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RESUMEN de la tesis de Luis Alberto Mdrquez Reyes, presentada como
requisito parcial para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS
con orientacion en ACUICULTURA. Ensenada, Baja California. Julio de
2009.

Resumen aprobado por:

Dr. Benjamin Bardn Sevilla

Director de Tesis

Efecto De La Temperatura Sobre La Diferenciacion Sexual Del Lenguado
De Cadlifornia, Paralichthys californicus (Ayres, 1859).

El lenguado de California es la especie de pez plano de mayor
importancia comercial en la costa Noroeste de México y actualmente se
considera un excelente candidato para la acuicultura. Las hembras de
algunas especies de peces planos del género Paralichthys son de mayor
tamano que los machos de la misma edad. En este sentido, el cultivo
monosexual de hembras de P. californicus puede representar una
ventaja para el cultivo del lenguado. El objetivo de este frabajo fue
evaluar el efecto de la temperatura sobre el proceso de diferenciacion
sexual en el lenguado de Cadlifornia. Las larvas de una edad de 15 dias
después de la eclosion (DDE) se colocaron en 15 estanques de 100 |
cada uno. Los lenguados se expusieron a las temperaturas de 15, 18, 21,
24 y 27°C por un periodo de 183 dias. La identificacion del sexo de los
organismos se efectud mediante histologia por congelacion y por
inclusion en parafina los dias 214 y 243 DDE respectivamente. Para
describir el crecimiento, se efectuaron mediciones de la longitud vy el
peso vy se clasificd el grado de desarrollo larval a los 23, 28, 33, 38, 44, 49,
63, 81, 99, 123 y 158 DDE. Los resultados obtenidos de los dos andlisis
histologicos mostraron que en las cinco temperaturas estudiadas el 100%
de los organismos analizados fueron machos. Los organismos cultivados a
27°C tuvieron el mayor crecimiento en longitud total (LT) hasta 63 DDE.
Para el dia 123 DDE los organismos cultivados a 24°C tuvieron la mayor LT
y para el dia 158 DDE, los organismos cultivados a 21°C tuvieron la mayor
LT con 107 £ 22.9 mm, que fue superior en 1.16 y 67.9% a la LT registrada
en los peces cultivados a 24 y 15°C, respectivamente (p<0.001). Los
organismos mantenidos en 15°C, presentaron el menor crecimiento. Se
sugiere estudiar nuevamente el efecto de la temperatura sobre el sexo
de los organismos.

Palabras Clave: Paralichthys, monosexo, temperatura.



ABSTRACT of the thesis presented by Luis Alberto Mdrquez Reyes as a
parfial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in
Aquaculture. Ensenada, Baja California, México. July of 2009

Effect Of The Temperature On The Sexual Differentiation Of the Halibut Of
California, Paralichthys californicus (Ayres, 1859).

The California halibut (Paralichthys californicus) is the species of flatfish of
greater commercial importance in the Northwest coast of Mexico
fisheries and is currently consider an excellent aguaculture candidate.
Females of most species of the genus Paralichthys, grow faster and larger
than males. In this respect, female mono-sexual culture could represent a
great advantage to the development of the aquaculture industry of this
species. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of
temperature on sexual differentiation in the California halibut. Fiffeen day
of larvae were placed in 100-L oval plastic tanks in a flow-thorough water
system. California halibut larvae were exposed for 183 days to water
temperatures of 15, 18, 21, 24 and 27°C. Juvenile sex identification was
performed on 214 and 243 days old juveniles using histological
techniques; either by freezing with a cryostat or paraffin inclusions,
respectively. In order to assess growth and development among
tfreatments, on days 23, 28, 33, 38, 44, 49, 63, 81, 99, 123 and 158 total
length (TL) and wet weight were taken and larval development classified.
Results from both types of histological analyses showed that in all
temperatures evaluated, 100% of the analyzed organisms were males.
The organisms cultured at 27°C had the highest growth Total Long (TL) 63
DAH (days after hatching) while 123 DAH the organisms cultured at 24°C
had highest growth. At the end of the experimental period (158 DAH),
larvae cultured at 21°C had significantly higher growth (TL, 107 + 22,9
mm) compared to larvae raised at 15 and 18°C, but were not significantly
different from larvae raised at 21 and 27°C (i.e., growth was 1.16 and
67.9% higher compared to 24 and 15°C, respectively. The organisms
maintained at 15°C had the smaller growth during the experimental
period. It is suggested to continue with the study of the temperature
effect on the sex of the organismes.

Keywords: Paralichthys, monosex, temperature.
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I. INTRODUCCION
I.I Reproduccion

La reproduccidn es un proceso bioldgico que permite la
produccion de nuevos organismos, con la finalidad de transmitir la
informacion genética a la siguiente generacion y que les permita una
mejor adaptacion al entorno natural con mayores posibilidades de
sobrevivir a las variaciones ambientales.

La reproduccidn de los vertebrados es sexual, puede ser
gonocédrica (en donde los gametos masculinos y femeninos son
producidos por individuos distinfos de la misma especie y su sexo no
cambia en ningun momento de la vida) o hermafrodita (un mismo
organismos con los aparatos sexuales masculino y femenino o un
aparato mixto), con fecundacion interna o externa y el desarrollo de los
embriones puede ser interno (viviparos) o externo (oviparos). En algunos
casos la reproduccidn es partenogenética (donde el material genético
proviene solo de la madre), como ocurre en algunas especies de reptiles
como Cnemidophorus laredoensis (Abuhteba et al. 2000) vy
Ramphotyphlops braminus (Kamosawa y Ota, 1996). Los mamiferos han
desarrollado la mayor complejidad reproductiva, ya que el embrién se
desarrolla en el interior de la madre donde recibe la proteccién vy los
nutrientes necesarios a fravés de la placenta. Algunos peces 6seos vy
otros cartilaginosos han evolucionado hasta el punto de presentar un
vinculo entre la madre y los embriones a través de tejidos similares a la
placenta (Holden y Raitt, 1975 y Reznick et al. 2002).

Los peces son el grupo mds numeroso y diverso de los vertebrados,
con cerca de 24,000 especies reconocidas (Nelson, 1994), esta
diversidad esta relacionada en gran parte con la variedad de
estrategias reproductivas y numerosas estructuras anatémicas y procesos
especializados que han desarrollado para trasmitir su herencia genética
(Redding y Patino, 2000). La mayoria de los peces son iteréparos (tienen

mads de una reproduccion en su vida), sin embargo, un nUmero menor de



especies como los salmones son semélparos, ya que se reproducen una
sola vez en su vida y mueren poco después del desove (Yaron y Sivan,
2006).

Un mayor nUmero de especies de peces son oviparas, donde la
fertilizacion del ovocito por el esperma ocurre externamente. En algunas
especies de peces oviparos, después del desarrollo interno se genera un
comportamiento de proteccién y en algunos casos la progenie se
alimenta de los padres como sucede en Symphysodon aequifasciatus
(Brown, 1985). En las especies de peces viviparos (cerca del 3% de las
especies de peces conocidas) la fertilizacion es interna y el grado de
cuidado parental varia entre las especies, la mayoria simplemente

abandona a su progenie después del desove (Redding y Patino, 2000).

En los machos los testiculos producen esperma, mientras en las
hembras los ovarios producen ovulos (Redding y Patino, 2000). Algunas
especies de peces teledsteos son hermafroditas, una condicidén en la
cual un individuo puede expresar ambos sexos en forma simultanea o
secuencial (Patino y Redding, 2000). Los pargos del género Serranus sp.
son capaces de alternar su sexo para producir dvulos o esperma (Oliver,
1997). Entre los hermafroditas secuénciales, algunos, como Sparus
aurata, primero se desarrollan y maduran como machos (protdndricos) y
posteriormente se desarrollan como hembras (Godwin et al. 1996 y Bruslé
Sicard y Fourcault, 1997). Otros se desarrollan y maduran primero como
hembras (protdginos) y posteriormente se desarrollan como machos
(Reinboth y Bruslé Sicard, 1997).



I.Il Desarrollo de las gbnadas

En los vertebrados, las gbnadas se desarrollan en la regiéon dorsal
de la cavidad celdmica, a partir del borde superior de la capa visceral
del mesodermo de la placa lateral, en la mitad posterior del cuerpo vy
estdn intensamente relacionadas al sistema renal. El primer esbozo
aparece formando una banda longitudinal engrosada de epitelio
mesodérmico, que recubre la cavidad del cuerpo. Este engrosamiento
se llama cresta germinal. La cresta adquiere la forma de columnas altas,
pero pronto las células se disponen formando una masa compacta de
varias células de grosor, sobresaliendo la cresta. Enseguida, la conexiéon
enfre la masa de células y la pared del peritoneo se constrine
lateralmente y la génada queda suspendida de la pared del peritoneo
por una doble capa del mismo, el mesorquio o mesovario (Balinsky,
1978). Sin embargo, en esta etapa la gbnada aun no completa su
desarrollo, debido a que faltan las células que dardn origen finalmente a
los gametos, estas células se conocen como “células germinales
primordiales” (CGP). Su origen se ha situado en una regién cercana al
polo vegetal del citoplasma del évulo, que es diferente al resto del
material contenido en el citoplasma (Wei y Mahowald, 1994). En el pez
zebra, Danio rerio, se ha observado que en etapas iniciales del desarrollo
embrionario, una poblacién de cuatro CGP dardn origen al tejido
germinal de la génada (Yaron y Sivan, 2006).

Las CGP migran desde el endodermo del saco vitelino, a través de
los tejidos, hasta el sitio donde se desarrollan las crestas germinales para
poblar la gébnada indiferenciada (Patino y Redding, 2000).

En los vertebrados superiores y elasmobranquios, el origen de las
génadas es dual y esto tiene una intima relacién con la diferenciacién
sexual. Las génadas indiferenciadas consisten de dos tipos de células
somdaticas: el cortex y la medula. Se originan en la pared del peritoneo,
gue se deriva del blastema mesonéfrico. Durante la diferenciacién del

ovario, el cortex se desarrolla y la medula degenera. Contrariamente,



durante la génesis del testiculo el cortex degenera y la medula se
desarrolla (Nakamura et al. 1998). La gobnada de los peces teledsteos se
desarrollan a partir de tejido somdtico que es de un origen embrionario
Unico (Hoar, 1969).

El primordio gonadal consiste de dos cordones paralelos situados
a lo largo de la pared superior del peritoneo. En este punto el desarrollo
de los cordones fiene una estructura simple que consiste de CGP vy
estroma.

La diferenciacién del ovario en los teledsteos generalmente
precede a la diferenciacion testicular y se puede reconocer por un
incremento en la actividad mitdtica de las células germinales (oogonias)

y el alargamiento del ovario putativo (Patino y Redding, 2000).

I.IIl La Diferenciacion Sexual

La determinacion del sexo en los vertebrados es genética, sin
embargo, en un nUmero importante de vertebrados, la expresién de los
genes determinantes del sexo puede ser modificada por factores
ambientales tales como la temperatura y el pH, esto ocurre en algunas
especies de tortugas y cocodrilos (Jeyasuria y Place, 1998; Pieau et al.
1999; y Maldonado y Merchant, 2006). La determinacidon ambiental del
sexo también se ha encontrado en algunas especies de peces tales
como el pejerrey del Atlantico, Menidia menidia (Conover y Kynard,
1981), la tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus (Nakamura et al. 1998;
Contreras-Sadnchez, 2001 y D’Cofta et al. 2001a) y el lenguado
Paralichthys olivaceus (Yamato, 1999).

En este senfido, Nakamura et al. (1998), mencionan que Ila
diferenciaciéon sexual de los peces es coordinada por factores genéticos
pero puede ser influenciada por el ambiente (Conover y Kynard, 1981).

Por su parte, Bull (1980), menciona que las temperaturas intermedias



producen machos en algunas especies de peces, mientras que
temperaturas extremas frias o calientes resultan en hembras.

Conover y Heins (1987), mencionan que existen dos mecanismos
para la determinacién del sexo en los peces, uno es genético y otro
ambiental. La determinacion genotipica del sexo ocurre durante la
fertilizacion, mientras la diferenciacion ambiental del sexo ocurre durante
la embriogénesis o durante el desarrollo temprano (Patino y Redding,
2000). Por su parte, Yamazaki (1981) reviso la diversidad sexual en los
peces y menciona que el sexo genético y el sexo fenotipico no

necesariomente son el mismo en un individuo.

La determinacion del sexo puede ser poligénica como por
ejemplo en algunas especies de salmones y ciclidos (Wohlfarth y
Wedekind, 1991). En ofras especies, el sexo es determinado por
cromosémas sexuales, donde la hembra es homogamética (XX) y el
macho heterogamético (XY), como en algunos ciclidos (Mair et al. 1991;
Wohlfarth y Wedekind, 1991; Baras et al. 2001). En cruzas realizadas con
hembras XX y machos XX (hembras revertidas), las progenies resultantes
estdn constituidas predominantemente por hembras y por una fraccién
menor de machos. Esto sugiere que la determinacion del sexo no

depende completamente de un gen (Calhoun y Shelton, 1983).

A la fecha se han identificado algunos mecanismos que se cree
estdn involucrados en la diferenciacién final del sexo de los organismos.
El gen Sry se ha identificado en mamiferos como determinante sexual
(Sinclair et al. 1990). Sin embargo, no es comparable con ningun gen
encontrado en ofros vertebrados.

Entre los genes relacionados con la determinaciéon sexual de los
teledsteos, se ha sugerido que el gen CYP19 (D’Cofta et al. 2001q),
codifica la enzima citocromo P450 aromatasa (Gonzdlez, 2003), que

convierte testosterona en 17p-estradiol, esta Ultfima hormona es la



responsable de inducir el desarrollo del ovario (Baroiller y D'Cotta, 2001).
Se ha encontrado que las altas temperaturas suprimen la expresion de
este gen en especies de tilapia (D'Cotta et al. 2001b). De acuerdo con
Kwon et al. (2001), Harvey et al. (2003) y Tzchori et al. (2004), en el ovario
y el cerebro de algunas especies de peces se han identificado genes
que codifican la enzima aromatasa (CYP19a y CYP19b respectivamente)

y ninguno de ellos estd localizado en los cromosomas sexuales.

En los machos heterogameticos del pez medaka (Oryzias latipes)
se ha identificado un gen (DMRT o DMRTI) localizado en el cromosoma
Y, que se ha definido como el gen responsable de la diferenciaciéon del
sexo (Matsuda et al. 2002). Ademas, este gen participa en el desarrollo
de los machos de otros vertebrados. Es posible que el gen DMRT o DMRTI
participe en la diferenciacion y/o determinacion sexual, no obstante,
aun no existe la suficiente informacion al respecto (Kondo et al. 2002). Las
diferentes expresiones que puede realizar el gen maestro DMRT no son
similares en todas las especies de peces (Veith et al. 2003) e incluso no se
ha detectado en todas las especies del género Oryzias (Voff y Schartl,
2002). Schartl (2004), sugiere que existen diferentes genes maestro en la

determinacion sexual de los peces.

En anos recientes se ha investigado el efecto del ambiente,
principalmente de la temperatura, sobre la proporcidén de sexos en
poblaciones de ciclidos y salmones (Beardmore et al, 2001; Kwon et al.
2002). Algunos trabajos destacan que las temperaturas elevadas
estimulan una mayor proporcién de machos (Baroiller et al. 1995; Desprez
y Melard, 1998; Wang y Tsai, 2000; Karayuecel et al. 2002). Esto sugiere
gue el mecanismo de diferenciacion sexual en peces es mdas complejo

de lo que se creia (Kitano y Abe, 2008).



La determinacion sexual involucra los procesos genéticos vy
ambientales que coordinan la diferenciacion sexual. Mientras que la
diferenciacién sexual involucra la adquisicion del fenotipo sexual, es
decir, la realizacion fisica (morfoldgica, molecular y fisioldgica) del
sistema reproductor (testiculos u ovarios) (Devlin y Nagahama, 2002) y de
los 6rganos (conductos deferentes, oviductos, aletas especializadas,
entre otros) y tejidos anexos (hipotdlamo e hipdfisis), asi como de los
rasgos de la conducta que aseguran la reproduccion (Che et al. 2002).
La diferenciaciéon sexual primaria involucra a las génadas y la secundaria
se refiere a todos los demds tejidos (StrGssmann y Patino, 1999).

La diferenciacion sexual y la formacion de las gonadas de los
peces es generalmente un proceso Idbil, pero una vez que se ha
desarrollado como un testiculo o un ovario, entonces permanece
estable (Devlin y Nagahama, 2002). En muchos poiquilotermos, la
temperatura puede influir en la diferenciaciéon del sexo por encima del
componente genético. El sistema de determinacion del sexo en estos
organismos se conoce con el término de determinacion sexual por
temperatura (DST) (Conover y Heins, 1987).

Las hormonas esteroides que dan lugar a la diferenciacion sexual
son derivadas del colesterol (27 Carbonos), el cual es obtenido via
exdgena al ingerir alimentos o de forma enddégena mediante la sintesis
de la Acetil co-enzima A. El sistema enzimdtico que cataliza la reaccion
de degradacion del colesterol a moléculas mds pequenas como la
testosterona (19 C) vy el estradiol (18 C), es efectuado por la familia de
enzimas oxidasas del grupo citocromo P450. Cuando la temperatura es
elevada, la energia cinética de las moléculas aumenta, con lo que se
desorganiza la estructura de las proteinas, se destruyen las interacciones
débiles, de forma que el interior hidroéfobo de la proteina interacciona
con el medio acuoso, resultando en una proteina desnaturalizada
(Lodish et al. 2004)



La temperatura puede influir dramdaticamente en la estructura y
funcidn de las proteinas y enzimas que participan en la produccion de
esteroides sexuales, ya que su sintesis depende de la transformacion
inframitocondrial del colesterol, mediante un sistemma complejo de
enzimas (Pankhurst, 2008), asi como de la acciéon de receptores y
sistemas de mensajeros secundarios (Devlin y Nagahama, 2002). Es por
ello que cambios en la temperatura puedan ocasionar variaciones en la
produccion de esteroides sexuales y como resultado progenies con una
proporcidén de un sexo sesgada.

En anos recientes se ha comenzado a investigar el efecto de la
temperatura sobre la proporcidon sexual en los peces planos,
principalmente en el lenguado japonés, P. olivaceus, que se distribuye en
las costas de Japdn, enconfrando que temperaturas extremas producen

hasta 96% de machos (Yamamoto, 1999).

I.IV El Lenguado de California

En el noroeste de México se encuentra el lenguado de California,
Paralichthys californicus, especie con la que recientemente ha iniciado
el cultivo comercial en Baja California.

El lenguado de California estd entre las especies de peces planos
comerciales mds importantes de los mares templados. Se distribuye
desde Long Beach, Washington EUA, hasta Bahia Magdalena en Baja
Cadlifornia, México. Es la especie de mayor tamano del género
Paralichthys (Young, 1969), llega a medir hasta 1.5 m de largo y a pesar
hasta 32.25 kg (Miller y Lea, 1972), por lo que es muy atractivo para la
pesca deportiva (Allen, 1988). Ademds, tiene gran aceptacién por la
textura y sabor de su carne. Se comercializa a precios del orden 10 a 20
ddlares por kilogramo, dependiendo de su presentacion.

El lenguado de California, pertenece a la familia Paralichthydae

(Ahistrom et al. 1984). La caracteristica principal es su cuerpo



comprimido, aplanado y de forma eliptica, su crdneo es asimétrico, ya
que tiene ambos ojos de un solo lado de la cabeza, aproximadamente
el 48% de los organismos tienen el ojo izquierdo del lado derecho del
cuerpo (Escobar-Ferndndez, 1989). Tienen una coloracion uniforme (Millar
y Leq, 1972) 6 café grisdcea a café oscuro, pueden presentar manchas
negras, pardas amarillentas 6 pequenos lunares blancos en la cabeza
(Barnhart, 1936). Ademdads, poseen la capacidad de cambiar de color
(mimetismo u homocromia), reproduciendo a la perfecciéon el color del
fondo e incluso detalles del ambiente que les rodea (Carrillo-Cortes,
1994).

La reproduccidn se realiza fuera de la costa donde los principales
desoves ocurren a principios de primavera y coinciden estacionalmente
con las condiciones del agua calida de todos los habitats costeros de su
drea de distribucion (Kramer, 1990). Los huevos eclosionan a los dos dias
de fertilizados y las larvas son arrastradas hacia la zona costera donde
utilizan zonas protegidas como dreas de crianza. El desarrollo de las
larvas es muy similar al de otros peces, pero a partir del primer mes de
desarrollo, con aproximadamente 8 mm de longitud estandar, ocurre la
metamorfosis e inicia el comportamiento de asentamiento, por lo que las
larvas tienden a asentarse sobre un costado de su cuerpo en el sustrato
(Schawtz, 1977). Después de aproximadamente un ano, alcanzan la
edad adulta, cambian de habitat protegido por aguas mas profundas,
por lo que se ha clasificado como una especie costera-estuarina (Allen y
Smith, 1998).

La pesqueria del lenguado de Cadlifornia esta concentrada en
Bodega Bay al Norte de San Diego en el estado de California, UEA. Los
primeros registros de captura datan de 1916. Justo después del inicio del
desarrollo de la industria pesquera, captfurdndose hasta 2.13 millones de
kg en 1919 (Fig. 1). Sin embargo, en los anos siguientes, las capturas

fueron variables, con una clara tendencia a la disminucion. A partir de la
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década de 1980, las capturas han sido constantes con
aproximadamente 453 mil kg por ano, con excepcion de 1994 que
disminuyd, debido a cambios en las artes de pesca (Ish y Stroman, 2006).
La pesca deportiva del lenguado ha crecido enormemente desde la
década de 1980.
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—— Aguas Mexicanas — Total de capturas en California

Figura 1. Desembarques anuales comerciales (libras) del lenguado de
California de 1916 a 2001. Tomado de Wertz et al. (2004).

No se cuenta con estadisticas de la captura fiables por especie
de lenguado asociada a la pesca artesanal o deportiva para Baja

California y Baja California Sur.
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I.IV.I Habitat de Paralichthys californicus

Haaker (1975) reportd la proporcion sexual de lenguado de
Cadlifornia en 1:2.03 (H:M); Plumier et al. (1983) reporté en San Onofre
1:4.01; Ramirez-Gonzdlez (1990) en la Bahia de Todos los Santos 1:2.2 y
Navarro-Mendoza (1985), reporto una proporcion sexual de 1:0.68 en el
estero de Punta Banda. Esta ultima proporcion se explica por la
migracion que redlizan los machos a dreas de la costa con
profundidades entre los 10 y 30 m. La edad de primera madurez para los
machos esta entre los 2 y 3 anos y para las hembras entre los 4 y 5 anos
(Kucas, 1986).

La temperatura del agua influye en el crecimiento y Ila
supervivencia del lenguado de California, particularmente en el periodo
comprendido entre la etapa huevo hasta juvenil de fres meses de edad,
donde los intervalos de la temperatura optima pueden cambiar la
onfogenia. Esta especie tolera un intervalo amplio de temperaturas,
desde 13.8°C a 24.7°C (Castillo-Sadnchez et al. 1998). Esquer (2006),
estudio la temperatura preferida para juveniles y encontrd el éptimo en
18.4°C.

I.IV.1l Estrategias de Produccién

Se ha encontrado que las hembras de algunas especies de peces
planos del genero Paralichthys e Hippoglossus son de mayor tamano que
los machos de la misma edad (Yamamoto, 1999; Luckenbach et al. 2003;
Angeles y Mendo, 2005; Bjornsson, 1995). Es por esto que se ha generado
un interés en realizar cultivos monosexuales de hembras de peces planos.

La idea principal de la produccion de poblaciones monosexuales
es cultivar el sexo con el mayor potfencial de crecimiento, para
incrementar el rendimiento en las granjas acuicolas (Morales, 1991) para
generar una mayor biomasa en el menor tiempo posible. Para esto, es

necesario conocer el desarrollo sexual de la especie seleccionada, asi
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como el efecto de diferentes factores ambientales o agentes quimicos
sobre los procesos de diferenciacion sexual, pero evitando el uso de
esteroides, que estdn prohibidos para la industria alimenticia.

Hobbs et al. (1990), propusieron modelos de crecimiento para
hembras y machos de P. californicus, tomando como base datos
obtenidos de las pesquerias de California. Al graficar las ecuaciones se
observa que las hembras son mdas grandes que los machos de la misma
edad (Fig. 2).

1600 1 | =1 130[1_6(—0.1234t-().1114)] (-A)
1400 | Lt=1440[1_e(»o41181-0.0852)] (-0)

1200 | A A A
1000 -

800 -

LONGITUD (mm)

600 -

400 - —o— Machos

—A- -Hembras

200 -

ANOS

Figura 2. Crecimiento de hembras y machos del lenguado de California,
Paralichthys californicus, de acuerdo a Hobbs et al. (1990).
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II. ANTECEDENTES

La temperatura influye sobre el desarrollo sexual de los peces del
genero Paralichthys.

Yamamoto (1995), encontré que en P. olivaceus, el periodo critico
de diferenciaciéon sexual ocurre en longitudes menores a 40 mm, que es
donde los tratamientos con esteroides y la temperatura del agua de
cultivo inciden sobre la diferenciaciéon de la gonada. La distincion entre
el ovario y los testiculos se basd en la morfogénesis de elementos de la
gonada en un intervalo entre 27 a 37 mm de longitud total. La division
meiotica en el ovario fue registrada a los 69 mm, mientras que en el
testiculo fue alos 129 mm de longitud total.

Posteriormente, Yamamoto (1999), desarrolld métodos de
feminizacion para P. olivaceus. Asi mismo, estudid la proporcion sexual
de progenies diploides ginogenicos y de diploides cultivados a 15, 17.5,
20, 22.5, 25y 27.5°C. Establecié que el macho de esta especie determina
el sexo al ser heterogametico. Por ofro lado, la diferenciaciéon sexual de
las hembras genéticas (XX) se presume es inestable a causa de las
temperaturas extremas ya que generaron hasta un 26% de machos. Se
concluyd que P. olivaceus es una especie con una diferenciacion
inestable influenciada por factores ambientales.

En el lenguado Sureno, P. lethostigma, Luckenbach et al. (2003)
reportan que en los presuntivos ovarios de lenguado, el desarrollo de la
cavidad ovdrica ocurre entre los 75 y 100 mm de longitud total. Ademds,
se observaron ovocitos a los 115 mm de longitud total. Por su parte, los
tUbulos seminiferos se observan por primera vez a los 100 mm. Todos los
organismos mayores a 120 mm presentaron una clara diferenciaciéon
sexual y sus células se encontraron en meiosis. Ademds, analizaron el
efecto de la temperatura sobre la diferenciacion sexual después de
exponer a los lenguados por 243 dias a 18, 23 y 28°C. Las temperaturas
alta y baja (18 y 28°C) produjeron una mayor proporcion de machos, 96

y 78%, respectivamente. Mientras que a 23°C se encontrd una proporcion



14

1:1, enfre hembras y machos. Esto sugiere que el lenguado del Sur posee
un mecanismo de diferenciacion sexual sensible a la temperatura, similar
al observado en P. olivaceus.

La temperatura es el factor abidtico mds dominante en los
sistemas bioldgicos de la naturaleza, el cual controla la ingesta de
alimento y el crecimiento de los organismos (Brett, 1979). Muchas
especies presenta un patron de crecimiento definido respecto a la
temperatura, al aumentar, la tasa de crecimiento también se
incrementa, hasta llegar a un punto 6ptimo. Sin embargo, esta
tendencia no se mantiene de manera permanente debido a que si la
temperatura se incrementa demasiado, los efectos pueden ser negativos
e incluso conducir a la muerte. La temperatura éptima de crecimiento
aumenta a medida que la especie se adapta a aguas mds calientes y
viceversa (Calderer, 2001). Gadomski y Caddell (1991) encontraron que
el crecimiento y la supervivencia del lenguado California son
influenciados por la temperatura del agua durante su desarrollo, desde
la etapa de huevo hasta los tres meses de edad.

Se ha estudiado el crecimiento de diferentes especies de peces
planos expuestos a diferentes temperaturas. En el lenguado de Verano P.
dentatus, las larvas fueron mantenidas entre 19 y 21°C, hasta terminada
la metamorfosis alcanzando longitudes de hasta 14.1 mm (King y Howell,
2000); Kira y Targett (1991), expusieron juveniles del lenguado de Verano
de 41 a 80 mm a diferentes temperaturas (2, 6, 10. 14, 18 °C) durante 16
dias. Encontraron que la temperatura tuvo un efecto sobre la tasa
especifica de crecimiento, siendo la de 18°C el doble comparada con la
de 14°C y determinaron que P. dentatus puede sobrevivir a temperaturas
tan bajas como 2°C. Por su parte Bolasina et al. (2006) cultivaron larvas y
juveniles de P. olivaceus a 18°C obteniendo longitudes enfre 11.5 mm vy
26.5 mm. Por ultimo, en P. californicus, cultivaron juveniles de 11.7 g
durante ocho semanas a 22°C obteniendo pesos de hasta 23.9 g (Merino
et al. 2007).
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. JUSTIFICACION

El lenguado de California es una especie con un alto valor
comercial, ademds recientemente en Baja California, se esta iniciando
el desarrollo del cultivo comercial, alcanzando tasas de crecimiento
moderadas. Es importante que estas actividades acuiculturales se
realicen enfocdndose en incrementar los rendimientos del cultivo para
obtener cosechas con tallas homogéneas y en un tiempo menor del que
toma actualmente.

El cultivo de poblaciones monosexuales no solo limita la
reproduccion sino que también permite seleccionar al sexo cuya tasa de
crecimiento sea mayor, para incrementar el rendimiento en las granjas

acuicolas a pequena y gran escala (Morales, 1991).

Se ha enconfrado que en P. olivaceus existe una tasa de
crecimiento diferencial entre los sexos, las hembras son de mayor
tamano que los machos de la misma edad. No obstante, para desarrollar
una biotécnica para P. californicus es necesario conocer el proceso de
la diferenciacion sexual y el efecto de los factores ambientales sobre el
desarrollo de la génada. En este trabajo se estudié el efecto de la
temperatura sobre la diferencian sexual con el fin de producir progenies

de hembras.
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IV. HIPOTESIS

La temperatura influye en el proceso de diferenciaciéon sexual de
los peces, entonces la exposicidn del lenguado Paralichthys californicus
a diferentes temperaturas durante las etapas tempranas de desarrollo

resultard en diferentes proporciones sexuales.

V. OBIJETIVOS
V.l Objetivo General
Evaluar el efecto de la temperatura sobre el proceso de diferenciacion

sexual en el lenguado de California.

V.1l. Objetivos especificos

« Describir el efecto de la temperatura sobre el crecimiento y
supervivencia del lenguado de California.

% Caracterizar el desarrollo morfoldgico del lenguado de California
a diferentes temperaturas.

s Describir el desarrollo gonadal de los juveniles del lenguado de
Cadlifornia cultivados a distintas temperatura.

<% Determinar el efecto de la temperatura sobre la diferenciaciéon

sexual de los juveniles del lenguado de California.
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VI. MATERIALES Y METODOS
El bioensayo se readlizd en el laboratorio hiumedo del
Departamento de Acuicultura del CICESE en Ensenada, Baja California,

México.

VLI.l. Origen de las larvas de lenguado y protocolo de cultivo

Los huevos de lenguado se obtuvieron de un desove espontdneo
de reproductores del laboratorio de peces marinos de Santa Monica,
California, EUA.

Los huevos fecundados se cuantificaron tomando una alicuota de
50 ml del agua donde se contenian los huevos del desove. A
continuacién, fueron colocados en los estanques experimentales a una
densidad de 15 huevos/l, donde se incubaron por 36 h hasta el momento
de la eclosion. Posteriormente, se colocaron aproximadamente 1500
larvas en cada una de las unidades experimentales. La temperatura del
agua se mantuvo a 20°C, con una salinidad de 34 UPS durante 15 dias.

El sistema experimental consistid en 15 estanques de 100 | cada
uno. La distribuciéon de los tfratamientos en el dispositivo experimental se
hizo en grupos de tres, con la finalidad de evitar la mezcla de agua vy la
fransferencia de calor entre los estanques con diferentes temperaturas.
Para asegurar una aireacién constante en cada estanque, se emplearon
piedras difusoras, que ademds promovieron una temperatura
homogénea en todo el volumen de agua. Para mantener la calidad del
agua, los estanques se conectaron al sistema de recirculacion cerrada
del Departamento de Acuicultura. Para eliminar los restos de alimento y
heces, diariamente cada estanque se limpié cuidadosamente con un
sifon, evitando la succion de las larvas.

Durante la primera semana de experimentacion, que
correspondié a la primera semana del desarrollo ontogenético de los
lenguados, se mantuvo un 0% de recambio de agua, para evitar

movimientos bruscos que provocaran la muerte de las larvas,
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posteriormente conforme las larvas incrementaron su talla se aumentd la

tasa de recambio de agua hasta llegar a 100% cada hora.

Una vez que las larvas comenzaron a alimentarse, cuatro dias
después de la eclosion (DDE), se les suministraron rotiferos (Brachionus
plicatilis) hasta el dia 13 DDE. A partir del dia 14 DDE se proporciond una
mezcla de rotiferos con nauplios de artemia, ambos enriquecidos con
una emulsion rica en dacidos grasos polinsaturados (Algamac 2000,
Aquafauna Bio-Marine). Después del dia 18 y hasta el dia 40 DDE, las
larvas se alimentaron exclusivamente con nauplios de Artemia
enriquecidos, a partir de este momento, paulatinamente se sustituyeron
los nauplios de Artemia por una dieta formulada microparticulada
(Otohime, Reed Mariculture, Campbell, CA) hasta que alcanzaron los 80
mm de longitud total (Zacarias-Soto et al. 2006). El tamano de la primera
dieta formulada Otohime fue de 400 a 600 um, seguida de particulas de
600 a 800 um y por Ultimo se suministraron particulas de 920 a 1040 um.
Posteriormente y hasta el final del experimento, los organismos se
alimentaron a saciedad con un alimento para trucha (Steelhead,
Alimentos el Pedregal, Toluca, México) de 2.38 mm de didmetro con 42%
de proteinay 15% grasa. Este protocolo de alimentacién se modificd de
acuerdo al crecimiento de los organismos, debido a que las mayores
temperaturas promovieron un crecimiento mds acelerado, por lo tanto el
periodo en que se suministro cada uno de los alimentos se ajustd de

acuerdo con el crecimiento registrado en cada una de las temperaturas.

VLII. Control de la Temperatura
Para definir las temperaturas experimentales se tomd como
referencia la temperatura preferida final de 18°C (Esquer, 2006). A partir

de esta temperatura se definié una inferior y tres superiores, lo que resultd
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en un arreglo final de cinco temperaturas: 15, 18, 21, 24 y 27°C (T15, T18,
121,124 y 127).

Para las temperaturas de 21, 24 y 27°C se utilizaron calentadores
para acuario de 250 w, colocados en la pared de los estanques sobre los
difusores de aire, para garantizar la distribucidn homogénea del calor.
Para asegurar una temperatura constante en los estanques, una semana
antes del inicio del experimento se regularon los calentadores. Para las
temperaturas de 15y 18°C se utilizd un enfriador de agua, conectado a
un sistema de intercambio de calor, constituido por una manguera de
polietileno negro de 19 mm de didmetro que se colocd en el interior de
cada estanque.

El bioensayo contdé con fres repeticiones para cada nivel del
factor temperatura, por lo que se consideraron en total 15 unidades
experimentales. Una vez colocados en las unidades experimentales, las
larvas se aclimataron durante varias horas antes de activar los
calentadores vy los enfriadores previomente calibrados.

Se realizé un registro diario, a las 8:00 y a las 16:00 horas, de la
temperatura (0.1°C de precision), la salinidad (0.01 % de precision) y el
oxigeno disuelto (0.01 mg/l de precision) en las unidades experimentales,
empleando un medidor digital (YSI, modelo 85). La concentracion de
amoniaco se cuantificd cada tercer dia durante los primeros 15 dias y
posteriormente cada semana, con un kit colorimétrico comercial (0.1
mg/l de precisién, Nutrafin).

La duracién de la exposicidn a la temperatura fue de 183 dias a
partir del dia 15 después de la eclosion (DE). La duracion total del

bioensayo fue de 243 dias a partir de la eclosion.

Se evalud la sobrevivencia de los organismos al final del

experimento y se expresd en porcentaje utilizando la siguiente formula

(1):
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(1) S =N—f_*100
Ni

Donde S = sobrevivencia expresada en forma porcentual
Ni = nUmero de organismos al inicio del bioensayo

Nf = nUmero de organismos al final del bioensayo

Para evaluar el crecimiento durante el periodo experimental, se
tomaron muestras de 60 organismos, se anestesiaron con
metanosulfonato de fricaina (MS-222) y se evalud la longitud total y el
grado de desarrollo, se clasificé de acuerdo con los criterios propuestos
por Gadomski et al. (1990) y Gisbert et al. (2004) hasta el dia 44 DE. Las
mediciones de la longitud total (LT) de las larvas premetamorficas se
efectuaron con un microscopio estereoscopio (Olympus) equipado con
una reglilla micrométrica. Las larvas post-metamarficas y los juveniles se
midieron con un vernier marca Scala con una precision de 0.1 mm. Para
la cuantificacion del peso humedo se utilizd una balanza analitica marca
OHAUS Adventurer modelo AR1530 con una precision de 0.001 gr. Las
biometrias se efectuaron los dias 23, 28, 33, 38, 44, 49, 63, 81, 99, 123, 158,
214y 243 DE.

Se cuantificéd la tasa especifica de crecimiento (TEC) de los
organismos para cada biometria. La TEC es empleada para describir el
crecimiento de los peces juveniles por periodos cortos cuando el
crecimiento se ajusta a una funcion exponencial (ecuacidén 1). Los
resulfados se expresan como el porcentaje de la ganancia en longitud
por dia (% dia!).

Tasa Especifica de Crecimiento (TEC) para la longitud total (Lt)
(2)

_InLt_,—InL

(2) TEC : %100
tiempo
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Donde:
In (Lt++1) = es el logaritmo natural de la longitud total
al tiempo t+1
In (Lt} = es el logaritmo natural de la longitud al
tiempo inicial

fiempo = tiempo franscurrido At

VLIII. ldentificacion del periodo de sensibilidad para la induccién del
sexo.

Para identificar el periodo de sensibilidad a la induccién sexual
mediante el uso de hormonas esteroides, se realizd un bioensayo que
conisistio en el suministro del androgeno 17a metiltestosterona (MT) en la
dieta de las larvas de lenguado (i.e., rotiferos, Artemia y/o microdieta).
Con este propdsito se consideraron tres tratamientos: 1) exposicion pre-
metamodrfica (PreMet); 2) post-metamorfica (PosMet); y 3) juvenil (Juve).
Cada fratamiento se realizd por triplicado, para lo cual, un total de 900
larvas se distribuyeron en grupos de 100 en un sistema de 9 estanques de
20 | de capacidad cada uno, con 17 | de agua. Cada estanque se
mantuvo con aireacidn constante a través de difusores que ayudaron a
mantener una temperatura homogénea en todo el volumen de agua.
Los estanques se conectaron al sistema de recirculacién cerrada del
Departamento de Acuicultura. Para eliminar los restos de alimento vy
heces, cada estanque fue limpiado cuidadosamente con un sifon,
evitando la succion de las larvas.

El primer tratamiento consistié en la exposicidn de las larvas a la MT
durante el periodo comprendido entre el dia 7 al 47 DE (pre-
metamorfico), tomando en consideracion el protocolo de alimentacion
descrito  por Zacarias-Soto et al. (2006). Como se menciono

anteriormente, los diferentes fipos de alimento vivo fueron previamente
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enriquecidos con el esteroide antes de suministrdrselos a las larvas.
Durante la primera etapa, las larvas se alimentaron con rotiferos, del dia
7 al 13 DE; en la segunda etapa, del dia 14 al 18, las larvas se alimentaron
con rotiferos y nauplios de Artemia y durante la tercera etapa del dia 19
al 40, se alimentaron sdlo con nauplios de Artemia.

En el segundo tratamiento, el alimento enriquecido con esteroide
se suministré del dia 48 al 113 DE (PosMet), este periodo se subdividid en
dos etapas: la primera del dia 40 al 48 se alimentaron con nauplios de
Artemia y alimento formulado. La segunda etapa de alimentacion fue
con la dieta Otohime del dia 49 al 113 DE.

El tercer fratamiento consistid en el suministro del alimento
enriguecido con el esteroide del dia 114 al 179 DE (Juve), durante este

periodo las larvas se alimentaron con la dieta formulada Otohime (Fig. 3).

Post-
Pre-metamorfica metamoérfica Etapa juvenil
MT 7 al 47 DDE MT 48 al 113 MT 114 al 179 DDE

A A A
Y Y \

5-10 naup mL*
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5 15

Rot mL?
DIETA

>
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0/ 8 16 24 32 40| 48 56 64 72 80| 88 96 104 112 120| 128 136 144 152 160| 168 176 184

Tipo de alimentacién

Dias después de la eclosion

Figura 3. Diagrama del protocolo para estudiar el periodo de
sensibilidad a la induccién del sexo en Paralichthys californicus, con Ia
aplicaciéon de 17a metiltestosterona (MT) en diferentes estadios de vida.
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Para enriquecer los rotiferos (B. plicatilis) y los nauplios de Artemia
con el esteroide (MT), se colocaron por 18 h en un bano enriquecido con
una emulsién rica en dcidos grasos polinsaturados (Algamac 2000,
Aquafauna Bio-Marine) y MT a una concentracion de 10 mg/I. La dieta
microparticulada Otohime se enriquecié con el esteroide por medio de
una solucién de MT disuelta en alcohol, que fue dispersada sobre el
alimento. Posteriormente, el alcohol fue eliminado al volatilizarse a
temperatura ambiente. Se adiciono MT para obtener una concentracion

final en la microdieta de 10 mg de MT/kg (Stewart et al. 2001).

VI.IV. Identificacion del sexo

Se efectuaron dos muestreos para la identificacion del sexo en los
juveniles: a los 214 y 243 DDE. Se analizaron 33 organismos de los
tratamientos de T18, T21, 124 y T27. No se analizaron organismos de 15°C
debido a que aun no tenian la talla adecuada propuesta para P.
olivaceus. Los organismos cuya longitud aproximada fue de 9.5 cm,
fueron sacrificados con una sobredosis del anestésico MS-222.
Posteriormente, se procedié a disecar la regién abdominal del organismo
para quitar el resto de los tejidos (Fig. 4). El tejido correspondiente a las
goénadas de los juveniles y tejidos asociados (conducto ovdarico o vasos
deferentes), se congelaron sobre un blogue de hielo seco (CO2) a -80°C
y se incluyé en medio criosolidificable para histologia por congelaciéon
(OCT-Compound, Tissue-Tek 4583, Distribuidor Bayer S.A).
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Figura 4. Extraccién de la génada de P.
californicus para ser procesada  por
histologia.

Se realizaron cortes de seis um de espesor en un cridstato Leica
CM-1510-S. Los cortes fueron recuperados en portaobjetos y se rotularon.
Para lograr un mayor contraste entre los érganos internos en los cortes
histologicos y asi lograr identificar el sexo, se efectué una tincion con
hematoxilina-eosina, siguiendo el procedimiento descrito por Wolf y Wolf

(1974) que a continuacién se describe brevemente:

A) 3-5 min Hematoxilina

B) Lavado con agua corriente 5 min.

C) 10 inmersiones en Alcohol dcido

D) Virar con agua carbonatada (Na o Li)

E) Lavar con agua corriente (dos inmersiones)

F) Sumergir en alcohol etilico al 95% por 1 min.

G) 45 seg.-1 min. en eosina

H) 2 Cambios en Alcohol etilico al 6% (1 minuto c/uno)

[) 2 Cambios en Alcohol etilico al 100% (1 minuto c/uno)
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J) Alcohol Etilico - Xileno 1:1 (1 minuto)
K) 2 Cambios Xileno (3-4 minutos c/uno)

L) Montaje con resina sintética

Para el segundo muestreo (243 DDE), se realizd el mismo
procedimiento de diseccion y extraccion de las gonadas (Figura 4),
tomando organismos de T15, T18, T21 y 124 Unicamente, debido a que ya
no se contaba con juveniles del fratamiento de T27. Una vez disecada, la
génada se colocd en cajas de histologia para sumergirlas en una
solucion fijadora Bouin (&cido picrico, formalina y dcido acético) por 24
h. Después se realizaron tres lavados con alcohol al 70%, cada uno por
tres h. A confinuaciéon, las muestras fueron colocadas en un
deshidratador de tejidos automdtico Leica TP 1040, el cual las bafo en
soluciones sucesivas de etanol, benceno y finalmente incluidas en
parafina.

Las muestras procesadas fueron incluidas en parafina y se
realizaron cortes de 4 um en un micrétomo rotatorio marca Leica. Los
cortes fueron montados en portaobjetos y pasaron por el proceso de
desparafinado (soluciones continuas de xileno y etanol al 100 y 96%) e
hidratacién (agua destilada). Terminado este proceso se efectud la
tincion con Hematoxilina-Eosina siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente.

Las observaciones se readlizaron en un microscopio compuesto

Olympus IX 71 con un aumento de 50x a 1000x

VI.V. Andlisis Estadistico

Las medidas de la longitud total obtenidas a lo largo del
experimento fueron comparadas mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via con un nivel de confianza de 95%. Los resultados de

la tasa de crecimiento se analizaron mediante un ANOVA de una via. Las
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comparaciones de las medias se realizaron mediante la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Para ello se empled el programa
Statistica 6.0. Se calcularon las proporciones sexuales en los diferentes

fratamientos y se analizaron mediante una prueba de X2,
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VII. RESULTADOS

La duracién total del bioensayo fue de 243 dias. Los organismos se
mantuvieron bajo las condiciones experimentales durante 183 dias.

La concentraciéon media de oxigeno disuelto para cada uno de
los tfratamientos térmicos se mantuvo en el intervalo de 6.56 a 4.77 mg/I,
el valor minimo de 3.38 mg/I se registré en el tratamiento de 24°C. La
concentraciéon mdxima fue de 9.89 mg/l a 18°C (Tabla I).

El andlisis de varianza efectuado para los valores de la
concentracion de oxigeno mostré que existieron diferencias altamente
significativas (p< 0.001). La prueba Tukey de comparaciones multiples
mostré que las concentraciones de oxigeno disuelto en T15, T18 y T21
fueron significativamente diferentes entre si. Ademds, fueron superiores a
las concentraciones de oxigeno de 124 y T27 y éstas Ultimas no

presentaron diferencias entre si (Tabla ).

Tabla I. Concentracién de oxigeno (mg/l) para los diferentes
tratamientos durante la etapa de experimentacion con
Paralichthys californicus.

Media Minimo Mdximo  Desviacion
Temperatura (mg/l) estandar
15 6.56¢ 3.95 8.55 0.60
18 6.00p 3.72 9.89 0.51
21 5.46¢ 3.86 6.74 0.41
24 4.794 3.38 6.70 0.55
27 4.774 3.47 6.60 0.51

Superindices diferentes indican diferencias (p<0.05)
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La concentracion de amonio total promedio en los estanques de
cultivo del lenguado de California expresada como NHs fue de 0.25 £ 0.2
mg de NHs-NHa/I.

VIl.I Control de la temperatura

El sistema de control de las temperaturas (T°C) permitié establecer
adecuadamente el diseno experimental deseado (15, 18, 21, 24 y 27°C).
Las temperaturas superiores a 20°C se confrolaron empleando
calentadores individuales de 250 vatios, en tanto que las temperaturas
de 15 y 18°C se controlaron con un sistema de intercambio de calor,
utilizando agua enfriacda a 14 y 16°C, respectivamente. La mayor
variabilidad en los tratamientos se presentd en T21 con una desviacion
estandar de 1.16°C, mientras que la menor fue en T18 con 0.71°C (Tabla
).

El andlisis de varianza efectuado a las temperaturas registradas
durante el experimento indicdé que existian diferencias significativas
(p<0.001). La prueba de Tukey de comparaciones multiples confirmd que

existian diferencias entre todas las temperaturas (Tabla ll).

Tabla Il. Temperatura de los tanques de cultivo de Paralichthys
californicus.  Superindices  diferentes  indican  diferencias
significativas. Des. Est. = desviacion estandar.

Media (°C) Minimo ~ Mdximo  Des. Est. (°C)

Temperatura (°C) (°C)
15 15.09¢ 12.4 21 0.97
18 17.74p 15.8 24.4 0.71
21 20.80¢< 17.4 25.2 1.16
24 23.974 20.3 26.3 0.86
27 26.54¢ 20.3 28.6 1.02

Superindices diferentes indican diferencias (p<0.05)
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Las variaciones mas importantes de la temperatura se registraron
entre los dias 29 y 31 DE, ya que la temperatura ambiental se elevd
provocando que el agua de recambio en los tanques ingresara mds
caliente, esta variacion ambiental implicd una nueva calibracidn en los
calentadores y enfriadores, sin embargo la correcciéon tardé un par de
dias (Fig. 5).

En el fratamiento de 18°C se registraron las menores fluctuaciones.
Por su parte, en el tratamiento de 21°C, las fluctuaciones mdas
importantes se presentaron del dia 119 al 133 DE.

Durante el otono (44 al 143 DDE) se presentaron las mayores
fluctuaciones de temperatura en el tratamiento de 15°C. Por su parte,
durante el invierno (144 al 196 DDE) se registraron temperaturas
ambientales inferiores a los 18°C en promedio, lo que ocasiond
fluctuaciones de enfre 19.3 y 21.6°C y entre 24.8 y 27.4°C para los

tratamientos de 21 y 27°C, respectivamente (Fig. 5).
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Figura 5. Registros diarios de la temperatura en los estanques de cultivo de Paralichthys californicus
expuesto a cinco condiciones térmicas (15, 18, 21, 24 y 27°C).
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Las larvas de lenguado, con una edad de dos DDE se distribuyeron de
manera aleatoria en las 15 unidades experimentales, en cantidades
homogéneas. Se mantuvieron durante 11 dias a una temperatura inicial
promedio de 16°C antes de encender los calentadores y los enfriadores para
obtener la temperatura del agua en cada fratamiento.

Se realizaron biometrias periddicas los dias 23, 28, 33, 38, 44, 49, 63, 81, 99,
123, 158, 214 y 243 DDE. A partir de la primera biometria se observaron
diferencias significativas en la longitud de los peces que se mantuvieron en las
distintas condiciones térmicas (p<0.001). Destacando los tratamientos 124 y 127,
en donde se presento un crecimiento mayor. Para el dia 38 DE, las diferencias
entre las condiciones térmicas fueron muy significativas (p<0.001), el mayor
crecimiento se registrd en 127 con 18.5 mm. El crecimiento fue menor en los
tratamientos con las temperaturas mas bajas, siendo T15 donde se registrd el
menor promedio en longitud total con 7.6 mm. Este patrén de crecimiento se
mantuvo hasta los 63 DDE.

Para el dia 81 los organismos mantenidos en 124 alcanzaron la mayor
longitud con 67.1 mm, lo cual fue 10.2% superior a lo observado en T27. Este
comportamiento se mantuvo hasta los 99 DDE (Fig. 6).

La biometria realizada el dia 123 DE reveld que los organismos con el
mayor crecimiento fueron los cultivados en T24, seguidos por los de T21. El
promedio de la longitud total (Lt) varié enfre 21.4 y 96.5 mm, los organismos de
T15 fueron los mas pequenos. Por otro lado, los peces que se mantuvieron en
T24 presentaron la mayor longitud con 96.5 + 8 mm, la cual resultd ser 77.8%

superior a la registrada en los organismos mantenidos en T15.
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Figura 6. Curvas de crecimiento de Paralichthys californicus en longitud
total (mm) cultivado durante un periodo de 158 dias contados a partir de
la eclosion, en diferentes condiciones térmicas (15, 18, 21, 24 y 27°C).

Para el dia 158 DE, los organismos mantenidos en T21 mostraron la mayor
LT con 107 £ 22.9 mm, que fue superior en 1.16 y 67.9% a la longitud registrada
en 124 y T15, respectivamente.

El andlisis de varianza efectuado a los datos de LT registrados a los 158
DDE mostré diferencias altamente significativas (p<0.001). La prueba de
comparaciones multiples mostré que los tratamientos de 121, T24 y 127 fueron
estadisticamente iguales y diferentes de T15 y T18, ademds las longitudes
observadas en éstas ultimas temperaturas son significativamente diferentes

entre si (Tabla lll).
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Tabla lll. Longitud total promedio de Paralichthys
californicus (mm =+ desviacion estandar) después de un
periodo de cultivo de 158 DDE a diferentes temperaturas.

Tratamiento (°C) Media (mm)
15 343+ 11.1@
18 72.7 £ 9.9°
21 107.0 £ 22.9¢
24 105.7 £ 18.1¢
27 100.4 £ 17.5¢

Superindices diferentes indican diferencias (p<0.05)

La tasa especifica de crecimiento se incrementd de manera importe en
dos ocasiones cuando los lenguados se cultivaron en T24 y T27, primero
alrededor del dia 33 DE y posteriormente el dia 49 DE, con valores mayores a 6.4
y 5.1% de incremento de la longitud por dia, respectivamente (Fig. 7). Los
organismos mantenidos en T15 presentaron las menores tasas con un Maximo

de 3.02 % de incremento de la longitud por dia en el dia 81 DE.
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Figura 7. Tasa especifica de crecimiento para Paralichthys californicus
cultivados en diferentes condiciones térmicas durante 243 dios.

Gadomski et al. (1990), propusieron una escala de desarrollo para las
larvas de P. Calinornicus, cultivadas en 16 y 20°C, tomando como base la
formacién de diferentes estructuras y el desarrollo de conductas especificas. A

continuacién se enumeran los rasgos del desarrollo:

I, pigmentacién completa de los ojos

Il, absorcién del saco vitelino

lll, inicio del alargamiento de los primeros radios de la aleta dorsal

IV, inicio de la flexion de la notocorda

V, conducta de asentamiento

VI, inicio de la migracién ocular

VI, reduccion de la longitud de los radios anteriores de la aleta dorsal

VI, metamorfosis completa (culmina el asentamiento, la migracion de los ojos y
la reduccion de radios anteriores de la aleta dorsal

IX, inicia la formacidn de las escamas.



35

De acuerdo con esta escala, el desarrollo de las larvas cultivadas a

diferentes temperaturas se modificé de manera similar a lo que ocurrié con el

crecimiento, en términos generales, los diferentes estadios de desarrollo

transcurren mds rapidamente cuando la temperatura es mayor (Tabla 1V).

Tabla V. Cronologia en del desarrollo ontogenético de Paralichthys

californicus
temperaturas

Estadio

|
Il
1l
v
\
\
VI
Vil
IX

VII. Il Desarrollo larval a 15y 18°C (T15Y T18)

(dias
15,

T15

4
23-44

99

después de

T18

4
23-28
33
33
38
38
44
44

la eclosion)

121

4

23
23
28
28
33
33

124

4

23
23
23
28
28
33

cultivado a diferentes
18, 21, 24 y 27°C. Los estadios de desarrollo se
clasificaron de acuerdo con los criterios de Gadomski et al. (1990).

127

23
23

28

Los organismos culfivados en T15 presentan poca pigmentacion (23 DDE),

en general son traslucidos con pequenos puntos oscuros a lo largo de su

notocordio. El peritoneo también estd pigmentado. Otra franja de pigmento

inicia en la zona cercana al cerebro y continla hasta la aleta caudal,

formando una banda paralela a la aleta dorsal. Los ojos estan bien

pigmentados y se encuentran uno a cada lado de la cabeza (Fig. 8 A).

Ademdas, los primeros cinco radios de la aleta dorsal estdn alargados, formando

una especie de penacho (Fig.8 By C).

Los organismos que se mantuvieron en T18 presentaron cinco radios

alargados formando un penacho. En general fueron similares a las larvas que se
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mantuvieron en T15. Después de 28 DDE, los organismos que se mantuvieron en
T15y T18 se encontraban en el mismo estadio Il de desarrollo (Fig. 8C).

No se presentd ningln cambio en el desarrollo de los organismos
mantenidos en 15°C hasta 99 DDE (15.45 mm), cuando la mayor parte de la

poblacion habia completado la metamorfosis.

Figura 8. Larvas de Paralichthys Calinornicus. Ay B 23 DDE y cultivadas en T15; C
28 DDE y cultivadas en T15y T18.
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Transcurridos 28 DDE en T18 se encontraron larvas en estadio IV, sin
embargo, la mayor parte de la poblacién aun se mantenia en el estadio lll. A
los 33 DDE, su desarrollo correspondia a los estadios IV y V. A los 38 DDE las larvas
se enconfraban en los estadios de desarrollo VI y VI, con una longitud total de
8.41 £ 0.93 mm. Para los 44 DDE ya se habia completado la transformacion de
los organismos y se desarrollé una franja de color claro por detrds del opérculo
(Fig. 11 B).

VII. Il Desarrollo larval a 21°C (T21)

Para el dia 23 DDE, las larvas mantenidas en T21, presentaron la
pigmentaciéon de los bordes longitudinales mds intensa que lo encontrado en
T15 y T18. De igual forma ocurrié con la que corre por encima del notocordio
(Fig. 9 A). Ademds, en una fraccion de la poblacion la pigmentacion ya era
abundante en la zona de la cabeza y sobre la masa visceral. También se
observd su comportamiento de asentamiento, que coincidié con el inicio de
una ligera flexién en el cuerpo. En algunos organismos se aprecid el inicio de la
migracion del ojo (Fig. 9 B).

Al cabo de 28 DDE las larvas cultivadas en 121 se encontraron entre los
estadios VI 'y VIl de desarrollo, en donde comienza la reduccién de los radios de
la aleta dorsal, que se aprecian muy traslucidos y delgados. Después de 33 DDE
la mitad de la poblacion habia terminado su desarrollo y comenzd a presentar
una franja de escamas claras por el lado oculado comenzando por detrds del
opérculo. Posterior a esto, ya no se observaron mayores cambios morfoldgicos

en los organismos.
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Figura 9. Larvas de Paralichthys calinornicus (A y B) cultivados a 21°C
después de 23 DDE. En el panel A se observa una larva sin la migracion
del ojo. En el organismo del panel B, el ojo izquierdo presenta un
avanzado estado de migracion con los radios anteriores de la aleta
dorsal reducidos.

VII. IV Desarrollo larval a 24°C (124)

A esta temperatura de cultivo, en las larvas con mayor desarrollo se
observé una reduccion en la cantidad de radios anteriores de la aleta dorsal
(23 DDE), con una longitud total de 8.04 mm. La pigmentacién en la aleta anal
y dorsal fue mds intensa que en los organismos de las demds temperaturas.
También se observaron organismos en estadios de desarrollo inferiores, similares
a los observados en el tratamiento T15 (Fig. 2 Ay B).

Después de 28 DDE, las larvas presentaban una longitud de 9.35 £ 1.19
mm y se encontraron en el estadio VIl y VIl de desarrollo. Los radios de la aleta
caudal ya eran notorios a simple vista y de mayor grosor.

Los organismos cultivados en T24 no presentaron cambios evidentes en su
anatomia a partir del dia 33 DE con 13.26 mm, donde la mayor parte de la
poblacién se encontré en estadio IX. Asi misma, aparecid la franja clara en el

lado oculado de los peces.
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VII. V Desarrollo larval a 27°C (T27)

Los organismos que se mantuvieron durante 10 dias a 27°C (23 DDE),
presentaron un desarrollo mayor que los organismos cultivados a temperaturas
inferiores. La mayoria de las larvas habian alcanzado el estadio VI, con la
migracion del ojo casi completa y la reduccion de los radios de la aleta dorsal
(Fig. 10 Ay B).

Figura 10. Larvas de Paralichthys californicus (A y B) cultivados a 27°C
después de 23 DDE. En el panel A se observa la reduccién de los radios
anteriores de la aleta dorsal. En el organismo del panel B, los ojos derecho
o izquierdo en un avanzado estado de migracion.

A los 28 DDE las larvas se encontraban en el estadio IX. La mayoria de los
organismos habian completado la metamorfosis y comenzaba la formacion de
las escamas. Una pequena parte de la poblacidén aun no se habia asentado y
se mantenia nadando con una coloracién mds oscura. En este tiempo (talla:
10.2 £ 0.88 mm), comenzd a hacerse evidente la falta de pigmentacion normal
en algunas de las larvas (i.e. sedoalbinas con manchas, no obstante, esto no
afectd el crecimiento (Fig. 11 A y B). Los organismos que presentaron una

pigmentacién normal, desarrollaron una franja de escamas de color claro de la
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aleta dorsal a la anal, por detrds del opérculo, cubriendo la masa visceral. Las

aletas pectorales estédn en medio de esta franja (Fig. 11 B).

Figura 11. Larvas de Paralichthys californicus de 28 DDE cultivadas a
27°C. A, larva con pigmentaciéon anormal. B, larva con pigmentacion
normal.

Los organismos mantenidos en 27°C no presentaron cambios evidentes
en su anatomia a partir del dia 28 DE, donde la mayor parte de la poblacién se

encontrd en estadio IX.

VI.VI Sobrevivencia
Debido al tamano de las larvas y al proceso de descomposicion tan

acelerado no fue posible realizar estimaciones de la mortalidad instantdnea
durante las etapas tempranas de desarrollo. Al inicio del ensayo se sembraron
1500 larvas por estanque y se volvieron a contar hasta el final del experimento.
No obstante de la dificultad para observar la mortalidad, se identificaron
momentos criticos en el desarrollo del cultivo que se tradujeron en una

disminucion evidente de la poblacién. El primero fue durante y al término de la
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absorciéon del saco vitelino; un segundo evento ocurrid cuando los organismos
abrieron la boca y comenzaron a comer (primera alimentacion). El tercer
evento de mortalidad se observd durante la metamorfosis y la intensidad del
mismo parece estar relacionada a la temperatura. El cuarto evento se presentd
al comienzo del destete, cuando se sustituyd el alimento vivo (nauplios de
Artemia), por la dieta microparticulada.

La sobrevivencia fue baja, con porcentajes de 1.6, 2.2, 2.4, 7.3, 0.8% para
T15, T18, T21, 124 y 127, respectivamente. La mayor sobrevivencia se registrd en
T24.

Se registro una padecimiento patoldégico a los 111 DDE provocada
presuntamente por un protozoario (Uronema marinum) y que ocasiond lesiones
en la piel, parecidas a una quemadura y que necrosaron las membranas
interradiales de las aletas, mermando la salud de los organismos hasta el
termino del experimento (Fig. 12 A y B). Ademds, los organismos fueron
atacados por bacterias (no determinadas) cuando ya se encontraban débiles,
esto ocurrid en los tratamientos de T21, T24 y T27 donde se tenia un mayor
numero de juveniles. Se realizaron disecciones desde el momento de la
aparicion de las enfermedades hasta el término del experimento. En las
disecciones efectuadas a los organismos afectados por los patdgenos, se
encontré una coloracién casi blanca en el higado y con una consistencia
porosa y quebradiza. El rindn estaba muy afectado en varios de los juveniles al
grado de tener una consistencia casi liquida. Ademds, el tracto digestivo se
encontrd vacio y en algunos casos se encontré una especie de quistes. Se tomd
sangre de varios organismos y se observd una gran cantidad de bacterias
detectadas a una amplificacion de 1000X.

Para tratar de erradicar el protozoario, se aplicaron banos de cloroquina
a una concentracién de 10 mg/I por 5 h cada 10 dias.

También se utilizd oxitetraciclina a una concentracion de 50 mg/I para
eliminar las bacterias que proliferaron en las heridas abiertas de los juveniles de
lenguado. Para su aplicacién se siguid el mismo procedimiento que con Ia

cloroquina (Noga, 2000).



Figura 12. Juveniles del lenguado de California, Paralichthys
californicus, de 111 DDE con lesiones en la piel, indicadas
con las flechas.
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VI. VII Diferenciacién sexual

Con la finalidad de identificar el momento en que ocurre la
diferenciacién de las génadas, se recolectaron muestras de las larvas y se
efectuaron cortes histoldgicos, sin embargo, no se observd claramente este
evento.

En los cortes realizados en organismos post metamorficos (46 DDE)
cultivados en T18 se observd el primordio gonadal situado entre los conductos
mesonefricos y el tracto digestivo. La histologia de la gbnada se caracteriza por
las células somdticas que tienen su origen en la pared del peritoneo y que

rodean a las células germinales primordiales (CGP) (Fig. 13).

Figura 13. Primordio gonadal de Paralichthys
californicus a 46 DDE y cultivado a 18°C. Cg
(cel. germinales), Cs (cel. somdaticas), td
(tracto digestivo) 400X.
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Para la ubicacion de las génadas en las larvas y después en los juveniles
del lenguado se requiri®6 de mucho tiempo y varios cientos de cortes
histolégicos, debido a lo dificil que fue encontrar una estructura tan pequena
colocada en una posicidn tan singular. Para localizar las gonadas se pueden
utilizar como referencia los radios de las aletas. Después de 214 DDE la gdnada
se puede ubicar en la parte distal de la cavidad abdominal, estrechamente
ligada por tejido conectivo a la region terminal del rindn (Fig. 4) entre los radios
8y 11 de la aleta anal y entre el 25y 28 de la dorsal. Durante la diseccion de los
juveniles las gobnadas fueron evidentes a simple vista. Las gbnadas derecha e
izquierda son dos érganos independientes en esta etapa del desarrollo y se
unen en la regidon terminal del rindn y el extremo distal, que se constituird en los
conductos gonadales (ovdrico o espermdtico), se extienden hasta la region
urogenital. Ademds, los I6bulos de la génada estdn adheridos a la vejiga, uno a
cada lado. Las génadas son pareadas con una coloraciéon blanca-amarilla y
tienen una forma singular parecida a una “Y" recostada, con una prolongacion
hacia la parte posterior del pez, esta caracteristica se observd en los juveniles
sacrificados (Fig. 4). En los organismos de mayor talla se observd una pequena
cavidad que albergaba la diminuta prolongacidn, en los peces pequenos solo
fue una ligera depresion la que albergd a las génadas. El desarrollo de las
gonadas se correlacionéd directamente con la talla del organismo. Los
gonoductos fienen una coloraciéon amarilla clara translucida y se disponen
paralelos al uréter.

El andlisis histologico, empleando el método de congelacion, de las
goénadas de los juveniles que se sacrificaron el dia 214 DE, reveld que el 100% de
los organismos analizados se diferenciaron como machos en las cuatro
temperaturas muestreadas (Tabla V).

Los organismos sometidos a 18°C presentaron el menor desarrollo
gonddico de las cuatro condiciones. Se encontré un gran numero de CGP que
se multiplican mediante mitosis, ademds de mayor abundancia de células
somdticas y de estroma, lo cual constituyd un tejido uniforme sin que se

resaltara ninguna estructura. En las gbnadas con mayor grado de desarrollo de
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este tratamiento se pudo ubicar la formacién de I6bulos seminales poblados
por espermatogonias.

El grado de desarrollo gonadal de los lenguados cultivados a 24°C fue
mayor. Fue evidente la formacion de los I6bulos seminales, que contenian las
espermatogonias, separados por una capa fibrosa de tejido conectivo.
Ademds, se encontraron vasos sanguineos entre los lI6bulos seminales. En las
génadas con mayor desarrollo dentro de los Idbulos seminales se encontraron
nidadas de células, probablemente espermatocitos de primer y segundo orden
(Fig. 14).

No se pudo evaluar el sexo de los organismos que se mantuvieron en T15

debido a que eran muy pequenos y fue muy dificil localizar la génada.

Tabla V. Proporcion sexual de los juveniles del
lenguado Paralichthys californicus cultivados
hasta el dia 214 DE en diferentes condiciones

térmicas.
Tratamiento (°C) % machos N
15
18 100 33
21 100 33
24 100 33

27 100 30
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Figura 14. Corte histolégico de la gonada de un juvenil
del lenguado Paralichthys californicus de 214 DDE vy
cultivado a 18°C. Esg: espermatogonias; Nd: nidada de
células. 400X.

Con la finalidad de confirmar el diagndstico obtenido a los 214 DDE, se
realizé un segundo andlisis a los 243 DDE. El poder de resolucidén que se puede
obtener utilizando técnicas histoldgicas de inclusion en parafina y tinciéon, es
mayor a la que se obtiene utilizando la técnica de congelacidn y corte en el
criostato, es por ello que este segundo andlisis fue mds preciso. Para este andlisis
ya no contdbamos con juveniles cultivados en T27, por ello no fue identificado
el sexo en este fratamiento a esta edad.

Mediante esta técnica se observd una poblacién de organismos con un
desarrollo gonadal temprano, en donde predominaban las CGP junto con
células somdticas y tejido conjuntivo. La apariencia de la gbénada en esta
etapa de desarrollo constituyd un tejido uniforme sin que se resaltara ninguna
estructura. Estas caracteristicas se presentaron en organismos de los
tratamientos T15, T21 y 124, siendo T15 el que presentd el mayor porcentaje de

machos (85.7%) con un estadio de desarrollo gonddico temprano (Tabla VI). En
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el resto de los juveniles de estos tratamientos se olbservaron los I6bulos
seminales, que contenian las espermatogonias, separados por una capa fibrosa
de tejido conectivo (Fig. 15 B). Ademds, dentro de los Idbulos seminales se
encontraron nidadas de células, probablemente espermatocitos de primer y
segundo orden. El 100% de los lenguados analizados del tratamiento T18

presentd estas caracteristicas.

Tabla VI. Proporcién sexual de los juveniles del lenguado
Paralichthys californicus cultivados hasta el dia 243 DE en
diferentes condiciones térmicas.

Tratamiento % % machos N % de la
(°C) machos con poblacién
definidos desarrollo analizada
temprano
1 14. 7
° 3 85 16 22.2
18 100
30 29.7
21 . .
63.3 36.6 30 273
24 93. 7
3.3 é 30 9.09
27

En algunos de los juveniles de lenguados sacrificados a los 243 DDE se
llegd a observar un mayor grado de desarrollo gonadal, particularmente en
aquellos cultivados a 24°C. Ademds de las nidadas de espermatocitos de
primero y segundo orden se pudieron identificar espermatides e incluso es
posible que las gbnadas estuvieran pobladas con espermatozoides viables (Fig.
15 A).

En organismos con mayor desarrollo se observaron los tubulos seminales,
que permiten el paso a los espermatozoides hacia el conducto deferente y

después al poro genital (Fig. 15 C y D).



Figura 15. Diferentes etapas de desarrollo de la gdbnada de los juveniles
del lenguado Paralichthys californicus de 243 DDE, cultivados a 24°C. Esg:
espermatogonias; Esm . espermatocito primario; Esll: espermatocito
secundario; L s: I6bulo seminal; T: tubulo seminifero; C d: conducto
deferente; e: espermatidas y ez espermatozoides. A) 1000X, B) y C) 400x y
D) 100X.

VII. VIl Efecto de los esteroides

Los organismos alimentados con la dieta enriquecida con esteroides se
sacrificaron para identificar su sexo después de 222 dias de la eclosion (Tabla
VII). El andilisis de varianza determino que existian diferencias significativas en el
crecimiento en longitud (p<0.001) y en peso (p<0.001).

Para determinar el sexo los juveniles se analizaron todos los organismos de
los tres tratamientos. El resultado en los tratamientos fue de 100% machos. Estos

organismos presentaron un grado de desarrollo gonadal similar a lo encontrado
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en los juveniles de 214 DDE. La sobrevivencia mayor para el experimento se

encontrd en el tratamiento PosMe con 30%.

Tabla VII. Proporcion sexual de los juveniles del lenguado Paralichthys
californicus cultivados hasta el dia 222 DE después de haber sido alimentados
con MT.

% de la
% % poblacién
Tratamiento Long mm Peso gr Sobrevivencia N machos analizada
PreMe 93.6x14.1a 92+46a 15.6 14 100 100
PostMe 113.3x164b 15.6+6.2b 30 27 100 100
Juve 119.0£12.7b 19.0+57b 2.2 2 100 100

Superindices diferentes indican diferencias (p<0.05)
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VIII. DISCUSION

Las temperaturas empleadas en cada uno de los tratamientos fueron
significativamente diferentes entre si. Sin embargo, se registraron fluctuaciones
durante el periodo experimental, aungque estas fluctuaciones fueron similares en
todos los tratamientos. Es importante mencionar, que las fluctuaciones que se
registraron al inicio del experimento y hasta el dia 43 DE ocurrieron durante el
verano, que fue la estacidon mas calurosa del ano en esta regidén del pais.
Durante ese periodo la temperatura ambiente oscild entre los 15 y 31°C,
ocasionando que el agua del sistema de recirculaciéon presentara temperaturas
de hasta 24°C en la enfrada de los tanques de cultivo, causando un
incremento de femperatura en los tanques con los tratamientos de
temperatura menores a 21°C. Sin embargo, durante el experimento los
organismos permanecieron por lapsos cortos (dos dias) en temperaturas
superiores o inferiores a las programadas y resulta poco probable que
exposiciones cortas a temperaturas distintas provogque un cambio en el

desarrollo de los organismos, principalmente durante la diferenciacion sexual.

VIIl.I. Efecto de la temperatura durante el periodo de incubacién y previo al
inicio del experimento

La temperatura es el factor abidtico mds dominante sobre los sistemas
biolégicos, el cual contfrola entre ofros factores, la ingesta de alimento, el
crecimiento y las reacciones bioquimicas de los seres vivos, por lo que estd
infimamente ligado con el metabolismo de los organismos (Brett 1979).

Muchas especies tienen un patrén de crecimiento que se correlaciona
positivamente con la temperatura, hasta alcanzar el mdximo, que coincide con
la temperatura optima. Sin embargo, esta tendencia no se mantiene de forma
lineal, debido a que un incremento mds alld del éptimo, puede tener efectos
negativos. La temperatura éptima de crecimiento aumenta a medida que la
especie se aclimata a un ambiente de mayor temperatura y viceversa
(Calderer, 2001). Es por ello que desde el punto de vista acuicola, resulta

importante conocer el efecto de la temperatura sobre la biologia de las
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especies, para lograr obtener los mejores rendimientos en términos de
crecimiento el menor tiempo de cultivo.

En este frabaqjo, los huevos de lenguado se incubaron a 20°C hasta el
momento de la eclosidén, una condicidon de igual forma que lo reportado por
Gisbert et al. (2002) para esta especie. Posteriormente, durante el periodo
comprendido enfre el momento de la eclosidén y los 12 dias DE (inicio del
experimento) se mantuvo a 16.3°C, debido a la temperatura del laboratorio y al
poco recambio de agua en esta etapa del cultivo. Gadomski y Caddell (1991),
encontraron un desarrollo normal en las larvas de P. californicus que fueron
incubadas en 12, 16 y 20°C. La condicién para el desarrollo temprano en
nuestro trabajo es inferior al intervalo de 18 a 20°C utilizado para P. olivaceus
(Dou et al. 2004). En contraste, P. lethostigma se cultiva en temperaturas de 12y
18°C, sin un efecto en el crecimiento entre ambas condiciones térmicas (Daniels
et al. 1996). Incluso se han mantenido hasta a 2°C por dos dias antes de morir
(Prentice, 1989). Por su parte, Burke et al. (1999) incubaron los huevos de P.
dentatus entre 15 y 16°C por espacio de 4 dias y después de la eclosidon los
organismos se mantuvieron 8 dias a 18°C. Durante las etapas tempranas de su
vida, el lenguado de California utiliza las zonas protegidas como dreas de
crianza y como adulto cambia su habitat migrando primero hacia las bahias y
después a aguas mas profundas, por lo que se ha clasificado como una
especie costera-estuarina (Allen y Smith, 1998). La distribucion de P. calinornicus
en las zonas estuarinas de la localidad de Punta Banda en Baja California,
México esta asociada con un intervalo de temperatura de 14 a 24°C a lo largo
del ano (Lépez-Rasgado, 2006). Basado en estas experiencias y con los
resultados obtenidos en el presente trabagjo, se puede concluir que la
temperatura de 16.3°C, en la que se mantuvieron las larvas entes de iniciar los
tratamientos no ocasiono ningun problema para el crecimiento de los

organismo

A principios de primavera, la temperatura del mar frente a la costa, en la
region donde habita el lenguado de California, varia entre los 12 y los 19°C

(Kramer, 1990) y es en esta temporada del ano cuando se registran los desoves
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de esta especie (Lavenberg et al. 1986). Los huevos permanecen en la columna
de agua y son arrastrados hacia la costa donde eclosionan después de dos
dias (Gadomski et al. 1990). Las larvas que son arrastradas a las bahias donde el
agua es mds calida y presentan condiciones ventajosas para la alimentacion,
supervivencia y crecimiento, con temperaturas entre 17 y 23°C. La temperatura
durante el periodo inicial del experimento (16.3°C), se encontré por debajo de
este intervalo térmico. Sin embargo, no se pudo determinar si la temperatura

inicial provoco un efecto negativo sobre el crecimiento de las larvas.

VIILII. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento

La temperatura de cultivo tuvo un efecto directo sobre el crecimiento de
los organismos. Gadomski et al. (1990) mencionan que los organismos
mantenidos a femperaturas superiores presentan la metamorfosis a una edad
mds temprana y alcanzaron una mayor talla en menor tiempo. En el medio
natural las larvas migran hacia las zonas de crianza con temperaturas
superiores, las cuales otorgan mejores condiciones ambientales para un
crecimiento mayor. Asi, como una estrategia adaptativa al crecer a mayor
velocidad tienen menores probabilidades de ser depredados. El efecto de la
temperatura sobre el crecimiento de las larvas fue evidente desde la primera
biometria con tan solo 10 dias bajo las condiciones experimentales (23 DDE), los
organismos de los tfratamientos 124 y 127 tuvieron las tallas mayores.

El efecto de la temperatura sobre el crecimiento en este experimento se
debe en gran medida al tiempo de exposicion, ya que después de 183 dias de
exposicion bajo distintas condiciones térmicas, se presentd una diferencia
maxima en la longitud del 44.2% entre los grupos de organismos mds grandes y
mds pequenos expuestos a las diferentes temperaturas. Dou et al. (2003),
mencionan que la variacion de tallas en los peces planos jovenes se debe a
factores ambientales principalmente la temperatura.

La temperatura de 15°C ocasiono un crecimiento casi nulo hasta el dia
63 DE. Esta temperatura fue capaz de retrasar el crecimiento a un punto tal de

frenarlo totalmente. Estos organismos se alimentaban muy poco en
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comparacion con los ofros de la misma talla pero cultivados a temperaturas
superiores y aungue no se cuantificd su condicién, fue evidente que se
encontraban en una condicién subdptima. La exposicion de las larvas y
juveniles a bajas temperaturas puede reducir su tasa de ingestion (Malloy y
Targett, 1991), no obstante que mantienen un nivel bajo de requerimientos
metabdlicos y actividad, resultando en un efecto negativo sobre el
crecimiento. Ademds es posible que los organismos del presente estudio se
mantuvieran en una condicién de estrés créonico, que puede detener el
crecimiento (Pankhurst y Van Der Kraak, 1997 y Procarione et al. 1999).

Para el dia 60 DE, los organismos cultivados T27 crecieron mds. Es posible
que esta temperatura haya sido la mds favorable para organismos de esta
edad al maximizar sus funciones fisioldgicas. Sin embargo, aproximadamente a
los 63 DDE, la tasa de crecimiento comenzd a disminuir y fueron superados por
los cultivados en T24. De igual forma ocurrié con estos Ultimos alrededor de los
158 DDE, cuando fueron alcanzados por los de T21. La ingestion y el crecimiento
mdaximo ocurre en el intervalo de temperaturas dptima y disminuyen cuando la
temperatura estd por encima del intervalo éptimo (Alamar et al. 2001).

A medida que el lenguado de California crece, busca temperaturas mas
frias. En este sentido, Kramer (1991) determiné que existe una relacion directa
entfre la talla de los lenguados y la profundidad a la que habitan lo que esta
relacionado a una preferencia térmica, también se ha encontrado que a
mayor profundidad menor temperatura (Yanez et al. 1995). En un estudio
realizado en peces planos se observd que dependiendo de la talla de los
organismos existe una temperatura 6ptima para el crecimiento, donde la
eficiencia alimentaria es superior y esta disminuye con el incremento de la
longitud del organismo (Bjoérnsson y Tryggvadottir, 1996). Los organismos de los
distintos fratamientos del presente experimento contaban con una longitud
entre los 107 y 127 mm, enconfrdndose cerca de la longitud a la cual inician la
migracion en el medio natural a zonas mas frias.

En su ambiente natural, los lenguados pequenos buscan la costa con
aguas mas calidas, debido a que alli se encuentran mayores concentraciones

de sus presas habituales (Allen, 1990; Innis, 1990 y Madon 2002). Por otro lado, los
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juveniles enfre los 15 y 20 cm de LT, migran hacia aguas ocednicas mas
profundas con menores temperaturas (Kucas y Hassler, 1986) y se les considera
como estenotérmicos al igual que los adultos, ya que son menos tolerantes a los
cambios de temperatura.

De acuerdo a Davis y Parker (1990), las altas temperaturas provocan en
los peces un estrés fisioldgico que se traduce en una disminucién de la presidon
osmotica y un decremento de electrolitos, lo que ocasiona un gasto energético
para tfratar de compensar este problema, cuando dicha energia podria ser
utilizada para el crecimiento.

Lo que se puede concluir de los resultados de este experimento en los
tratamientos 124 y 127, es que tiempos largos de exposicion (mds de seis meses)
a temperaturas elevadas no resultan adecuados, debido a que la velocidad
de crecimiento disminuye.

Cuando los organismos alcanzaron alrededor de 90 mm de longitud
total, comenzaron a presentar un comportamiento de nervioso con
movimientos repentinos y bruscos que en ocasiones concluia en la salida de los
peces del estanque, cada vez que alguien se acercaba al drea de cultivo para
alimentarlos o para efectuar la limpieza diaria. Es posible que esta causa
aunada el efecto de los tratamientos por temperatura afectara de forma
negativa el crecimiento del lenguado de Cadalifornia. Esto se comenzé a
presentar primero en los fratamientos 724 y 127 aproximadamente a los 123 DDE
y después en T21 y por ultimo en T18. En los culfivos existen diversas variables
que pueden ser estresores para los organismos, tales como: temperatura, el
manejo de los organismos, la intensidad de la luz y la densidad (Marcaccio y
Specker, 2004).

En algunas especies de peces planos se han registrado TEC entre 2.4 y
3.5% (Malloy y Targett, 1991 y Irwin et al. 1999). Conklin et al. (2003), reportaron
una TEC de 1.16 para el lenguado de California con un peso entre 0.2y 4.2 g
cultivados a 21°C, una TEC superior a la encontrada en el presente experimento
a 15°C e inferior a la registrada en todos los demds tratamientos de

temperatura. Merino et al. (2007), encontraron en organismos de 100 mm de P.
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californicus TEC entre 1.18 y 0.88% de ganancia de peso/dia, cuando fueron
cultivados a 22°C, estos resultados son superiores a lo encontrados para 721, 124
Y T27 e inferiores hasta en un 25% a reportado para T18, cuando los organismos
presentaron alrededor de 100 mm. Burke et al. (1999) mencionan que la tasa de
crecimiento y el desarrollo se modifican con la temperatura, a mayores
temperaturas sin que se exceda el limite de la especie, las tasas de crecimiento
son mds elevadas y ocurre un desarrollo mdas rapido de los organismos. Las tasas
de crecimiento individual pueden ser utilizadas para evaluar la calidad del
habitat, lo que permite suponer que las bajas tasas de crecimiento reflejan
condiciones inadecuadas para los peces. Una de estas pudo ser el color del
fondo del tanque (entre rojo y marrdn), debido a que los lenguados no se
podian mimetizar con su entorno. Turner (2008), observo que en larvas de P.
lethostigma, el color del fondo de los tanques de cultivo tienen un efecto sobre
el crecimiento, colores claros son menos favorables, mientras que el color gris y
negro son mds indicados. Es posible que al no poder mimetizarse con el medio,
temperatura, el manejo de los organismos, la intensidad de la luz y la densidad,

esto se convierta en una condicién estresante para las larvas.

Después de que ocurridé el asentamiento de la mayoria de los lenguados,
se observaron organismos pequenos que no habian completado la
metamorfosis, con una coloracion mds oscura y con las aletas danadas (con
una apariencia deshilachada) y en aquellos tratamientos con mayor
temperatura, se mantenian nadando en la columna de agua, incluso después
de 45 DDE, que es el tiempo en el que normalmente la metamorfosis ha
concluido y se encuentran asentadas en el fondo, estos tanques tenian las
mayores densidades, vy las altas densidades de cultivo se correlacionan con
alteraciones en el proceso de asentamiento (Bolsina et al. 2006). La conducta
agresiva de los peces de mayor tamano sugiere que fue la causa del dano a
las aletas, por esta razdn los organismos pequenos fueron retirados de los
tanques de cultivo, de no ser asi hubieron sido devorados o asesinados por sus

congéneres en un par de dias, como estaba ocurriendo.
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La conducta agresiva de los organismos de mayor tamano, se presentd
sobre todo durante la alimentacion y en los periodos comprendidos entre la
Ultima alimentacién del dia y la primera del siguiente. Este tipo de conducta
entrana una jerarquia social basada en la dominancia y la subordinacion. La
dominancia jerdrquica se desarrolla en un cultivo debido a la competencia
infraespecifica y provocan una disminucidén en el crecimiento y un incremento
en la variaciéon de las tallas de la poblacion en cultivo (Alanara, 1997 y Schram
et al. 2006). Los organismos dominantes pueden desarrollar una mayor
capacidad para alimentarse y por lo tanto crecerdn mds, mientras que en los
organismos subordinados aumenta el estrés, el dano en las aletas, se altera la
tasa metabdlica e incluso se incrementa la mortalidad. Existen distintos factores
que originan esto, los principales son: la temperatura del agua, la racion
alimenticia y la densidad de cultivo (Dou et al. 2003).

Dou et al. (2004) mencionan que no existen jerarquias cuando los
organismos del lenguado Japonés son pequenos, pero se incrementan en
relacion con la talla y estdn determinadas por el tamano de un pez respecto a
sus congeneres. Ademds, el efecto de la talla sobre la dominancia jerdrquica
podria variar con la etapa de vida de los peces, asi como por las condiciones
ambientales. En los peces pequenos de 0.37 a 1.07 g se pueden registrar hasta
un 37% de mortalidad en presencia de organismos grandes (Dou et al. 2004). En
los tratamientos donde el crecimiento fue mayor (121, 124 y T27) se observd una
poblacion con dominancia jerdrquica, lo que ocasiond una disminuciéon en la
canfidad de organismos, debido a que su comportamiento no solo fue
dominante, evitando que los peces pequenos comieran, sino que también se
observd que los peces grandes practicaron el canibalismo constantemente.

En la poblacién de los organismos cultivados a 15°C no se registré la
dominancia jerdrquica, ademds cabe senalar que estos peces prdcticamente
no presentaban movimiento incluso cuando se alimentaban, indicando que
esta temperatura es desfavorable para el crecimiento en esta etapa del
lenguado de California. Lasswell et al. (1977), no observaron canibalismo entre

las larvas postmetamaorficas de P. lethostigma a una densidad de 7/1'y 18°C.
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VIILII. Sobrevivencia

Las larvas de lenguado pasan por etapas criticas durante su desarrollo: la
primera es la eclosion y absorcidon del saco vitelino, después, la primera
alimentacion. En los peces planos otra etapa critica es la metamorfosis.

En este experimento no se pudo determinar con certeza la mortalidad
durante cada etapa critica, debido a que las larvas son muy pequenas y
fragiles. Sin embargo, fue evidente que durante la absorcion del saco vitelino y
la primera alimentacion murieron gran cantidad de larvas. Smigielski (1975),
reporta altas mortalidades (90-25%) en P. dentatus al momento de la primera
alimentaciéon, pero no determind la causa. De acuerdo a Tagawa et al. (2004)
la primera gran mortalidad ocurre después de la absorcion del saco vitelino y el
inicio de la primera alimentacion, solo el 50% de las larvas sobrevive después de
12 dias. Esta etapa se considera una de las mds criticas en el cultivo de peces
marinos y una posible explicaciéon es la baja calidad de los huevos desovados,
lo que conlleva una deficiencia de nutrientes en las larvas y recién eclosionadas
causando altas mortalidades (Burke et al. 1999). También, es probable que el
primer alimento (i.e., rotiferos) proporcionado a las larvas sea nutricionalmente
inadecuado, ya que los rotiferos son naturalmente deficientes en dcidos grasos
altamente insaturados (HUFA's) con respecto a los requerimientos de las larvas.
Asi mismo, las larvas quizd no los puedan consumir adecuadamente, debido a
un mayor famano y velocidad de la presa o por falta de visibilidad de las larvas.
Por su parte, Gisbert et al. (2003), determinaron el punto de no retorno en el
lenguado de California entre los 6 y 8 DDE a 18°C. Es probable que todos estos
factores se agruparan para ocasionar la primera mortalidad importante en la
poblacion en cultivo del lenguado de California.

La siguiente etapa critica de la mortalidad en el desarrollo se dio durante
la metamorfosis, que involucra la transformacion de las larvas peldgicas en
peces bentdnicos asentados en el fondo con poco movimiento. Este proceso
tuvo desfase en los distintos fratamientos, por el efecto de la temperatura de
cultivo, iniciando alrededor de los 20, 22, 33 y 67 DDE para las larvas cultivadas
en 124 y 127, 121, T18 y T15, respectivamente. Bolosina et al. (2006), reportan

altas mortalidades en P. olivaceus cultivados en 18°C después de 30 DDE.
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Durante este periodo, también se observa un incremento en la mortalidad,
producto del comportamiento de canibalismo durante el periodo de
asentamiento (Burke et al. 1999 y Fairchild y Howell, 2001).

En el cultivo de larvas de peces marinos, otra de las etapas criticas
ocurre durante el destete, cuando se cambia el alimento vivo (nauplios de
Artemia) por una microdieta formulada, la cual resulta menos atractiva para los
peces, provocando que no se alimenten y que mueran por inanicion.

Al momento del destete, en los tratamientos T18, T21, 724 y 127, los
organismos contaban con una talla mayor a 9 mm, por lo cual fue mds sencillo
contabilizar la mortalidad, ya que los organismos muertos eran visibles
facilmente y fueron retirados de forma manual de los tanques de cultivo. Al
igual que ocurrié durante la metamorfosis, la mortalidad durante el destete se
desfasd con respecto a la temperatura, iniciaimente fue evidente en los
organismos que se cultivaron en T27. Los peces que no aceptaron la dieta
formulada murieron por inanicién después de unos dias y otros mds fueron
presas de sus congéneres de mayor talla, que si aceptaron la dieta formulada.
Los resultados finales de mortalidad de este experimento se encontraron entre
99.2'y 92.7%. Estas mortalidades son comparables a las reportadas por Smigielski
(1975), para P. dentatus, ya que alcanzan mortalidades entre 90-95%.

Después de estas etapas criticas del desarrollo, no se encontraron
organismos muertos, por lo que la mortalidad disminuyd a medida que la talla
de los lenguados se incrementd. Sin embargo, a los 111 DDE se registraron
lesiones provocadas por un protozoario presuntamente (Uronema marinum).
Ademds, los organismos se debilitaron con el paso de los dias y aparentemente
fueron infectados por bacterias (no identificadas), esto ocurrid en los
tratamientos 121, 124 y T27 donde se tenia un mayor nUmero de juveniles.
Bolosina et al. (2006), reportan un crecimiento pobre en organismos de 46 DDE y
un incremento en la incidencia de enfermedades en cultivos densidades de
9100 organismos/m2. Martinez-Tapia y Ferndndez-Pato (1991), reportaron
problemas de enfermedades en Scophtahalmus maximus provocados por
Aeromonas spp Y Pseudomonas spp que provocaron altas mortalidades en sus

cultivos. Los problemas patoldgicos encontrados en los organismos durante el
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presente bioensayo resaltan la necesidad de estudiar aspectos de sanidad vy
patologia en esta especie, debido a que las soluciones empleadas para tratar
de erradicar las enfermedades no dieron buenos resultados. No obstante
algunos presentaron mejorias, sin embargo a menudo se registraron nuevos

brotes de la enfermedad en la poblacion en cultivo.

VIILIV. Efecto de la temperatura en el desarrollo ontogénico

Analizando el desarrollo ontogenético de los organismos cultivados bajo
las distintas condiciones térmicas, se observd que fue similar al inicio del
experimento en todas las larvas, y se caracterizd por la aparicion de los
melandforos a lo largo del notocordio. Se han encontrado melandforos a partir
del dia 6 DE y estos se incrementan en niUmero en todas las regiones del cuerpo
con el paso de los dias (Gisbert et al. 2002). Burke et al. (1999), reportan
hipomelanosis en cerca del 10% de los juveniles de P. dentatus y observaron
una relacién inversa con respecto a la temperatura. En el presente estudio, no
se cuantificd el porcentaje de organismos no pigmentados, no obstante, fue
evidente que una fraccién de los organismos cultivados en las diferentes
condiciones térmicas tuvo alguna anomalia pigmentaria. Sin embargo, con el
paso de los dias los peces con hipomelanosis comenzaron a desarrollar
pigmento en las dreas del cuerpo que en un principio no lo tenian, al grado de
guedar completamente pigmentados, aungque con un tono mds oscuro que el
de la poblacién normal.

El desarrollo de las larvas del lenguado de California varié con respecto a
la temperatura, siendo mads lento en T15. Burke et al. (1999), encontraron que
existid una correlacién positiva entre la metamorfosis de las larvas y la
temperatura de cultivo, la cual se presentd el dia 20, 25 y 30 DE para 22, 20 y
18°C, respectivamente. La influencia de los factores ambientales sobre el
crecimiento continUa mas alléd del proceso de la metamorfosis hasta el final de
la vida (Cushing, 1990).

Los juveniles del lenguado de California se asientan cuando tienen una

longitud entre 7 y 12 mm de longitud estandar (Allen et al. 1988; Moser, 1996;
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Burke et al. 1999). De acuerdo a Gisbert et al. (2002), los organismos bien
alimentados y con un rdpido crecimiento completan la metamorfosis después
de 42 DDE cuando se cultivan a 18°C. Por ofro lado, Daniels et al. (1996)
encontraron que la metamorfosis se lleva a cabo entre en la mayoria de los
organismos cuando fienen una longitud total enfre 10 y 16 mm, no obstante,
aquellos de menor longitud, que no completan la metamorfosis a esa talla, lo
hacen después de 90 DDE, pero con tan solo 8 mm de LT. En el ambiente
natural las larvas inician el proceso de metamorfosis entre los 7 y 10 mm y
posteriormente se asientan en los estuarios o zonas costeras (Allen, 1988).

En este estudio, el desarrollo de los organismos fue afectado por la
temperatura de cultivo, ya que aquellos que se cultivaron en T24 y T27 lograron
la metamorfosis a los 28 DDE, los de T21 a los 33 DDE, los de T18 a los 44 DDE y
por ultimo los de T15 completaron la metamorfosis a los 99 DDE. La longitud de
los organismos durante esta etapa coincididé con lo reportado por otros autores.
Sin  embargo, existieron pequenas diferencias, ya que mientras en los
organismos de T21, 124 y 127 la metamorfosis ocurrié cuando tenian una longitud
entre los 9.3y 10.2 mm, los de T18 tenian 11.13 mm y por Ultimo los de T15 tenian
15.45 mm, una longitud 39.8% mas grande que la registrada en las temperaturas
mdads elevadas. La cadena de eventos en el desarrollo morfolégico de las larvas
del lenguado de California fue similar a la descrita por Gisbert et al. (2002) a
18°C.

En resumen, la temperatura de cultivo puede reducir el tiempo vy la
longitud en la cual los organismos completan la metamorfosis, lo cual se puede
utilizar como una herramienta para mejorar el cultivo de la especie, debido a
que se puede extender o acortar la etapa larval, logrando un abastecimiento
de crias por mucho mds tiempo e incluso, se podrian tener organismos listos
para sembrarse en condiciones de engorda en los meses donde ya no se
pueden obtener huevos y/o larvas. De esta forma se tendria un abastecimiento
constante de larvas durante todo el ano.

Otra ventaja de reducir la duracidon de cultivo larval es el costo de
produccion de cada larva, ya que al reducir el tiempo estimado para el

destete, se requerird por menos tiempo de rotiferos y artemia, lo que conlleva a
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la reduccién en los costos. Pero se debe tomar en cuenta el tiempo de
exposicion de los organismos a altas y bajas temperaturas, ya que fue evidente
que tiempos prolongados tienen un efecto negativo sobre el crecimiento y la
sobrevivencia.

Para reducir el tiempo de cultivo, se propone mantener a los organismos
en 27°C durante aproximadamente 50 DDE, calculando la racidon alimenticia
adecuada. Después, reducir la temperatura gradualmente (tres dias) hasta
24°C por espacio de 30 dias, al termino de este tiempo los organismos se deben
mantener en su temperatura preferida, alrededor de 18°C, porque es donde
realizan con mayor eficiencia los procesos metabdlicos de obtencidn,
conservacion vy utilizacion de la energia para el mantenimiento y crecimiento
corporal (Esquer, 2006).

Si lo que se busca es extender la etapa larvaria, logrando un
abastecimiento de crias por mucho mds tiempo e incluso, tener organismos
listos para sembrarse en condiciones de engorda en los meses donde ya no se
pueden obtener huevos y/o larvas, lo cual resulta conveniente ya que se
pueden mantener gran numero de organismo en poco espacio. Para ello se
sugiere lo siguiente: reducir la temperatura a 15°C hasta por 80 dias, durante
este tiempo la mayoria de los organismos aun no habrdn terminado con la
metamorfosis. Después serd recomendable elevar gradualmente (20 dias) la
temperatura a 27°C vy repetir la secuencia utilizada para reducir el tiempo de
cultfivo.

En una prueba realizada en forma paralela a este experimento, a una
muestra de organismos que se cultivaron a 15°C por 85 dias, se les elevd la
temperatura del agua a 18 y 21°C, entonces se registré un incremento en la
tasa de crecimiento, superior a la registrada en 15°C. Esto sugiere que esta
especie evidencié el fendbmeno conocido como crecimiento compensatorio.
Este proceso se lleva al cabo cuando se presenta una fase acelerada de
crecimiento después de un periodo de condiciones desfavorables y se
reestablecen las condiciones favorables para su desarrollo (Ali et al. 2003). A la

luz de esta informacion, se necesitan realizar estudios complementarios para



62

establecer los tiempos en los cuales es posible estimular el crecimiento
compensatorio en organismos cultivados a bajas temperaturas.

Los organismos que se mantienen a bajas temperaturas por un periodo
mayor que 90 dias, llegan al punto de no retorno, después del cual aunque las
condiciones para su crecimiento sean las éptimas, ya no tienen la capacidad
para adaptarse a las nuevas condiciones y su crecimiento es pobre e incluso
mueren, dado que el cambio a un ambiente térmico superior les demanda una
mayor cantidad energia que no tienen disponible.

Es importante recordar que la exposicion a las temperaturas
experimentales ocurrié a partir del dia 14 DDE. Es posible que iniciando antes de
este tiempo se puedan acortar o alargar aun mads los fiempos de cultivo.

Esquer (2006) menciona que P. californicus evita temperaturas superiores
a 26.2°C. No obstante, es necesario explorar el crecimiento del lenguado de
Cdlifornia en temperaturas superiores a los 27°C para reducir los tiempos de

cultivo.

VIILV. Efecto de la temperatura en la diferenciaciéon sexual

Los resultados obtenidos en este experimento con respecto a la
proporcion sexual fueron de 100% machos en las cinco condiciones térmicas.
Con estos resultados no fue posible determinar el efecto de las disfintas
temperaturas sobre la diferenciacion sexual. Por su parte, Kitano et al. (1999),
observaron en una poblacién de hembras ginogenéticas de P. olivaceus, que
cuando se expuso a altas temperaturas, se desarrollaron machos funcionales.
Yamamoto (1999), evalud el efecto de la temperatura sobre la diferenciacion
sexual, empleando progenies de hembras ginogenéticas y poblaciones
normales (1H:1M) de P. olivaceus. Reportd que la proporcion de hembras que
se obtuvieron al exponer a los organismos a temperaturas de 15, 17.5, 20, 22.5,
25y 27.5°C, sigue una tendencia parabdlica, en cuyos extremos es baja, 70 y
0% en la poblacién ginogenética y 20 y 0% en la poblacién normal. Sélo en las
temperaturas medias se desarrolla un mayor porcentaje de hembras. Por su

parte Luckenbach et al. (2003), observaron en juveniles de P. lethostigma una
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proporcion sexual de 1:1 (hembras y machos) cuando los organismos fueron
cultivados a 23°C, mientras los porcentajes de hembras para 18 y 28°C fueron
de 22 y 4%, respectivamente. En el presente trabajo, es probable que la
temperatura inicial de 16.3°C a la cual fueron expuestos los organismos por
espacio de 12 dias, antes de iniciar el experimento haya tenido influencia sobre
la diferenciacién sexual. Sin embargo, como se menciond anteriormente, el
intervalo donde se desarrollaron los alevines en ese periodo esta muy cercano
a las temperaturas presentes en su habitat y las proporciones sexuales en las
poblaciones silvestres son aproximadamente 1:1 (H:M). Por su parte, Tabata y
Gorie (1987), reportaron en P. olivaceus, que sus organismos diploides mostraron
una proporcion de 100% machos. Es posible que en el lapso entre la eclosion y
los 12 DDE en que los organismos estuvieron expuestos a 16.3°C, se pudo inducir
la masculinizacion, de manera similar a lo que ocurre con el lenguado japonés,
ya que cuando se cultiva a 15°C 80% de la progenie es de machos (Yamamoto,
1999).

Yamamoto (1995), por otro lado encontrd que las larvas vy las larvas post
metamorficas estaban sexualmente indiferenciadas y sélo cuando tenian una
longitud enfre 27 y 37 mm, fue posible discernir entre el tejido ovdrico y el
testicular. En este estudio, las larvas de lenguado contaban sélo con un tercio
de esa longitud hasta el momento en que se readlizaron los agjustes de la
temperatura, por lo que estuvieron expuestos a 16.3°C durante ese periodo, sin
embargo, no se pudo determinar el momento de la diferenciacion sexual.
Ademds, este valor térmico se presenta en el medio natural en las dreas de
desove y las proporciones sexuales (hembra:macho) en el lenguado de
California oscilan entre 1:0.68 a 1:4 (Haaker, 1975; Plumier et al. 1983; Navarro-
Mendoza, 1985 y Ramirez-Gonzdlez, 1990).

Luckenbach et al. (2003), reportan para P. lethostigma un porcentaje
aproximado del 45% de hembras cuando se cultivan a 23°C por 243 dias. Por su
parte, Yamamoto (1999), registrd para P. olivaceus porcentajes entre 45 y 20%
de hembras en 25°C. Ambos resultados son superiores a lo encontrado en este

experimento con temperaturas similares.
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Bull (1980), menciona que temperaturas intermedias para las especie con
determinacién sexual ambiental, producen machos en algunas de ellas,
mientras que las temperaturas extremas frias o calientes inducen el desarrollo
de hembras. Baras et al. (2001) y Fujioka (2002), propusieron un modelo lineal de
masculinizacion para Oreochromis niloticus y Carassius carassius grandoculis, en
el cual las temperaturas altas producen un mayor porcentaje de machos. En
algunos peces de la familia Cichlidae, en condiciones normales, se pueden
producir progenies con porcentajes que van desde 0% hasta cerca del 100%
machos (Contreras-Sadnchez, 2001; Phelps y Lee, 2001); no obstante, al
considerar un gran nUmero de eventos reproductivos (varios desoves), el
balance final da como resultado una proporcidon 1:1 entre hembras y machos
(Carvalho et al. 1998).

En P. olivaceus, el periodo critico de la diferenciacion sexual ocurre
cuando fienen longitudes menores a 40 mm y es en esta etapa del desarrollo
cuando los tratamientos con esteroides o la temperatura del agua inciden
sobre el desarrollo de la gdénada (Yamamoto, 1995). Yamamoto (1999),
menciona que el periodo susceptible para la reversion sexual de hembras
genéticas a machos fisiologicos ocurre entre los 20 y 32 mm de LT, no obstante
temperaturas intermedias inducen el menor porcentaje de machos, cerca del
50%. En el lenguado Japonés, se ha observado que la diferenciacion sexual de
hembras genéticas (XX) es inestable y que de forma espontdnea se puede
producir una reversion sexual a machos fisioldgicos, esto puede ser causado por
factores exdgenos, especialmente altas y bajas temperatura. P. olivaceus es
una especie con una diferenciacion inestable influenciada por factores
ambientales. Sin embargo, machos genéticos nunca han sido revertidos a
hembras fisioldgicas mediante el uso de temperatura y ninguno de los
regimenes de temperatura de agua durante el desarrollo larval ha producido
altas proporciones de hembras.

Los resultados obtenidos en P. olivaceus demostraron que ninguna de las
temperaturas fue capaz de inducir un porcentaje mayor al 50% de hembras en

poblaciones normales. Esto concuerda con lo encontrado en este experimento,
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donde las larvas de P. californicus estuvieron expuestos a diversas temperaturas
durante el periodo critico de diferenciacién.

En las distintas especies de lenguado, los ovarios se desarrollan antes que
los testiculos, cuando los organismos tienen una longitud entre 60 y 100 mm
(Yamamoto, 1999; King et al. 2001 y Luckenbach et al. 2003). En este trabajo
todos los juveniles sacrificados tenian longitudes superiores. Es por ello, que
resulta dificil pensar que en la revision del sexo mediante la técnica de
congelacion existiera algin error, debido a que se revisaron mds de 200
organismos previos a obtener el resultado. Esto se comprobd al emplear la
técnica de inclusidon en parafina, donde no se observd ninguna hembra vy si
machos con desarrollo temprano. Ademds, se revisaron empleando la técnica
de congelacién 60 juveniles de mas de 200 mm cultivados el afno anterior a
18°C en el Laboratorio de Peces Marinos del Departamento de Acuicultura y
solo se encontré una hembra.

Una posible explicacion a los resulfados de la proporcion sexudl
obtenidos en este experimento se encuentra en el gen CYP19 (D'Cofta et al.
2001a) que se encarga de codificar la proteina clave para la diferenciacion
sexual, la citocromo P450 aromatasa (Gonzdlez, 2003), la enzima que convierte
a la testosterona en estradiol, induciendo el desarrollo de un ovario (Baroiller y
D Cotta, 2001). Se ha generalizado que la expresion de la aromatasa se reduce
con el incremento de la temperatura, resultando en hembras (XX) revertidas a
machos (Baroiller y D Cotta, 2001). Quizd, debido a que la temperatura del
habitat del lenguado de California esta cercana a los 20°C, es posible que en
los tratamientos T24 y T27 la expresion del gen se interrumpiera o la enzima se
haya desnaturalizado.

Otra explicacién posible del sesgo en la proporcidn sexual es el estrés. Ya
gue una condicidon estresante puede ser provocada por la temperatura, la
infensidad de luz, el manejo, las relaciones intraespecificas e incluso el color del
fondo del tanque de cultivo. Turner (2008), reporta que en los juveniles de P.
lethostigma de 94 DDE, cultivados en condiciones de intensidad luminosa alta y
fondos claros en los tanques de cultivo, causan mayor estrés en los organismos y

esto afectd los niveles de cortisol. El cortisol es el principal glucocorticosteroide
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en los peces y afecta la biosintesis de esteroides incluyendo la conversion de
testosterona a estradiol (Perry y Grober, 2003). Turner (2008), propone que
cuando los niveles de cortisol son elevados, la biosintesis de estradiol es
blogueada por la supresion de la P450 aromatasa, resultando en la
diferenciaciéon sexual de un macho. El estrés provocado por las temperaturas
altas y bajas puede explicar los resultados encontrados en los organismos
cultivados en T15, T24 y T27. Sin embargo, no explica lo ocurrido en las demds
temperaturas. También, fue posible que el estrés en los organismos cultivados en
T18 y T21 blogueara la biosintesis de estradiol.

Lo que es un hecho es que una baja actividad de la expresidon de la
aromatasa durante el periodo crucial de diferenciacion siempre resulta en
masculinizacién independientemente del genotipo y la temperatura (Kwon et
al, 2002). Con el empleo de inhibidores quimicos de la actividad de la
aromatasa, mezclados en el alimento, se puede lograr un alto porcentaje de

masculinizacién en crias de filapia (Bertolla et al. 2001).

Al respecto de las proporciones sexuales, no se puede descartar la
posibilidad de que en el sistema cerrado del Departamento de Acuicultura, al
cual estuvieron conectados los tfanques de cultivo, se encontraran disueltas en
el agua, moléculas estables dificiles de degradar por el biofiltro con alguna
capacidad andrégenica, que haya dado como resultado 100% machos en
todos los fratamientos. O es posible que su capacidad sea supresora de alguna
molécula encargada de producir estrogenos e incluso algun supresor de genes.
Existen contaminantes ambientales que interfieren con el sistema endocrino,
conocidas como sustancias endocrinas interruptoras, EDS Endocrine disrupting

substances por sus siglas en ingles (Olsson et al. 1998).

La agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos de América
define los EDS como ‘“sustancias exdgenas que interfieren en la sinfesis,
secrecion, fransporte, accién o eliminacién de hormonas naturales en el cuerpo
qgue son responsables del mantenimiento de la homeostasis, reproduccion,

desarrollo y/o comportamiento” (EPA, 1998).
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Existen cuatro mecanismos por los cuales actian los EDS: a) por imitacion
de las hormonas enddégenas y causando la activacion de rutas de segundo
orden; b) por antagonismo de las hormonas enddgenas y bloqueando las rutas
establecidas; c) por interferencia en la sintesis y metabolitos de hormonas
enddégenas y sus metabolitos y d) por interferencia con la regulaciéon de los
niveles del receptor (Olsson et al. 2008). Las hormonas esteroides y las sexuales
en particular son muy sensibles y faciimente modificadas por los EDS (Holmes et
al. 1998).

También es posible que se tenga una elevada acumulacién de
androgenos en el agua del sistema, producto de la excrecidon de oftros
organismos como: lenguados, abulones, tiburones, langostas, camarones y
algunos otros invertebrados que se han mantenido en el laboratorio a través de
los anos. O incluso por alguna sustancia producto del metabolismo de las
microalgas.

Al no tener un andlisis completo de las substancias que circulan en el
sistema cerrado de agua de mar del Departamento, es dificil conjeturar sobre

el agente causante de la masculinizaciéon total de los lenguados.

La informacién publicada acerca de la proporcién sexual de los peces
planos y su relacion con la exposicion a diferentes temperaturas, hizo pensar
gue P. californicus tendria una distribucion en forma de pardbola respecto al
porcentaje de hembras, sin embargo esto no ocurrié asi.

Es necesario realizar experimentos para aclarar si la femperatura tiene un
efecto sobre la diferenciacion sexual del lenguado de California. Para ello se
sugiere emplear un sistema cerrado con agua ocednica nueva o un sistema
con agua ocednica sintética para evitar la intromisidn de alguna sustancia
extrana. Por otfro lado, se sugiere medir la actividad de la P450 aromatasa para
intentar elucidar el mecanismos de accidn por el cual se esta presentando la

masculinizacién de toda la poblacién.
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IX. CONCLUSIONES

» Las temperaturas de cultivo para el crecimiento del lenguado de
California a 21 y 24°C fueron superiores después 183 dias, con respecto a
lo encontrado en los organismos cultivados en 18°C en 18 y 10%,
respectivamente. Mientras que para 15y 27°C el crecimiento fue inferior

en 43y 6%, respectivamente.

» Tiempos largos de exposicion (mas de 140 dias) a temperaturas
superiores a 24°C no resultan adecuados para el lenguado de California
cuando se alcanzan mas 95 mm de longitud total, debido a que la

velocidad de crecimiento disminuye.

» El desarrollo morfolégico se vio acelerado por efecto de las temperaturas
superiores (21, 24 y 27°C), mientras que 15°C retraso el desarrollo hasta en

80 dias, respecto a 18°C.

» La Tasa Especifica de Crecimiento (TEC) fue superior al inicio del
experimento excepto para 15°C que se mantuvo con pocos cambios y
al final del experimento las tasas fueron parecidas en todas las

condiciones térmicas.

» El desarrollo morfolégico de las génadas se correlaciond directamente

con la talla de los organismos.

» En organismos cultivados en 18°C después de 46 DDE se observa la

génada indiferenciada.

» En organismos superiores a 100 mm fueron evidentes las estructuras

caracteristicas de una génada masculina.
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Las diferentes condiciones térmicas de cultivo provocaron un distinto
grado de desarrollo en las génadas de los organismos analizados, siendo

24°C donde se encontré en mayor desarrollo.

En las condiciones de cultivo utilizadas en el presente trabagjo, la
temperatura no tuvo un efecto sobre la proporcion sexual del lenguado

de California.
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