilo, con un nucleo redondo, con un nucléolo grande y varios nucléolos
ubicados cerca de la membrana nuclear y cuya funcién esté relacionada con la
produccion ribosomal, en preparacién para las fases posteriores de crecimiento

celular o vitelogénesis (Figura 12B).
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Figura 12. A, Corte histolégico del ovario del lenguado de California Paralichthys californicus
a los 180 DDE. B, Detalle del ovario. CO: cavidad ovérica, Og: ovogonias, Oi: ovocitos
primarios en fase |, Oii: ovocitos primarios en fase Il.
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En los machos, el testiculo se identificd por la presencia de las espematogonias,
espermatocitos y espermatidas, lo cual indica el inicio de la espermatogénesis. La
organizacion testicular se caracteriza por una agrupacion celular denominada
espermatocistos, que estan compuestos por células germinales de un mismo
estadio de desarrollo, rodeadas por una o mas células de Sertoli que forman la
pared del espermatocisto (Figura 13A). Las espermatogonias tienen un tamafio
similar a las CGP, con un didmetro de 8 a 10 pym. Cuando se inicia al
espermatogénesis, estas células se dividen por mitosis, disminuyen su tamafo y
entonces se conocen como espermatocitos. Los espermatocitos se dividen por
meiosis y el diametro del nacleo se reduce nuevamente y el proceso lleva a la
formacion de cuatro células haploides, ahora llamadas espermatides, que tiene un
diametro de 1 a 2 ym (Figura 13B). Aunque a los 180 DDE no se han observado
etapas posteriores del desarrollo gonadal, las siguientes etapas son la
espermiogénesis y la espermiacion; la primera etapa consiste en la maduracion de
las espermatides y culmina con los espermatozoides, aunque aun no se liberan de
las células de Sertoli; finalmente, los espermatozoides se liberan hacia el lumen de

los tubulos seminiferos por el proceso de espermiacion.
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Figura 13. A, Corte histolégico del testiculo del lenguado de California Paralichthys
californicus a los 180 DDE. B, Detalle del testiculo. EC: espermatocistos, ES:
espermatogonias, ESP: espermatocitos, ESPD: esperméatidas.
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A partir de los resultados descritos anteriormente se puede correlacionar el proceso
de diferenciacion ovarica con el tamafio de los peces (Figura 14). Por lo tanto se
tiene que en individuos entre los 5 y 50 mm de longitud total, correspondientes a
las edades de 25 a 75 DDE, las gonadas aun se encuentran indiferenciadas y solo
se observan CGPs. En individuos de 34 a 81 mm de longitud total, que
corresponden a una edad de 115 DDE, se observaron la cavidad ovarica y
ovogonias. Finalmente a los 180 DDE, en individuos de 84 a 145 mm se
encontraron organismos completamente diferenciados con ovocitos primarios en
fase | y Il. Por lo tanto, la diferenciacion sexual en las hembras ocurre cominmente

entre los 35y 80 mm, que corresponden a una edad de 75 a 115 DDE.
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Figura 14. Estadios de diferenciacion ovéarica en comparacion con longitud total (mm) del
lenguado de California Paralichthys californicus. Etapas son: Ind, génada indiferenciada; CO,
cavidad ovérica; Oo: Ovocitos primarios (Fase | y II).
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3.3. Evaluacion de la concentracion de esteroides

Se realizaron ensayos de EIA para cuantificar la concentracién del E2 tanto en el
alimento, vivo (Artemia) como en el formulado. Los resultados de las
concentraciones E2 en los alimentos no tuvieron relacion con la concentracion
proporcionada durante el enriqguecimiento. Incluso en algunos casos no se pudo
calcular la concentracion de E2 en Artemia del tratamiento 3 (10 mg/kg) a partir de
la ecuacion proporcionada en la curva de calibracion del kit debido probablemente

a que la dilucion realizada no fue la adecuada para dicha muestra (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciéon de E2 cuantificada en muestras del alimento suministrado a las larvas
del lenguado de California Paralichthys californicus.

Tratamiento Concentracion de E2 (mg/kg)
Artemia Formulado
Control (0 mg/kg) 76437.64 105.83
T1 (2.5 mg/kg) 20761.53 55.28
T2 (5 mg/kg) 67908.77 305.53
T3 (10 mg/kg) ND 399.79

ND: No determinado

Con el objetivo de identificar el periodo labil para la diferenciacion sexual, también
se evaluaron las concentraciones de E2 y 11-KT durante el desarrollo larval. Los
resultados del EIA para ambas hormonas indicaron la presencia de una notoria
elevacion a los 35 DDE para E2 y a los 25 DDE de 11-KT, lo cual se puede asociar
con el periodo labil para la diferenciacién sexual (Tabla 3). Los resultados de la
concentracion de E2 pertenecen a tres homogenizados diferentes, mientras que la

concentracion de 11-KT es solo de un homogeneizado.
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Tabla 3. Concentracion de E2 y 11-KT en larvas de lenguado de California Paralichthys

californicus.

25 DDE 2,078.62 = 1,480.42
35 DDE 148,649.44 + 90,070.06
45 DDE 2,059.72 + 2,888.04
55 DDE 148.27 =* 139.36
65 DDE 1,920.00 + 1,558.67
75 DDE 462.88 =+ 654.36
85 DDE 19.92 = 13.25
95 DDE 199.99 = 279.44

32,694.08
6,995.43
8,401.52

208.30
453.80
1101.61
92.70
73.00

E2: promedio + DE de los homogenizados



48

3.4. Evaluacion de la proporcién sexual

Para cuantificar la proporcion de sexos (hembras:machos), cuando los lenguados
tenian una edad de 180 DDE se sacrificaron y se les extrajo la gonada para
procesarla mediante la técnica histologica de infiltracion en parafina descrita
anteriormente y con los resultados obtenidos se calculd la proporcion sexual en

cada uno de los tratamientos (Tabla 4).

La proporcion de hembras por estanque fue 80%, 30%, 30% y 20% (proporciones
H:M de 1:0.25, 1:2.33, 1:2.33; y 1:4 respectivamente). La repeticion en la que se
observé un nimero muy elevado de hembras (80%), se consider6 como un valor
extremo, entonces la proporcion sexual se calcul6 solo utilizando tres repeticiones,
y el resultado fue de 26.67% de hembras. La proporcion sexual fue de 1:2.75 (H:M)

la cual que es diferente de la proporcién sexual esperada 1:1 (X? = 1.6, p<0.05).

Tabla 4. Proporcion sexual de los juveniles de lenguado de California Paralichthys
californicus a los 180 DDE, tratados con diferentes concentraciones de E2.

Tratamiento N % Hembras
Control (0 mg/kg) 30 26.67(%)
T1 (2.5 mg/kg) 34 100
T2 (5 mg/kg) 32 100
T3 (10 mg/kg) 36 100

*Promedio de tres repeticiones
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En los tratamientos donde los organismos fueron expuestos a diferentes
concentraciones de 17-B estradiol, la proporcion sexual resultd en un 100% de
hembras para todos los casos. Ademas, no se registraron alteraciones histologicas
tales como hipertrofia o hiperplasia gonadal en ninguno de los tratamientos. En
cuanto al desarrollo ovocitario, se compard la proporcion de ovogonias (Og),
ovocitos primarios en fase | (Oi) y ovocitos primarios en fase Il (Oii) del control (no
expuestos a hormonas) contra cada uno de los tratamientos (Figura 15). Se
encontraron diferencias significativas entre el control y el tratamiento 1 (2.5 mg/kg,
X?=33.83, p<0.05) y el tratamiento 2 (5 mg/kg, X?=6.12, p<0.05), mientras que la
proporcion de estas ceélulas en el tratamiento 3 (10 mg/kg) fue similar a la del
control (X?=3.83, p>0.05).
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Figura 15. Proporcién de ovocitos en diferentes estados de diferenciacién celular en las
larvas de lenguado de California Paralichthys californicus de 180 DDE, tratadas con cuatro
concentraciones de 17-f estradiol, 0 (control), 2.5 (T1), 5 (T2) y 10 (T3) mg/kg de alimento. Og:
ovogonias, Oi: ovocitos primarios en fase I, Oii: ovocitos primarios en fase Il
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4. Discusion

4.1. Cultivo de larvas y juveniles de lenguado

La temperatura utilizada en este estudio para el cultivo de los lenguados (larvas y
juveniles) varié entre 18 a 20°C, intervalo utilizado en diversos estudios en el
lenguado de California (Gadomsky y Cadell, 1991; Gisbert et al., 2002; Conklin et
al., 2003). Gadomsky y Cadell (1991) al evaluar el efecto de la temperatura sobre
los primeros estadios de desarrollo concluyen que a 20°C las larvas tienen una
mayor sobrevivencia y crecimiento. Por otro lado, Gisbert et al. (2002) y Conklin et
al. (2003) sugieren que a una temperatura de 18°C las larvas tienen un desarrollo

morfolégico adecuado y crecen rapidamente.

En experimentos donde los organismos son expuestos a esteroides para controlar
el sexo, la temperatura no debe ser una variable entre los distintos tratamientos, ya
gue lo que se busca evaluar es el efecto del esteroide sobre la proporcién sexual y
las variaciones en la temperatura podrian causar un sesgo en los resultados. El
efecto de la temperatura sobre la proporcion sexual se ha evaluado en diferentes
especies de lenguados. Goto et al. (1999) registraron que en el lenguado Verasper
mosseri, las progenies eran 100% machos a una temperatura de 18°C mientras
gue a 14°C el porcentaje de hembras alcanza el 50%. Este patron de temperatura
también se ha registrado en el lenguado Limanda yokohamae donde a una
temperatura de 25°C el porcentaje de machos se incrementa hasta un 80%,

mientras que a 15°C la proporcion sexual es 1:1 (Goto et al., 2000).

En el género Paralichthys, se pueden citar diferentes ejemplos del efecto de la
temperatura sobre la proporcion sexual, aunque existe una diferencia en el patron
del efecto de la temperatura sobre la proporcién sexual con respecto a V. moseri y
L. yokohamae. Por ejemplo, en el lenguado japonés P. olivaceus, a temperaturas
extremas de 15, 25 y 27.5°C el porcentaje de machos se incrementa hasta un
100%, mientras que a 20°C se producen un 50% de hembras (Yamamoto, 1999).



51

En caso del lenguado de sur P. lethostigma el patrén es similar, a temperaturas de
18 y 28°C el porcentaje de machos es de 78 y 96% respectivamente mientras que

a 23°C la proporcion sexual no difiere de 1:1 (Luckenbach et al., 2003).

La aplicacién de esteroides es un método por el cual se puede modificar la
proporcion sexual de la progenie, favoreciendo el desarrollo de organismos con una
caracteristica de interés (e.g. mayor tasa de crecimiento, patrén de coloracién), sin
embargo, en algunas especies también se ha registrado un efecto directo de los
esteroides sobre el crecimiento. En el presente estudio las diferentes
concentraciones de estradiol no afectaron el crecimiento de los organismos durante
el periodo de evaluacién. Estos resultados difieren de los observados por
Guarneros-Orea (2012) para los lenguados de esta especie, expuestos al estradiol
mediante inmersién durante los 100 primeros DDE, ya que su longitud total fue
menor que la de los lenguados que se utilizaron como control y que no se
expusieron al esteroide. No obstante, este autor sugiere que es necesario verificar
las diferencias en el crecimiento en periodos mas largos y posteriores a la

exposicion al estradiol.

En investigaciones previas en otras especies de peces, también se ha observado
gue el E2 afecta el crecimiento. Johnstone et al. (1978) registraron que el E2
suministrado a una concentracién 20 mg/kg de alimento formulado, disminuye el
crecimiento en la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss, tanto en longitud y peso,
durante el periodo de administracion del esteroide, pero dicho efecto no se observa
5 meses después. Por lo tanto, se considera que este efecto negativo del E2 sobre
el crecimiento pueda ser irrelevante en un cultivo, ya que solo disminuye la tasa de
crecimiento en forma transitoria durante su aplicacion en los estadios tempranos
(Johnstone et al., 1978). De forma similar, en el salmén Oncorhynchus kisutch
(Goetz et al.,, 1979), en el lenguado del atlantico Hippoglossus hippoglossus
(Hendry et al., 2003), en el pez sol Lepomis macrochirus (Wang et al., 2008) y en
esturion estrellado Acipenser stellatus (Khara et al.,, 2013), se registr6 una

disminucién del crecimiento en una relacion directa con respecto a la dosis de E2.
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En contraste con los trabajos anteriores, en el besugo Chrysophrys major (Woo et
al.,, 1993) y en el bagre europeo Silurus glanis (Krdl et al., 2014) no se ha
observado ningun efecto del estradiol sobre el crecimiento o se ha observado un

efecto positivo, como en la perca Perca flavescens (Malison et al., 1988).

Los estudios de la fisiologia reproductiva de los mamiferos han revelado que los
esteroides sexuales tienen un efecto sobre el crecimiento a través de la modulacion
de distintos factores endocrinos, ya que modulan la produccion de hormona del
crecimiento (GH) y contribuyen a los patrones relacionados con el sexo de la
secrecion de GH actuando a nivel de la hipdfisis y el hipotalamo (Le Gac et al.,
1993). Cardenas et al. (2003), en experimentos con cerebros de carpa dorada,
demostraron que las hormonas sexuales esteroideas regulan la expresion de los
genes de la somatostatina (SRIF), que es el mayor inhibidor de la hormona del
crecimiento (GH), especificamente el estradiol actia a nivel de la pituitaria para
regular la secreciéon de GH mediante su influencia sobre la capacidad de respuesta
a SRIF. Ya que en los fragmentos de pituitaria de organismos tratados con estradiol
se observé una disminucion significativa de la liberacion de GH en respuesta a
SRIF. A diferencia de los que ocurre en los mamiferos, en los peces el efecto del
E2 en el crecimiento es variable en las especies estudiadas, por lo cual el modo de

accion e interaccion con otras hormonas no esta claro.

En referencia al padecimiento patoldgico registrado en el cultivo a partir del dia 115
DDE, no se cuantifico la prevalencia de la enfermedad con respecto a los
tratamientos, sin embargo Marquez-Reyes (2009) también observé lesiones en la
piel muy similares, a los 111 DDE, y las atribuy6 a un protozoario (Uronema
marinum) ademas de la presencia de bacterias no identificadas. Pero en dicho
experimento los organismos no estuvieron expuestos a los esteroides por lo tanto
no se considera que exista una susceptibilidad a enfermedades asociada al
tratamiento hormonal. Por otro lado, en el cultivo de turbot (Scophthalmus
maximus), también se han identificado infecciones ocasionadas por pseudomonas
(Pseudomona fluorescens) y aeromona (Aeromona salmonicida) (Martinez-Tapia y

Fernandez-Pato, 1991). En tal sentido, es importante evaluar las posibles causas
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del desarrollo de estas patologias asi como estudiar diversos aspectos de la
sanidad y patologia en el cultivo del lenguado de California.

4.2. Descripcion de la génesis gonadal

Goto et al. (1999) observaron una mayor correlacion entre el desarrollo gonadal y la
longitud total (LT), por lo que la diferenciacion se puede asociar con la LT y no con
la edad, contada como el numero de dias después de la fertilizaciébn y de esta

forma se puede usar como un indicador del desarrollo gonadal.

En el presente trabajo se describié la génesis de las génadas del lenguado de
California con la intencién de identificar el momento mas probable durante el cual
transcurre el periodo labil para la diferenciacion sexual. Los resultados histolégicos
mostraron que a los 25 DDE (6.96 + 0.92 mm) se habia desarrollado el primordio
de las gbnadas, posteriormente, a los 75 DDE (37.58 + 6.58 mm) se observo una
gonada indiferenciada. A los 115 DDE (55.93 + 14.67 mm) se observo la cavidad
ovarica, que define la formacién del ovario y es una sefial temprana del proceso de
diferenciacion sexual femenina en los peces teledsteos (Nakamura et al., 1998). A
los 180 DDE (115.70 + 17.02 mm) los ovarios tenian ovocitos primarios en fase |y
Il. En el caso de los machos, solo hasta los 180 DDE se observaron los testiculos
con espermatidas, por lo cual se puede deducir que el periodo de diferenciacion de
los machos es posterior al de las hembras lo cual coincide con lo reportado por
Yamamoto (1999) y Vifas et al. (2013) en sus investigaciones en P. olivaceus y S.
senegalensis respectivamente, donde observaron que la diferenciacion ovarica

precede a la diferenciacion testicular.

Guarneros-Orea (2012) también describio la génesis gonadal para el lenguado de
California y observo el primordio gonadico a los 29 DDE en larvas con una longitud
de 9 a 10 mm, entre los 34 y 128 DDE las gonadas se encontraban indiferenciadas.
A los 158 DDE (72 a 104 mm) las génadas se diferenciaron en ovario y testiculos,

identificando la cavidad ovarica y espermatocitos respectivamente.

El presente estudio postula que el periodo labil para la diferenciacion sexual esta
comprendido entre los 75 y 115 DDE con longitud total entre los 35 y 80 mm, ya
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gue segun los registros histologicos, a los 75 DDE la génada aun se encuentra
indiferenciada, mientras que a los 115 DDE ya se observa la cavidad ovarica.
Guarneros-Orea (2012) postula que dicho periodo es esta entre los 29 y 158 DDE
gue corresponden a una longitud total de 8 a 104 mm. Las diferencias en el registro
de los eventos de diferenciacion principalmente se deben a la diferencia en la
frecuencia de muestreo entre el experimento de Guarneros-Orea (2012) y el

presente trabajo.

En estudios realizados en otros lenguados también se identificado el periodo labil,
tal es el caso del lenguado japonés P. olivaceus, donde se observaron génadas
indiferenciadas entre los 27 y 37 mm, mientras que a los 69 mm se identificaron los
ovarios. En contraste, la diferenciacion de los machos fue tardia, ya que los
testiculos se observaron en ejemplares de 129 mm. Estos resultados indican que
en el lenguado japonés, el periodo labil para la diferenciacién sexual se registra
durante la etapa juvenil cuando los lenguados tienen una longitud total menor a los
40 mm (Yamamoto, 1999).

En otras especies de lenguados, como V. moseri (Goto et al., 1999) y el lenguado
del Atlantico H. hippoglossus (Hendry et al., 2003), la diferenciacion sexual ocurre
en longitudes similares a la del lenguado japonés, de 35y 38 mm respectivamente.
En el lenguado brasilefio P. orbignyanus, se ha registrado la presencia del
primordio gonadal entre los 20 y 27 mm, mientras que la diferenciacion gonadal de
las hembras se produce entre los 41 y 75 mm de longitud total, a los 65 mm se
observa la cavidad ovarica, mientras que a los 94 mm se observaron ovocitos en
estado perinucleolar (o fase I). Los machos se pudieron identificar por la presencia
de los I6bulos seminales en los testiculos a partir de los 75 mm y a los 93 mm

también se observan espermatidas (Radonic y Macchi, 2009).

En el lenguado senegalés S. senegalensis, la diferenciacion sexual comienza antes
de 98 DDE (~33 mm) y se completa alrededor de 170 DDE (~48 mm). A los 98
DDE se observaron tanto organismos indiferenciados como hembras y a los 127
DDE se identificaron machos con testiculos que contenian sélo unos pocas
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espermatogonias mientras que las hembras tenian ovarios con ovogonias y

ovocitos primarios en la etapa perinucleolar o fase Il (Viias et al., 2013).

A diferencia de las especies anteriormente mencionadas, en el lenguado del sur P.
lethostigma, cuando los lenguados tienen una longitud total de 50 a 70 mm, la
gonada se encuentra indiferenciada. En las hembras, la formacion de la cavidad
ovarica se registro entre los 75 y 100 mm y a los 115 mm de longitud total se
observaron ovocitos primarios en las etapas de la cromatina nucléolo (fase 1) y
perinucleolar (fase Il). Para el caso de los machos con una longitud de 100 mm,
aun se observaron espermatogonias, pero a partir de los 96 mm se inicia la
espermatogénesis, ya que se pueden observar espermatocitos y a los 120 mm el
desarrollo testicular estaba avanzado, ya que se observaron espermatocitos
primarios y secundarios, espermatidas y espermatozoides (Luckenbach et al.,
2003).

4.3. Evaluacion de la concentracion de esteroides

Los resultados de los analisis de la concentracion de esteroides en los extractos
tanto de K enriquecida como de alimento balanceado (Estradiol) y de larvas y
juveniles de lenguado (Estradiol y 11-Ketotestosterona), resultaron contradictorias.
Es posible que los solventes utilizados para la extraccion de los esteroides y que
recomienda el fabricante del inmunoensayo enzimatico (EIA por sus siglas en
inglés, Cayman Chemical) hayan extraido otros compuestos que pudieron interferir
con la cuantificacion. Adicionalmente, es importante tener en cuenta que los
inmunoensayos comerciales como el que se utilizé en este estudio estan disefiados
para medir las concentraciones de esteroides en plasma, por lo cual, se sugiere
desarrollar y validar un método de extraccion para alimento vivo, formulado y para

larvas y juveniles de peces.

La evaluacion propuesta en el presente trabajo buscé determinar la dosis efectiva
para la transformacion del sexo, sin embargo, el método utilizado no permitié
corroborar la concentracion efectiva de esteroides en la dieta, no obstante, los

resultados de la transformacion sexual, indican que las tres concentraciones
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utilizadas son efectivas para producir progenies femeninas (100% en todos los
casos), sin ocasionar alteraciones histologicas aparentes. La revision de la
literatura relacionada con los experimentos de transformacion del sexo por medio
del suministro de esteroides a través del alimento, revel6 que es muy comun que
se omitan las verificaciones correspondientes al enriquecimiento del alimento
formulado, aparentemente solo hay informacién relacionada con las evaluaciones

de la concentracion del esteroide en el alimento vivo.

Martin-Robichaud et al. (1994) cuantificaron la concentracion de E2 en nauplios de
Artemia enriquecidos mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA). Para ello, la
muestra de nauplios se liofilizd y se almacen6 a -80°C hasta su uso.
Posteriormente se sonicaron en 1 ml de NaCl al 0.6%, se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 0.5 h y después se centrifugaron, finalmente se hizo
la extraccion con éter. De modo similar, Stewart et al. (2001) utilizaron éter como
solvente para la extraccion de los esteroides, sin embargo, estos autores no
mencionan si las muestras de nauplios se sometieron a un procedimiento
preliminar y la cuantificacion de la concentracion de E2 se hizo nuevamente

mediante RIA.

Los resultados de la concentracion de esteroides en este estudio resultaron muy
variables tanto para E2 (19 y 148 000 pg/g) como 11-KT (73 y 32 000 ug/g) vy
mayores que los registrados para otras especies. En la perca P. fluviatilis, las
concentraciones de E2 variaron entre 50 y 2100 pg/g y las de 11-KT entre 25y
2000 pg/g (Rougeot et al., 2007), mientras que en el lenguado japonés P. olivaceus
la concentracion de E2 vario entre 25 y 350 pg/g (Sun et al., 2010). Entonces, se
puede considerar que el protocolo de extraccion utilizado en este estudio no resultd
adecuado, por lo cual es importante estandarizarlo, considerando el tipo de

muestra involucrada (alimento vivo, alimento formulado o larvas).

Para la cuantificacion de esteroides sexuales en larvas, se han realizado diversos
estudios en diferentes especies. En algunas especies se utilizo la técnica de RIA 'y
en otros ELISA o EIA, y los métodos de extraccion de los esteroides son variables.
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Feist et al. (1990) cuantificaron la concentracion de esteroides mediante RIA en
Oncorhynchus kisutch, tratando las muestras de embriones y larvas con NaOH y
posteriormente los esteroides se extrajeron con dietiléter. Dichos autores
encontraron que para el E2 se determinaron dos puntos de elevacién en la
concentracion que fueron a los 49 y 77 DDE, mientras que para 11-KT se observo
un incremento entre los 42 y 56 DDE seguido de una disminuciéon durante las 2
semanas siguientes. Los cambios en los niveles de esteroides pueden ocurrir ya
sea antes o durante el desarrollo gonadal, lo cual se correlaciona con la presencia

de gonadas indiferenciadas hasta los 59 DDE.

Rougeot et al. (2007) y Sun et al. (2010) evaluaron la dindmica de los esteroides
sexuales (T, E2 y 11-KT) durante la diferenciacion sexual, en la perca de Eurasia,
P. fluviatilis y lenguado japonés P. olivaceus respectivamente mediante RIA. En
estos casos, las muestras se homogenizaron con etanol y posteriormente, el
extracto crudo se centrifugd y se evaporé parcialmente el sobrenadante,
finalmente, los esteroides se extrajeron con diclorometano. Los resultados en la
perca de Eurasia, P. fluviatilis, mostraron que existe la elevacion del E2 a los 30 y
60 DDE mientras que para 11-KT a los 10 y 60 DDE, los cuales se ubican antes y
después de la diferenciacion histologica de la génada a partir de 30 y 35 DDE
(Rougeot et al. 2007). Por otro lado, en lenguado japonés P. olivaceus la tendencia
de los niveles de E2 muestra un incremento paulatino hasta el 66 DDE (LT 38 mm)
seguido de una disminucion (Sun et al., 2010), lo cual coincide con el periodo labil
para esta especie identificado en organismos menores a 40 mm (Yamamoto,
1999).

Por otro lado, Zablek et al. (2009) evaluaron la concentracion de dos esteroides
sexuales, vitelogenina (VTG) y el l1ll-cetotestosterona aungque no reportan la
dindmica hormonal durante la diferenciacion sexual del bagre Leuciscus cephalus,
es importante considerarlo como referencia ya que la cuantificacion se realizé
mediante un ensayo ELISA comercial. Para ello, las muestras de los peces se
homogeneizaron completamente utilizando una solucién amortiguadora compuesta
por Tris-HCI (pH 8.0, 50 mM), aprotinina y el inhibidor de proteinas PMSF. El

homogeneizado se centrifugd 1 h y se recuperd el sobrenadante debajo de una
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capa de grasa, a partir del cual se realizaron las mediciones. Esta técnica también
se ha empleado en la medicion de VTG en el pez zebra Danio rerio y medaka

japonés Oryzias latipes (Orn et al., 2006).
4.4. Evaluacion de la proporcién sexual

La proporcion sexual reportada en el medio natural para la especie Paralichthys
californicus corresponden a edades avanzadas y es variable dependiendo de la
zona de muestreo. Navarro-Mendoza M. (1985) reporta una proporcion de 1:0.68
(H:M) en el estero de Punta Banda. Sunada et al. (1990) evaluaron la proporcién
sexual de este lenguado en las costas del sur de California y encontraron que en
las areas someras, cercanas a la costa, la proporcion sexual era de 4.5:1 (H:M)

mientras que en areas de mayor profundidad la proporcion era 1:1.

La proporcién sexual evaluada en el presente trabajo resulta de la fertilizacién, si el
lenguado de California tuviera un sistema de determinacion sexual XX/XY como el
gue propone Yamamoto (1999) para el lenguado japonés, la proporcion sexual
seria 1:1. Sin embargo, si la proporcion se desvia de este valor, se puede
considerar otros factores que influyen sobre la diferenciacion sexual, a lo cual se
denomina sistema de determinacién dependiente del ambiente, siendo unos de

loso factores mas importantes la temperatura (Devlin y Nagahama, 2002).

En el presente estudio la proporcion sexual de los grupos control, que no
estuvieron expuestos al efecto del estradiol, fue recalculada sin considerar el valor
extremo de una de las repeticiones (estanque), ya que es posible que algun factor
no controlado en este estanque durante el desarrollo del experimento, por lo tanto,
la proporcion sexual final fue 1:2.75 (H:M), lo que corresponde al 26.67% de
hembras en la poblacion. Estos resultados concuerdan con los de otras
investigaciones previas sobre lenguado de California en condiciones de cultivo,
donde las poblaciones son mayoritariamente de machos. Marquez-Reyes (2009)
registréo un 100% de machos a diferentes temperaturas desde los 15 a los 27 °C y
atribuyo sus resultados a un efecto combinado de la temperatura y un estado de

estrés asociado con las condiciones de cultivo como el color del tanque y la
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intensidad de luz. Por otro lado, Guarneros-Orea (2012) en su investigacion en
lenguados cultivados a una temperatura de 16.1 + 0.31°C cuantificO un 16% de

hembras lo que fue una proporcion sexual de 1:4.26 (H:M).

En caso de ortos lenguados por ejemplo en el lenguado del atlantico H.
hippoglossus, se observo que la poblacion control que no habia sido expuesta al
E2, se registré un 53% de hembras y 47% machos, lo que dio una proporcion
sexual de 1:0.88 (H:M) que no fue significativamente diferente a la proporcion
tedrica 1:1 (Hendry et al., 2003). En el turbot S. maximus, se ha registrado que la
proporcion sexual en organismos cultivados es 1:1 (Haffray et al., 2009), en el
lenguado senegalés S. senegalensis la proporcion sexual del control fue
significativamente diferente de la proporcion 1:1, ya que se obtuvieron 63% de
machos y 37% de hembras (Viiias et al., 2013).

El control de la proporcion sexual se puede hacer mediante la induccién hormonal,
gue ocasiona la reversion sexual de los organismos, con el fin de producir
poblaciones de un solo sexo (Pandian y Sheela, 1995). Los estudios de reversién
sexual mediante esteroides se han realizado en mas de 50 especies de peces
(Devlin y Nagahama, 2002). Para la aplicacion de los esteroides es importante
tener en cuenta el origen del esteroide sexual, ya sean de origen natural o sintético.
En el método de feminizacion, comunmente se utiliza el estrégeno natural 17f3-
estradiol, debido a que se ha registrado una mayor efectividad en diversas

especies (Piferrer, 2001).

Para lograr una transformacion efectiva, también es importante la via de
administracion de las hormonas, entre las mas utilizadas estan la de inclusion en la
dieta o la inmersién directa (Pandian y Sheela, 1995; Piferrer, 2001). Finalmente,
es importante considerar el momento, duracion y la dosis del tratamiento, ya que
estos definen su éxito y son especie-especificos. EIl momento y la duracion deben
coincidir con el periodo labil de la diferenciacion sexual, mientras que las dosis,
pueden variar sustancialmente en funcion de la especie y de la via de suministro.
Los tratamientos orales varian entre 5 y 500 mg/kg de alimento y las de inmersion
entre 50-1000 pg/l (Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002).
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El control de la proporcién sexual se ha practicado en otras especies de lenguados
con la misma finalidad que en el presente estudio, obtener poblaciones monosexo
de hembras, considerando que su tasa de crecimiento y longitud total son
superiores a las de los machos (Hobbs et al., 1990). Los resultados obtenidos en el
presente estudio son favorables y prometedores ya que en todos los tratamientos
se obtuvo un 100% de hembras, mientras que en experiencias anteriores del
control de sexo no se obtuvieron hembras ni con los tratamientos de temperatura
(Méarquez-Reyes, 2009) ni con bafios de inmersion en E2 a 100 mg/l (Guarneros-
Orea, 2012). La dosis empleada por Guarneros-Orea (2011) provocé la atrofia de
las gonadas y fue muy alta en comparacién con la empleada en el lenguado
japonés P. olivaceus, de 10 pg/l, aunque no se logré incrementar el porcentaje de

hembras mas alla del 50% (Yamamoto, 1999).

En el presente estudio, el control de sexo se hizo con el suministro de E2
adicionado a la dieta en dos etapas, primero en el alimento vivo (nauplios de
Artemia) de los 21 a los 50 DDE y a continuacién en el alimento formulado, a partir
del dia 40 DDE y hasta los 158 DDE. Las dosis evaluadas resultaron efectivas para
inducir el desarrollo de un 100% de hembras, las dosis se encontraban dentro del
intervalo establecido para otras especies de lenguados, en las cuales se ha logrado
incrementar el porcentaje de hembras hasta un 100%. Cabe destacar que en estas
concentraciones no se han registrado alteraciones morfologicas en el desarrollo

gonadal.

La manipulacion de la diferenciacion sexual en peces con esteroides exdgenos se
ha aplicado en diferentes especies de peces, la administracion de esteroides se ha
realizado por dos métodos por inmersion o en la dieta. Principalmente se realiza a
través de la dieta ya que el periodo labil para la diferenciacion sexual coincide con
la alimentacién exégena que puede ser alimento vivo o balanceado (Devlin y
Nagahama, 2002). Sin embargo para el caso del lenguado de California como se
postula que el periodo labil se encuentra entre los 75 y 115 DDE donde los peces
son juveniles que han desarrollado completamente su sistema digestivo por lo tanto
la aplicacion del tratamiento seria utilizando el alimento formulado, lo cual facilita el

tratamiento.
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El alimento vivo (nauplios de Artemia) enriquecido con E2 se ha utilizado en pocas
especies de peces, como en el lumpo, Cyclopterus lumpus, donde se logro
transformar totalmente a la progenie (100% de hembras), suministrando nauplios
de Artemia enriquecidos con 231 a 407 ng de E2/mg de alimento en base seca por
un periodo comprendido de los 5 a los 24 DDE (Martin-Robichaud et al., 1994). La
lubina negra Micropterus salmoides, es otra especie en la que también se utilizé el
alimento vivo como vehiculo para el suministro de una dosis de 5 mgll
(concentracion del medio de enriquecimiento) durante las 10 semanas posteriores
a la eclosion y el resultado fue igualmente efectivo, ya que se obtuvieron 100% de
hembras (Garret, 1989).

El alimento balanceado enriquecido con E2 se ha utilizado en diferentes especies
de lenguados. En el lenguado japonés P. olivaceus, Yamamoto (1999) obtuvo un
100% de hembras utilizando una concentracioén de 0.3 mg/kg desde los 41 DDE por
un periodo de 30 dias. En estudios posteriores en la misma especie, en lo que se
evaluaron diferentes concentraciones de E2, desde los 35 hasta los 110 DDE, se
obtuvieron 75% de hembras con una dosis de 0.2 mg/kg, 100% de hembras con 2
y 20 mg/kg y 93.3% de hembras a 100 mg/kg, mientras que en el control, se
obtuvieron 54.5% de hembras (Sun et al., 2010).

En el lenguado del Atlantico H. hippoglossus, en los organismos tratados con una
concentracion de E2 de 10 mg/kg por 45 dias, se incrementd el porcentaje de
hembras de un 53% en control hasta el 74% en los tratados (Hendry et al., 2003).
En caso del turbot S. maximus, se ha registrado que la proporcion sexual en
organismos alimentados con dietas formuladas enriquecidas con E2 a una
concentracion de 3 y 5 mg/mg a partir de los 35 DDE y durante un periodo de 30 a
50 dias, se produjeron 100% hembras (Haffray et al., 2009). Por otro lado en el
lenguado senegalés S. senegalensis, el suministro de E2 a través de la dieta por un
periodo 70 dias a partir de los 98 DDE, incremento el porcentaje de hembras desde
37% en el control hasta el 56% en los tratados con hormona (Vifas et al., 2013).

En el presente estudio no se registraron alteraciones histoldgicas en las génadas,

sin embargo en experiencias previas, Guarneros-Orea (2011) observé hipertrofia
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en el tejido gonadal en organismos expuestos a una dosis de 100 mg/l E2 por el
método de inmersidn. Sun et al. (2010) observaron hiperplasia del tejido conectivo
de la génada en el lenguado japonés expuesto a dosis de 20 y 100 mg/kg de E2

en el alimento balanceado.

Por otro lado, en este estudio se observaron diferencias en el desarrollo ovocitario
de los juveniles de P. californicus expuestos a E2, es posible que las diferencias
estén asociadas al desarrollo del organismo (longitud total) mas que al efecto del
E2. En otras especies de peces expuestos a esteroides se han registrado
alteraciones en el proceso de desarrollo ovocitario, como en el pejerrey
Odontesthes bonariensis expuesto a una concentracion de 50 mg/kg de E2
(Strissman et al.,, 1996) y en Poecilia sphenops expuesta a 400 mg/kg 170-
etinilestradiol (Bardn, 2001). En ambas especies se registrd la presencia de
ovocitos atrésicos o el desarrollo precoz de ovocitos totalmente vitelados en

gonadas de organismos de una edad y desarrollo equivalente.

El éxito del control de la diferenciacibn sexual se debe entre otras causas al
momento y duracion del tratamiento con esteroides, ya que es mas efectivo cuando
se administra justo antes de periodo natural de la diferenciacion sexual (Goetz et
al., 1979). Este momento varia entre las especies, debido a las grandes diferencias
en las tasas de desarrollo y las condiciones ambientales propias de sus areas de
distribucion natural, es por esto que el periodo labil ocurre en diferentes momentos
del desarrollo para diferentes especies, puede ser durante la embriogénesis y
etapa larval en caso de Poecilia reticulata, etapa post-larval en la trucha
Oncorhynchus mykiss y juveniles como en la lubina Dicentrarchus labrax (Piferrer,
2001; Devlin y Nagahama, 2002). Es importante enfatizar que para revertir el sexo,
también es crucial administrar una dosis Optima, la cual es especie-especifica
(Pandian y Sheela, 1995).

En el presente trabajo, se tom6 como base para el disefio experimental el trabajo
desarrollado por Guarneros-Orea (2012) en el lenguado de California, de tal forma
gue la duracion del tratamiento con E2 fue de 133 dias, (entre los 25 y los 158

DDE). Tomando en consideracion los resultados histologicos del desarrollo
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gonadal, es posible reducir, la duracion del tratamiento hormonal a 40 dias, de tal
manera que inicie los dias 75 DDE y culmine a los 115 DDE. A partir de los
resultados de las dosis evaluadas, se propone que para lograr una feminizacion
efectiva del 100%, la dosis para el lenguado de California se utilice la menor de las
dosis aplicadas de E2 (2.5 mg/kg), ya que con esta dosis no se registraron
alteraciones histologicas en las gonadas, ademas el gasto econémico y el riesgo

de contaminacioén por la eliminacion de residuos de la hormona son menores.
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5. Conclusiones

El protocolo de enriquecimiento de Artemia fue efectivo. Sin embargo no es
necesaria la utilizacion de nauplios de Artemia, porque el periodo labil coincide con

la etapa de alimento balanceado.

El periodo de diferenciacion sexual para las hembras en el lenguado de California
se encontré entre los 75 DDE (cuando la génada aun se encuentra indiferenciada)
y los 115 DDE (cuando se observa la cavidad ovarica).

La evaluacion de la dinamica de los esteroides 17p-estradiol y 11-cetosterona, no

aporté informacion que permitiera identificar el periodo Iabil.

En los lenguados cultivados a 19°C, sin la exposicion al 17p-estradiol, el porcentaje
de hembras fue de 26.67%.

El suministro de 17B-estradiol desde los 25 hasta los 158 DDE, en concentraciones
de 2.5, 5y 10 mg/kg a través del alimento vivo (Artemia) y formulado, no ocasioné
ningun efecto sobre el crecimiento, pero ocasiond un incremento en la proporcién
de hembras en la progenie del 100%. No ocasioné alteraciones histoldgicas en la

estructura gonadal.

El suministro de alimento formulado enriquecido con una concentracion de 2.5
mg/kg de 17p-estradiol durante el periodo labil (entre los 75y 115 DDE) promueve

la feminizacion de los juveniles de P. californicus.
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6. Recomendaciones

Estandarizar el protocolo de extraccion de esteroides, teniendo en cuenta estos

resultados y los de estudios previos.

Continuar con los estudios de diferenciacion sexual mediante histologia y
cuantificacion de hormonas esteroideas con la finalidad de reducir el periodo de

suministro de 17B-estradiol a un tiempo menor de 40 dias.
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Apéndice 1
Solucion fijadora Davidson
Para preparar 1 litro de solucion:

J 100 ml Glicerina 100 mi

. 200 ml Formaldehido 37%
. 300 ml Etanol 96%

. 300 ml Agua de mar filtrada

. 10ml Acido Acético

Agitar antes de usarse.
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Apéndice 2

Técnica de deshidratacion

Reactivo Tiempo (h)

Etanol 70% 1
Etanol 96% - |

Etanol 96% - 1l

Etanol 100% - |

Etanol 100% - I

Etanol 100% - Benceno
Benceno |

Benceno I

Benceno — Parafina

Parafina |

N N WO N DN WO N DNMNDNDDN

Parafina Il

El tiempo total fue de 23 horas, posteriormente las muestras se incluyeron en

parafina.



Apéndice 3

Técnica de tincion de Hematoxilina — Eosina/Floxina

Previo a la tincion las muestras se deben desparafinar e hidratar en agua.

1. Desparafinacion e Hidratacion:
Reactivo Tiempo

Xileno | 5 min

Xileno I 5 min

Etanol 100% - | 15 inmersiones
Etanol 100% - 1l 15 inmersiones
Etanol 95% - | 15 inmersiones
Etanol 95% - Il 15 inmersiones

Lavar en agua corriente por 5 min, hasta que el Xileno no flote en agua.
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2. Tincion Hematoxilina — Eosina/Floxina.

Reactivo Tiempo

Hematoxilina de Harris 5 min (efectuar agitacion)
Lavar en agua corriente 5 min

Alcohol acido 1.5 min (efectuar agitacion)

(0.3 ml HCI/200 ml 70% ETOH)

Lavar en agua corriente 3 min
Carbonato de Litio 2 min
Lavar en agua corriente 3 min

Enjuagar con agua destilada

Etanol 96% 10 sumergidas

Eosina “Y” 45 s (efectuar agitacion)
Etanol 95% - | 6 inmersiones

Etanol 95% - 1l 6 inmersiones

Etanol 100% - | 10 inmersiones

Etanol 100% - Il 10 inmersiones

Xileno — | 3 min

Xileno — Il 5 min

Xileno — lI 5 min






