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Resumen de la tesis que presenta Rosa Cabrera Lozano como requisito parcial para la obtencién del grado
de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Efecto de la temperatura en la proporcién de sexos de Totoaba macdonaldi

Resumen aprobado por:

Dr. Benjamin Bardn Sevilla
Director de tesis

La Totoaba macdonaldi es una especie de pez endémica del Golfo de California, catalogada en peligro de
extincidn y protegida por la legislacion mexicana. La informacidn bioldgica disponible la ubica como una
especie con gran potencial acuicola, por lo que en la Ultima década se han hecho importantes esfuerzos
para desarrollar su cultivo. En diferentes especies de peces de importancia acuicola, como el lenguado
japonés y la lubina europea, se ha observado una marcada diferencia en el crecimiento entre hembras y
machos. También se sabe que en estas especies, la determinacidén sexual depende de la temperatura. En
este sentido, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la exposicion a diferentes temperaturas
sobre la proporcién sexual de Totoaba macdonaldi. Las totoabas se expusieron a las temperaturas de 18,
22,26y 30°Cde los 24 a los 120 dias después de la eclosién (DDE). Para identificar el sexo, las gdnadas se
analizaron mediante técnicas histoldgicas y se midieron los niveles de estradiol y testosterona en sangre.
Adicionalmente se describid la gonadogenesis en hembras y machos tomando como referencia la longitud
total (LT) de los organismos. No se encontré influencia de la temperatura sobre la diferenciacién sexual,
por lo que no se puede considerar que el sistema de determinacion sexual de la totoaba es dependiente
de la temperatura. Entre hembras y machos de 213 DDE de diferentes longitudes no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de estradiol y testosterona en sangre. En cuanto a la génesis
gonadal se observé que los organismos menores a 6 cm (LT) se encontraban indiferenciados; entre los 6y
10.5 cm (LT) ya presentaban cavidad ovarica en formacidn o totalmente formada y que la diferenciacion
de los machos ocurre cuando alcanzan una longitud igual o mayor a 15 cm. Ademas, se observé que
durante el proceso de diferenciacién gonadal, el arreglo histolégico de las células somdticas y germinales
difiere entre ovarios y testiculos. En las hembras el tejido germinal (ovogonias) esta ubicado en la parte
central de la génada, alrededor de la cavidad ovarica y en los machos, las espermatogonias estan ubicadas
en la periferia de la génada. Al término del periodo de cultivo de 213 DDE no se observaron diferencias de
crecimiento entre hembras y machos.

Palabras clave: Determinacion sexual, diferenciacion sexual, Totoaba macdonaldi, temperatura,
esteroides, génesis gonadal



Abstract of the thesis presented by student Rosa Cabrera Lozano as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture

Effect of temperature on the sex ratio of Totoaba macdonaldi

Abstract approved by:

Dr. Benjamin Bardn Sevilla
Thesis Director

The Totoaba macdonaldiis an endemic species of the Gulf of California listed as endangered and protected
by Mexican law. The available biological information indicates that totoaba has great aquaculture
potential. Therefore, in the last decade important efforts have been made to develop its cultivation. In
different species of fish of aquaculture importance, such as the Japanese sole and European sea bass, a
marked difference in the growth between females and males has been observed. It is also known that in
these species, sexual determination depends on temperature. Thus, the objective of this work was to
evaluate the effect of exposing Totoaba macdonaldilarvae at different temperatures on sexual proportion.
The totoabas were exposed at 18, 22, 26 and 30 ° C from 24 to 120 days after hatch (DAH). To identify sex,
the gonads were analyzed by histological techniques and the levels of estradiol and testosterone in the
blood were measured. Additionally, gonadogenesis was described in females and males, taking as
reference the total length (LT) of the organisms. No influence of temperature was found on sexual
differentiation. Consequently, it cannot be considered that totoaba sexual determination system is
temperature dependent. No significant differences were found in blood estradiol and testosterone levels
between females and males of 213 DAH or different lengths. Regarding gonadal genesis, it was observed
that organisms smaller than 6 cm (LT) were undifferentiated. Organisms between 6 and 10.5 cm (LT)
already had ovarian cavity in formation or fully formed. Differentiation of the males occurs when they
reach a length equal to or greater than 15 cm. In addition, it was observed that during the gonadal
differentiation process, the histological arrangement of somatic and germ cells differs between ovaries
and testicles. In females, the germ tissue (oogonia) is located in the central part of the gonad, around the
ovarian cavity and in males, the spermatogonia are located at the periphery of the gonad. At the end of
the cultivation period of 213 DAH no growth differences were observed between females and males.

Keywords: Sexual determination, sexual differentiation, Totoaba macdonaldi, temperature, steroids,
gonadal genesis.
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Cortes longitudinales de testiculos de Totoaba macdonaldi de 213 DDE expuesta al
tratamiento de 18°C. A, LT= 22 cm; B, LT= 26cm. LT, Longitud total del organismo;
EG, Epitelio germinal; CA, Cavidad y CG, Células germinales.........ccooeevevreverevecreveeseeenns

Niveles de testosterona en plasma de hembras y machos de Totoaba macdonaldi en
diferentes tratamientos de temperatura. A, 18°C (P=0.285); B, 22°C (P=0.474);
C,26°C (P=0.282); D, Tratamiento de 30°C(P=0.443); M, Machos y H, Hembras.
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Niveles de estradiol en plasma de hembras y machos de Totoaba macdonaldi en
diferentes tratamientos de temperatura. A, 18°C (P=0.855); B, 22°C (P=0.425); C,
26°C (P=0.477); D, 30°C (P=0.673); M, Machos; H, Hembras. NOTA: para el andlisis
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Corte transversal de la cavidad abdominal de Totoaba macdonaldi. AD, Area dorsal
del organismo; AV, Area ventral del organismo; VG, Vejiga gaseosa; GN, Génada; H,
Higado; EST, Estomago; IN, INteStIN0.......cccevee vttt st st

Génesis del ovario de Totoaba macdonaldi. A, Corte transversal del organismo
(LT=1.9 cm); B, Corte trasversal de gonada (LT=4.1cm); C, Corte trasversal de génada
(LT=6.7cm); D, Corte transversal de génada (LT=6cm); E, Corte transversal de ovario
(LT=10.5 cm); F, Corte transversal del ovario (10.4 cm); G, Corte longitudinal del
ovario (LT=13cm); H, Corte longitudinal del ovario (LT=14cm); I, Corte longitudinal
del ovario (LT=23.5cm); J, Corte longitudinal del ovario (LT=18cm); K, Corte
longitudinal del ovario (LT=27cm); L, Corte longitudinal del ovario (LT=28cm); LT,
Longitud total del organismo; CO, Cavidad ovarica; OV, Ovogonia; TA, Tunica
albuginea; ET, Estroma; EG, Epitelio germinal; L, Lamelas o crestas ovdricas; F,
Foliculo; OP, Ovocito primario; VG, Vejiga gaseosa; GN, Gonada; H, Higado; ELG,
Elongacién de la génada y VS, Vaso SANGUINEO.........cceveecececeeeecerieeeriereee e esnetestesresnenns

Génesis testicular de Totoaba macdonaldi. A, Corte transversal de totoaba (LT=1.9
cm); B): Corte transversal de la génada (LT=4.1cm); Cy C.1, Corte longitudinal de la
gonada (LT=8.4cm); D y D.1, Corte longitudinal de la génada (LT=15cm); E, Corte
longitudinal de la génada (LT=15cm); F, Corte longitudinal de la génada (LT=21cm);
G, Corte longitudinal de la génada (LT=23.5 cm); |, Corte longitudinal de la génada
(LT=27.5 cm); J, Corte longitudinal de la génada (LT=29cm); LT, Longitud total del
organismo; GN, Génada; VG, Vejiga gaseosa; M, Mesenterio; VS, Vaso sanguineo;
EG, Epitelio germinal; LO, Lébulo; CIS, Cisto; CA, Cavidad y ESG, Espermatogonia........

Modelo hipotético de la diferenciacién del ovario y testiculo de Totoaba macdonaldi
(secciones transversales de las gonadas) elaborado a partir de cortes histolégicos de
ejemplares de diferentes edades y longitudes resumidos en las figuras 32 y 33. A,
Godnada indiferenciada (figura 32-B, LT= 4.1 cm); B, Génada con incisién de los
futuros pliegues que daran origen a la cavidad ovarica (figura 32-C, LT=6.7 cm); C,
Gdnada con cavidad ovarica en formacion (figura 32-E, LT=10.5 cm); D, Génada con
cavidad ovarica (figura 32-F, LT=10.4cm); E1, Ovario con proliferacion de ovogonias
solo en una parte central de la génada (reconstruccién trasversal de la seccidn
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longitudinal de la figura 32-G LT=13 cm); F1, Ovario con proliferacién de ovogonias
en toda la parte central de la génada y en toda la periferia de la cavidad ovarica
(reconstruccidn transversal de la seccién longitudinal de la figura 32-H, LT=14 cm);
G1, Ovario con lamelas ovaricas pequeias (reconstruccion de la seccidn longitudinal
de la figura 32-l, LT= 23.5 cm); H1, Ovario con lamelas ovaricas grandes
(reconstruccidn transversal de la seccion longitudinal de la figura 32-K, LT=27 cm);
11, Ovario con foliculos (reconstruccion transversal de la seccion longitudinal de la
figura 32-L, LT=28 cm); E2, Testiculo con cavidad y gonias en la periferia y centro de
la génada (reconstruccidn trasversal de la seccidn longitudinal de la figura 33-D.1,
LT=15 cm); F2, Testiculo con algunos Iébulos dispersos en la periferia de la génada,
cavidad y tejido germinal tanto en la periferia como en el centro de la génada
(reconstruccion transversal de la seccion longitudinal de la figura 33-E, LT= 15 cm);
G2, Testiculo con Iébulos solo en una parte de la periferia de la génada, cavidad y
tejido germinal tanto en la periferia como hacia el centro de la gdénada
(reconstruccion transversal de la seccion longitudinal de la figura 33-F LT=21 cm);
H2, Testiculo con lébulos en toda la periferia de la génada (reconstruccién
transversal de la seccion longitudinal de la figura 33-I, LT=27.5 cm); 12, Testiculo con
I6bulos en toda la periferia de la gdnada y cistos con espermatocitos (reconstruccién
transversal de la seccion longitudinal de la figura 33-J, LT=) 29cm ; GN, Gdénada; M,
Mesenterio; VS, Vaso sanguineo; EG, Epitelio germinal; LO, Lébulo; CIS, Cisto; CO,
Cavidad ovdrica; ESG, Espermatogonia; OV, Ovogonia; COF, Cavidad ovarica en
formacidn; ELG, Elongacién de la génada; TA, Tunica albuginea; ET, Estroma; F,
Foliculo ovarico; L, lamelas o crestas ovaricas y EM, Espermatocitos..........ccceeeveverrennnne.

Longitud total de Totoaba macdonadi expuesta inicialmente a diferentes
temperaturas y posteriormente a igual temperatura. Linea con guiones, 18°C; Linea
punteada, 22°C; Linea continua, 26°C; Linea con punto y guion, 30°C.......c.ccecevveverrennee
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Capitulo 1. Introduccion

La totoaba, Totoaba macdonaldi es el pez mds grande de la familia Sciaenidae, con una longitud maxima
de 2.3 my un peso de 150 kg (Lopez y Coronel, 2016). Es endémica del Golfo de California y se distribuye
desde la Bahia Concepcién Baja California Sur hasta el rio Fuerte en Sinaloa (Arvizu y Chavez, 1972). Debido
a la disminucion de las poblaciones naturales a causa de la sobreexplotacién pesquera, fue declarada
especie en peligro de extincién en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 y enlistada en el
apéndice | de la Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES) (SEMARNAT, 2018). A pesar de que la totoaba estd declarada especie en peligro de
extincidn, se sigue capturando ilegalmente, debido al alto valor econdmico de la vejiga gaseosa (conocida
como buche), que en el mercado asiatico se cotiza alrededor de 60,000.00 USD por kilogramo (Infobae,

2017).

En la Gltima década se han realizado estudios en totoaba con la finalidad de mejorar su cultivo (com. pers.
Baron-Sevilla). Actualmente existen cultivos de totoaba en los estados de Sonora, Baja California y Baja
California Sur. Algunos cultivos se realizan con fines de repoblamientos por las Unidades de Manejo para
la Conservacion de Vida Silvestre (UMA), y otros con fines de comercializacién por empresas de

particulares.

En las poblaciones silvestres de totoaba se ha observado que las hembras son mas grandes que los machos
(Nakashima, 1916), por lo tanto, en los cultivos con fines comerciales, el realizar cultivos monosexo de
hembras podria mejorar el rendimiento econdmico de esta actividad, ya que el periodo de mantenimiento
de los organismos disminuiria y con ello todos los costos de produccion. Algunos de los métodos utilizados
para producir progenies de un solo sexo, son el suministro de esteroides y la exposicion a ciertas
temperaturas en especies con determinacion sexual ambiental. Debido a que la temperatura es
considerada un método de determinaciéon sexual no contaminante en comparacién con el uso de
esteroides, que ademas estan prohibidos en paises desarrollados (Piferrer, 2009), en el presente trabajo
se utilizaron diferentes tratamientos de temperatura con la finalidad de controlar la determinacién sexual
de la totoaba. Ademas, se estudiaron aspectos basicos de la biologia reproductiva, como la génesis gonadal
y los niveles de esteroides en plasma, a fin de proporcionar informacion bioldgica util para mejorar el

rendimiento econdmico de los cultivos de totoaba.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Sistemas sexuales en los peces teledsteos

Los peces teledsteos presentan tres tipos de sistemas sexuales: gonocorismo, hermafroditismo vy
unisexualidad. Entre el 80 y 98% de los peces conocidos se han clasificado como gonocéricos (Piferrer,
2009), es decir que una vez determinado su sexo, las génadas se diferencian y funcionan como ovario o
testiculo durante toda su vida, por lo que solo se distinguen hembras y machos. Los peces gonocdricos se
dividen en dos categorias principales: gonocdricos primarios cuyas gonadas se desarrollan desde un inicio
como ovarios o como testiculos, y en gonocdricos secundarios, organismos cuyas génadas pasan por un
estado de intersexualidad y posteriormente se desarrollan en un ovario o en un testiculo (Lacadena ,1998;

Pandian, 2012).

Dentro de la clasificacién de peces gonocdricos primarios y gonocéricos secundarios existen dos

subcategorias (Navara, 2018):

Gonocdricos primarios:

a) Gonocdricos primarios cuya génada se diferencia desde un inicio como ovario o como testiculo.
b) Gonocéricos primarios cuya génada pasa por un estado indiferenciado que posteriormente se

diferencia en un ovario o un testiculo.

Gonocodricos secundarios:

a) Gonocodricos secundarios cuya génada se desarrolla en un pseudo-ovario y posteriormente se
diferencia en un ovario o un testiculo funcional.
b) Gonocdricos secundarios cuya gonada se diferencia primeramente como un ovario, el cual puede

madurar como ovario o puede transformase en un testiculo.

Otro tipo de sistema sexual en los peces es el hermafroditismo, entre el 1.5y 2% de los peces a los que se
les ha identificado el sexo son hermafroditas. (Piferrer, 2009). Los hermafroditas son organismos que
tienen gdnadas con tejidos masculino y femenino, y son capaces de producir gametos viables de ambas

clases. Los espermatozoides y évulos de los hermafroditas pueden producirse en génadas separadas, es
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decir en un testiculo y en un ovario respectivamente, pero también ambos gametos pueden producirse en

una sola génada la cual se denomina ovotestis. (Lacadena, 1998).

Si los gametos se producen al mismo tiempo se les denomina hermafroditas simultdneos o sincrénicos, si
la produccién de espermatozoides u évulos se da en tiempos diferentes se les conoce como hermafroditas

secuenciales (Lacadena, 1998).

Los hermafroditas secuenciales se dividen en dos grupos: los hermafroditas protandricos y los
hermafroditas protéginos, cada uno de estos tiene dos subdivisiones (Lacadena, 1998; Padian, 2011;

Navara, 2018):

Hermafroditas protandricos:

a) Monoginicas o de una via de desarrollo: son organismos que primero se desarrollaron como macho
y en la edad adulta se transforman en hembras.

b) Diginicas o de dos vias de desarrollo: son hembras adultas que pueden desarrollarse a partir de dos
origenes: de machos adultos que se transforman en hembras o de hembras juveniles que maduran

como hembras.

Hermafroditas protéginos

a) Monandricos o de una via de desarrollo: son organismos los cuales primero se desarrollan como

hembras y en la etapa adulta estos se convierten en machos.

b) Diandricos o de dos vias de desarrollo: son machos adultos que pueden desarrollarse a partir de dos

origenes de hembras adultas o de machos juveniles.

Existe un tercer tipo de hermafroditismo en los peces es el hermafroditismo serial, que consiste en el
cambio de roles de sexo mas de una vez en la vida, y puede ocurrir en sentido bidireccional ya sea de

hembra a macho o viceversa. (Padian, 2011; Woottom y Smith, 2015)

Hay especies de peces en las cuales existe un solo sexo, en este caso hembras, y se les conoce como
organismos unisexuales. Las hembras producen huevos haploides o diploides, los cuales requieren de los

espermatozoides de machos de una especie simpatrica, para activar el desarrollo del évulo, pero el
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material genético del espermatozoide no participa en el proceso de fertilizacidn. (Lagler et al., 1984;

Piferrer, 2009; Pandian, 2010)

1.1.2 Determinacidn sexual en peces gonocdricos.

La determinacidn sexual es el proceso por el cual a un individuo se le asigna el sexo: hembra o macho

(Piferrer, 2009). Los peces gonocoricos poseen todos los tipos de determinacion sexual conocidos hasta el

momento en los vertebrados (Figura 1) (Navara, 2018):

a) Determinacidn sexual genética (por sus siglas en inglés: GSD)

b) Determinacion sexual ambiental (por sus siglas en inglés ESD)

c) Determinacidn sexual genético-ambiental (es una combinacion de la GSD y la ESD)

Determinacion
sexual en

peces T

gonocoricos

~——

Determinacion
sexual genética
(GSD)

Determinacion
sexual
ambiental (ESD)

Figura 1. Sistemas de determinacion sexual en peces gonocdricos
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—
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pH
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Multicromosomico



1.1.2.1 Determinacion sexual genética

La GSD se presenta en la mayoria de los peces gonocéricos. El sexo es determinado en etapas muy
tempranas del desarrollo justo después de la fertilizacién, durante la formacion del cigoto, ya que el nuevo
individuo puede recibir un cromosoma sexual del padre (cromosoma Y) o de la madre (cromosoma W).
Solo en algunas especies se han identificado cromosomas sexuales heteromarficos, es decir que si existen
diferencias en el tamafio y forma de los cromosomas sexuales entre las hembras y los machos. (Piferrer,

2009).

La GSD es monogénica cuando un solo gen es el que determina el sexo y dicho gen se encuentra en el
cromosoma sexual (Navara, 2018), ejemplo de un gen determinante del sexo es el gen DMY el cual
determina el sexo masculino en el pez medaka (Matsuda et al., 2002). En contraste, la determinacidn
sexual genética poligénica consiste en que varios genes, ubicados en diferentes loci, son los que

intervienen en la determinacion del sexo, y se encuentran en uno o mas autosomas (Navara, 2018).

La determinacidn sexual genética monogénica se clasifica en (Piferrer, 2009):

a) Monofactorial: este sistema cromosdmico sexual estd compuesto por dos cromosomas (ejemplos:
sistemas cromosdmicos ZW y XY). Este sistema se divide en:
e Monocromosdmico: en este sistema un par de cromosomas determina el sexo del organismo
(ejemplo XY= & en la medaka comun Oryzias latipes)
e Multicromosdmico: en este sistema mas de dos cromosomas son los que determinan el sexo

de organismo (ejemplo: W1 W,Z = ? en el pez virolito Apareidon affinis)

b) Multifactorial: este sistema estd compuesto por tres o mas cromosomas sexuales, pero solo un par
de ellos son los que determinan el sexo de los organismos (ejemplo: sistema XYW donde las
combinaciones XX, WX o WY dan origen a una hembra (?), como ocurre en el pez platy Xiphophorus

maculatus).

Aproximadamente del 6 al 11% de las especies estudiadas de peces poseen cromosomas sexuales, y se
conocen 9 patrones cromosdmicos, en cuatro de ellos el macho determina el sexo, en otros cuatro las
hembras y en uno de ellos tanto la hembra como el macho puede determinar el sexo (Tabla 1) (Navara,

2018).



Tabla 1. Sistemas cromosémicos en peces (modificada de Navara, 2018).

Nombre del Sexo determinante
. Hembra (?) Macho () ..
sistema y su contribucion

XY XX XY MachodonaXoY
Macho dona X o no
X0 XX X0
dona
X1X1X2X2/X1X2Y X1 X1X2X5 X1 XY MachodonaXoY
Macho dona X;X; o
XX/XY1Y2 XX XY1Y> Y
w7z Wz 77 Hembra donaWoZ
Hembra dona
ZW1W,/7Z ZW.W, /A

W1W2o07Z
Hembra donaZ o no

Z0 Z0 77
dona
YW/YY YW YY Hembra donaWoY
Hembras o machos
XX XY
WXY pueden donar Wy
Wy YY

contrarrestar Y

1.1.2.2 Determinacion sexual ambiental

Los organismos con ESD, no presentan diferencias genéticas entre los sexos, y por lo general la
determinacién del sexo puede ocurrir durante la embriogénesis, después de la eclosién en la etapa larvaria
o en la etapa juvenil, dependiendo de la especie. Los factores ambientales de los cuales se tiene
conocimiento que determinan el sexo son la temperatura, pH, fotoperiodo, salinidad, hipoxia y factores
poblacionales como la densidad. Entre los mas estudiados estan la temperatura y el pH (Pandian, 2012;

Piferrer, 2009).

1.1.2.2.1 Determinacion sexual por temperatura (TSD)

Poseen TSD los organismos en los cuales la temperatura es capaz de modificar el sexo fenotipico de forma
irreversible durante las etapas tempranas del desarrollo. Para que una especie se clasifique en la categoria
de determinacién sexual por temperatura, la temperatura que modifica el sexo tiene que estar dentro del
intervalo natural de temperaturas de su habitat. Si latemperatura que modifica el sexo de los individuos
esta fuera del intervalo natural, entonces se dice que tiene GSD con influencia ambiental (GSD+TD)

(Piferrer, 2009).
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Actualmente se conocen 40 especies de peces con TSD, de las cuales 33 son ciclidos sudamericanos de
agua dulce del género Apistogramma. En la mayoria de las especies con TSD, la exposicion a temperaturas
elevadas durante el periodo |4bil resulta en una mayor proporcién de machos (Ospina-Alvarez y Piferrer,
2008). Algunos peces marinos con TSD como el pejerrey del Atlantico Menidia menidia, a temperaturas
bajas (11 a 19°C) presenta mayor proporcion de hembras, a temperaturas intermedias (20°C) hay
proporciones equitativas entre hembrasy machosy a temperaturas altas (17 a 25°C) hay mayor proporciéon
de machos (Conover y Kinard, 1981); en el lenguado japonés Paralichthys olivaceus a temperaturas bajas
(18°C) hay mayor proporcion de hembras y a temperaturas altas (27°C) hay mayor proporcién de machos
(Kitano et al. 1999); y en la lubina europea Dicentrarchus labrax a temperaturas bajas (15°C) hay mayor

proporcién de hembras y a temperatuas altas (21°C) mayor proporcidon de machos (Blazquez et al. 2009).

No se conoce con certeza el o los mecanismos por los cuales la temperatura influye en la determinacion
del sexo de un individuo, sin embargo, se sabe que en cualquier sistema de determinacién sexual, la
proporcién de andrdégenos y estrégenos presentes en la gdnada son los que provocan su diferenciacion en
un ovario o en un testiculo. (Navara, 2018). La enzima encargada de mantener las proporciones de estas
dos hormonas es la enzima aromatasa citocromo P-450 aromatasa, codificada por el gen cyp19ala, cuya
funcién es transformar los andrégenos de 19 carbonos (16-OH-androstendiona, androstendiona y

testosterona) en estrégenos de 18 carbonos (estrona, estradiol y estriol) (Argemi et al., 1997).

El efecto de la temperatura en la determinacién del sexo estd asociado con la supresion de la expresidon
del gen cyp19ala que codifica para la enzima citocromo P450 aromatasa (Guiguen et al., 2009; Kitano et
al., 2000). Se cree que la temperatura probablemente pueda incidir sobre la hipermetilacidon de este gen
a edades tempranas durante la determinacién del sexo o que probablemente pueda inhibir la
desmetilacién a edades o tallas en las que ocurre la diferenciacién de la gédnada (Navarro-Martin et al.,

2011).

Aparte del gen CYP19al, se han encontrado otros genes determinantes del sexo como el SOX9, AMH,
DMRT1, y FOX-L2 cuya expresion varia dependiendo de la temperatura, tanto en las hembras como en los
machos de peces. Sin embargo, el que la expresion de estos genes varié entre sexos a diferentes
temperaturas, no significa que dicha especie tenga TSD, ya que no se conoce si dichos genes inducen la

determinacién del sexo o si dicha variacion es el resultado del cambio en el sexo (Navara, 2018).



1.1.2.2.1.1 Enzima citocromo P450 aromatasa

La enzima citocromo P450 aromatasa cataliza la sintesis de estrogenos: estrona y estradiol a partir de
androstenedionay testesterona respectivamente. Es una proteina que esta compuesta por un grupo hemo

y una flavoproteina (Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato o NADPH) (BioCancer, 2019).

Los peces tienen dos isoformas de la aromatasa, la isoforma gonadal o A y la isoforma cerebral, neuronal
o B, codificadas por los genes cyp19ala y cyp19alb respectivamente (Kishida y Callard, 2001). La primera
isoforma es la que interviene en la diferenciacién de las génadas de los peces y se encuentra en el reticulo
endopldsmico de las células esteroidogénicas, especialmente en las células de la granulosa en el foliculo

ovarico en las hembras y en las células de Leydig en los machos (Piferrer, 2009).

La aromatasa recibe dicho nombre porque aromatiza el anillo A de la testosterona y la trasforma a
estradiol. El proceso de aromatizacién consiste en la eliminacién de hidrégenos del anillo A y en
consecuencia se introducen dobles ligaduras alternadas, que en quimica organica se conocen como anillo

aromatico (Figura 2) (Manzo, 2004; Calaf et al., 2009).

La aromatasa transforma la testosterona en estradiol en tres hidroxilaciones separadas, las dos primeras
dan lugar al 19 hidroxitestosterona y 19-oxotestosterona. Durante estos procesos se consumen 2
NADPH+H y se desprenden dos moléculas de agua. En la ultima hidroxilacion se cataliza la pérdida del

metilo 19 con un desprendimiento del acido férmico (BioCancer, 2019).

cH, OH

AROMATASA
 E———_—

HO

TESTOSTERONA ESTRADIOL

Figura 2. Aromatizacion de la testosterona y transformacion a estradiol mediante la enzima P450 aromatasa
(Tomado de Gallo et al., 2012)



1.1.3 Esteroides sexuales en peces teledsteos

Los esteroides son hormonas pequefias derivadas del colesterol que intervienen en el desarrollo, en el
mantenimiento de la homeostasis y en la reproduccién. Se conocen como esteroides sexuales aquellos
esteroides que intervienen en todos los procesos reproductivos de los vertebrados. En peces se conocen
tres grupos principales de esteroides sexuales: los andrdogenos, estrogenos y progestagenos (Piferrer,
2009; Young et al., 2005). Los esteroides sexuales tienen la funcién de dirigir el desarrollo de las células
germinales, gladndulas accesorias y érganos reproductivos, asi como participar en la determinacién y

diferenciacién sexual y modificar el comportamiento de los organismos para asegurar la reproduccion.

Los esteroides sexuales son sintetizados en las células de la teca y de la granulosa del foliculo ovarico de
las hembras. En los machos se sintetizan en las células de Leydig de los testiculos. En las células de la
granulosa, teca y de Leydig se expresan los genes que producen las enzimas esteroidogénicas que
transforman al colesterol y sus derivados. La expresion de estos genes varia dependiendo de la especie,

sexo, edad y estado reproductivo del organismo (Young et al., 2005).

1.1.3.1 Androgenos

Los principales andrdégenos detectados en el plasma en machos de peces teledsteos son: la testosterona
(T), 11B-hidroxitestosterona (OHT) y la 11-cetotestosterona (11-KT), esta ultima es el andrégeno
generalmente mas abundante en los machos. Los andrégenos tienen funciones como la diferenciaciéon
gonadal, el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias, la regulacién de la espermatogénesis y
la activacién del comportamiento sexual en los machos como la agresividad y la construccion de nidos (en
especies que construyen nidos para el apareamiento y la incubacidn de los huevos) (Goncalves y Oliveira,

2011).

El andrégeno mas abundante encontrado en el plasma de las hembras es la testosterona y sus
concentraciones se relacionan con el comportamiento agresivo de las hembras en la proteccién y la

construccién de nidos (Goncalves y Oliveira, 2011).
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1.1.3.2 Estrégenos

Los estrogenos participan principalmente en la diferenciaciéon y reproducciéon de las hembras
especialmente en la etapa de vitelogenesis (Young et al., 2005). El estradiol es el estrogeno mas abundante
en las hembras y promueve la proliferacién ogonial y la induccidn de la sintesis de vitelogenina en los

hepatocitos (Young et al., 2005; Goncalves y Oliveira, 2011).

En la reproduccién de los machos los estrégenos, principalmente el estradiol, interviene al inicio de Ia

espermatogénesis, en la proliferacion de las espermatogonias (Young et al., 2005).

1.1.3.3 Progestagenos

Los principales progestagenos que intervienen en la reproduccion de los machos son la progestina
17,20BP, 17,20B,21-trihydroxy-4-pregen-3-one (17,208,21P), y 17,20a-dihydroxy-4-pregen-3-one
(17,200P), las cuales modulan los comportamientos de exhibicién en el cortejo e inducen la

espermatogénesis y la espermiacion (Young et al., 2005).

En las hembras los progestagenos (17,2083,21P), y 17,208,21-trihydroxy-4-pregnen-3-one (20B —S) estan
involucrados en la induccién a la maduracion final y a la ovulacién (Young et al., 2005) y el 17,208,21P
funciona como atrayente estimulando al sistema olfativo de los machos en la época de reproduccion

(Goncalves y Oliveira, 2011).

1.1.4 Diferenciacion sexual

La diferenciacidn sexual es el proceso por el cual una génada indiferenciada se desarrolla en un ovario o
en un testiculo (Piferrer, 2009), y comienza poco después de que las células germinales primordiales (por
sus siglas en inglés PGC) llegan al primordio gonadal (Paul-Prasanth et al., 2011). Las PGC son de origen
extra embrionario y migran mediante movimientos ameboides, desde la periferia de la capa endodérmica
y el periblasto. Pasan por el tracto digestivo, la placa lateral y el ectodermo, y posteriormente se

introducen al mesodermo somatico a través del mesenterio dorsal hasta que llegan y se alojan en el
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primordio gonadal, donde son envueltas totalmente por tejido somatico. (Hamaguchi, 1982; Kobayashi et

al., 2004).

Las futuras génadas se componen por dos linajes celulares: las células germinales primordiales (PGC) y
por células somaticas que sirven de soporte a las PGC (Zanuy et al., 2009). Una vez que las PGC llegan al
primordio gonadal son envueltas por las células somadticas y comienzan a desarrollarse las génadas

(Pandian, 2012).

1.1.4.1 Morfologia de los testiculos

Los testiculos son los drganos reproductores masculinos. En la mayoria de los peces son pareados, a
excepcion de los mixinos y lampreas que poseen un solo testiculo. Estdn ubicados longitudinalmente
respecto al cuerpo de pez y se encuentran sostenidos por el mesorquio en la region dorsal de la cavidad
abdominal del organismo, en los flancos derecho e izquierdo de la vejiga gaseosa. Poseen un ducto
espermatico que sale desde la parte media posterior de cada testiculo hasta la papila urogenital, la cual
en la mayoria de las especies se situa entre los conductos urinarios y el recto (Zanuy et al., 2009; Helfman,
et al., 2009). En algunas especies en la etapa de maduracién los testiculos pueden representar hasta el
12% del peso corporal de los individuos, aunque por lo general la proporciéon es menor. (Helfman et al.,

2009)

Entre los peces teledsteos existen dos tipos de testiculos: el tubular y el lobular. Los testiculos lobulares
tienen una cavidad central, alrededor de ésta, estan dispuestos en forma radial los Iébulos que se
extienden hacia la periferia, se encuentran separados entre si por una capa delgada de tejido conjuntivo
fibroso, dentro de los Iébulos se encuentran distribuidas las espermatogonias las cuales daran origen a los
espermatozoides (Callard, 1991). Los testiculos tubulares estan compuestos de tibulos ramificados que

en la periferia se anastomosan entre si (Parenti y Grier 2004).

La mayoria de los peces poseen testiculos lobulares. Este tipo de testiculo, dependiendo de donde se

encuentren las células germinales y de si son huecos o no, se dividen en:

a) Testiculos lobulares restrictos: poseen lébulos sélidos y las espermatogonias se encuentran solo

en la parte mas distal de los l6bulos, cerca de la tunica albuginea (la membrana que cubre
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externamente al testiculo), las espermatogonias se desarrollan hasta espermatozoides
desplazandose progresivamente desde la periferia de la gdnada hacia el centro (Patifio y Redding,

2000; Parenti y Grier, 2004).

b) Testiculos lobulares irrestrictos: Los I6bulos son huecos y las espermatogonias se encuentran
distribuidas a lo largo de todo el I6bulo, donde forman cistos de espermatocitos que se desarrollan
progresivamente hasta espermatozoides que se liberan al lumen del Iébulo (Patifio y Redding,

2000; Parenti y Grier, 2004).

Los testiculos lobulares estdan compuestos por dos compartimentos, el intersticial y el lobular (Figura 3).
El compartimento lobular estd compuesto por las células germinales y las células de Sertoli que las rodean,
la funcidn de estas células somaticas es el mantenimiento y proteccién de las espermatogonias (Zanuy et
al., 2009), las cuales tienen varias divisiones mitoticas y forman cistos o quistes, cuyas células rodean a las
células germinales que se encuentran en el mismo grado de desarrollo (Pandey y Shukla, 2007). El nimero
de espermatogonias que originan un cisto o un quiste puede variar de una a tres dependiendo de la especie

y dan origen a un mayor nimero de espermatocitos primarios.

El compartimiento intersticial comprende el espacio entre los |6bulos y la integran varios tipos celulares,
como vasos sanguineos, vasos linfaticos, fibroblastos y células de Leydig estas ultimas son las encargadas

de la produccion de esteroides. (Zanuy et al., 2009).

Figura 3. Corte trasversal de testiculo lobulado de robalo comin Centropomus undecimalis (Tomado de Uribe et
al., 2014). Lo, Lébulo; It, Tejido intersticial.
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1.1.4.1.1 Diferenciacion testicular

En la mayoria de los machos la diferenciacidn testiculary la proliferacién de las PGC es posterior que la del
ovario, por lo que una génada que se diferenciard en un testiculo permanecerd mads tiempo indiferenciada

gue una gonada que se desarrollard en un ovario (Pandian, 2012; Hamaguchi, 1982).

En una génada indiferenciada que se transformara en testiculo, el primer evento histoldgico es la
proliferacién de las células de Sertoli (Paul-Prasanth et al., 2011) las cuales dirigen y organizan el desarrollo
y la morfogénesis de los testiculos (Brennan y Capel, 2004). Las células de Sertoli se originan a partir de

células mesodérmicas que envuelven a las PGC, denominadas células pre-Sertoli (Kobayashi, et al., 2004).

Posterior a la proliferacidn de las células de Sertoli, comienza la proliferacién de espermatogonias, las
cuales se detienen en etapa de mitosis (Kobayashi, et al., 2004). A continuacidn se desarrolla una
estructura globular o masa de células, que es el precursor de los tubos seminiferos en los testiculos, estos

forman una red compleja de canales que al final convergen en uno solo.

El nombre que recibe una célula germinal en el testiculo depende del grado de desarrollo que tenga. La
célula germinal madre o espermatogonia A se va a renovar por mitosis dando origen a otra
espermatogonia primordial tipo A o a una espermatogonia secundaria o B. Las tipo A quedaran como
reserva para seguir produciendo espermatogonias A o B durante toda la vida del organismo (Parenti, y
Grier. 2004) mientras que las del tipo B, se transforman en espermatozoides mediante una serie de
divisiones mitéticas y meidticas (Figura 4) (Pandey y Shukla, 2007). El nimero de divisiones mitéticas que
realiza una espermatogonia antes de comenzar a dividirse por meiosis va a depender de la especie (Zanuy,

et al., 2009).
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Espermatogonia madre, primariao A

=J| Mitosis

Espermatogonia secundaria o B

ﬂ Mitosis

Espermatocito primario
ﬂ Meiosis |
Espermatocito secundario

Meiosis Il

Espermatida

ﬂ Metamorfosis

Espermatozoide

Figura 4. Desarrollo de las espermatogonias y tipo de division entre cada etapa.

1.1.4.2 Morfologia del ovario

Los ovarios son los érganos reproductores femeninos, cuya funcion es la produccién de évulos, puede ser
el lugar donde ocurre la fertilizacion, pueden almacenar espermatozoides y pueden ser el lugar donde se
nutran y desarrollen los embriones (Zanuy et al., 2009; McMillan, 2007). Estas funciones varian segun la
especie. Los ovarios sor drganos alargados, por lo general pareados, pero en varias especies estan
fusionados en un solo ovario. Estan dispuestos internamente en la parte dorsal de la cavidad abdominal
de los organismos, estdn sujetos por el mesovario a la pared ventral de la vejiga gaseosa. (Helfman, et al.,

2009).

Los ovarios estan compuestos por el epitelio germinal el cual forma lamelas durante su desarrollo, que
son una extension del epitelio germinal hacia el interior del ovario. El ovario también contiene a la tunica
albuginea que es una capa densa de tejido conectivo, musculo liso y vasos sanguineos. La tunica albuginea
tiene una extensién denominada estroma ovarico, la cual estd en contacto con el epitelio germinal y es el

lugar donde se desarrollan los foliculos. (Parenti, y Grier, 2004; Zanuy et al., 2009).

Dependiendo del ritmo de desarrollo de los ovocitos, se distinguen tres tipos de desarrollo ovarico:
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a) Desarrollo sincrénico: todos los ovocitos en el ovario tienen el mismo grado de desarrollo. Los

organismos con este tipo de desarrollo desovan una sola vez al aino o una sola vez en su vida.

b) Desarrollo sincrdnico por grupos: al menos existen dos grupos de ovocitos en diferente estado de
desarrollo. Los organismos con este tipo de desarrollo pueden tener de una a cinco puestas

durante la época reproductiva.

c) Desarrollo asincronico: el ovario se caracteriza por tener ovocitos en varios estados de desarrollo.
Los organismos con desarrollo asincrénico se caracterizan por tener varias puestas durante todo

el afio. (Zanuy et al., 2009).

1.1.4.2.1 Diferenciacion ovarica

La proliferacion de las PGC inicia mas tempranamente en una génada indiferenciada que se desarrollara
en ovario, que en una que se desarrollard como un testiculo. Por este motivo el momento de la
proliferaciéon de las PGC en una gdénada indiferenciada es el primer indicio de que una génada se esta
desarrollando en un ovario. (Pandian, 2012; Hamaguchi, 1982; Kobayashi, et al., 2004). Después de la

proliferacion de células germinales se desarrolla la cavidad ovarica.

Una vez formada la cavidad ovdrica aumenta la proliferacion de las células germinales mediante la mitosis,
ahora denominadas ovogonias. Después de varias rondas mitdticas las ovogonias se comienzan a dividir
por meiosis lo que da origen a los ovocitos primarios. Estos se aislan del epitelio germinal y pasan al
estroma junto con una monocapa de células somaticas del epitelio, que se diferenciaran en células de la
granulosa. Unavez en el estroma, el prefoliculo (ovocito primario mas células pregranulosa) es recubierto
por una segunda monocapa de células de tejido conectivo denominadas células tecales o de la teca (Grier,

2000; Zanuy et al., 2009).

El ovocito primario envuelto por las células de la granulosa y de la teca, recibe el nombre de foliculo. En
su interior, el desarrollo del ovocito se detiene en la primera division meidtica, al final de la profase en
estado de diploteno. El tiempo durante el cual el ovocito se detiene durante esta etapa, varia dependiendo

de la especie. Durante esta parada meidtica, el foliculo crece y acumula ARN y reservas nutricionales que
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serviran para las etapas posteriores de la meiosis, para la fertilizacién y para el correcto desarrollo del

embrion. (Parenti y Grier, 2004; Zanuy et al., 2009).

1.1.5 Biologia de Totoaba macdonaldi

La Totoaba, Totoaba macdonaldi (Gilbert, 1890) es un pez perteneciente a la familia de las curvinas, y

taxondmicamente se clasifica de la siguiente manera:

Reino. Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Sciaenidae

Género: Totoaba

Es el pez mas grande de la familia de los scianidos, la longitud y pesos maximos reportados son de 2.3
metros y 150 kg respectivamente, ademas son muy longevos, con una edad mdéxima de 50 afos (Figura 5).
Es un pez endémico del golfo de California, se reproduce en la regién de la desembocadura del rio Colorado
durante los meses de febrero a junio (Nakashima, 1916; Lopez y Coronel, 2016), pero la mayor actividad
reproductiva se presenta entre los meses de marzo y abril (De Anda-Montafiez et al., 2013). En la
desembocadura del rio Colorado durante la época reproductiva de la totoaba la temperatura oscila entre

los 16 y 31°C (Ramirez-Ledn et al., 2015).

La Totoaba macdonaldi es una especie gonocérica y la diferenciacién sexual de las hembras ocurre
alrededor de los 51 dias después de la eclosidn, cuando tienen una longitud total de 6.3 a 8 cm (Paredes,
2018). No presenta dimorfismo sexual externo, aunque en la edad adulta las hembras son mas grandes
gue los machos y durante la etapa reproductiva las hembras se caracterizan por tener el abdomen
abultado y los machos por emitir un sonido similar a un ronquido, por lo que se les denomina roncadores
(com. pers. Bardn-Sevilla, 2019). No se conoce con precision la longitud y peso a los que la totoaba madura
sexualmente, sin embargo, se han encontrado ejemplares maduros a longitudes totales de 121 cm y pesos

de 14.5 kg. La edad en la que alcanzan su madurez sexual varia entre los cuatro y seis afios (Arvizu y Chavez
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1972; Lopez y Coronel, 2016) aunque en condiciones de laboratorio se han conseguido machos y hembras

sexualmente maduras a los tres afios de edad (com. pers. Baron-Sevilla, 2018).

Figura 5. Totoaba macdonaldi (Tomado de DNAT ecosistemas, 2019).

1.2 Justificacion

La Totoaba macdonaldi es una especie endémica del golfo de California que actualmente se encuentra
declarada especie en peligro de extincion. El precio de la vejiga gaseosa (“buche”) de totoaba en el
mercado ilegal llega hasta 60,000.00 USD por kilogramo (Infobae, 2017). Este costo elevado la hace
susceptible a una captura clandestina e indiscriminada, lo que ha ocasionado una importante disminucion
de sus poblaciones. Como una medida de remediacion contra la disminucién de poblaciones naturales de
totoaba, se han establecido Unidades de Manejo para la Conservacién de Vida Silvestre que tienen como
objetivo realizar actividades de repoblamiento. A pesar de lo anterior, actualmente no se tiene
informacién oficial sobre la recuperacidn de las poblaciones naturales, pero si se tienen datos de que la
pesqueria ilegal de totoaba continua. Ante esta situacidn, se ha optado por realizar cultivos de T.
macdonaldi con fines comerciales, sin embargo, sobre la biologia reproductiva de la especie existe poca

informacion.
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Uno de los objetivos principales de los cultivos comerciales es obtener la mayor ganancia econdmica
posible. Una de las estrategias que se utilizan para lograr lo anterior es a través de cultivos monosexo en
los cuales se selecciona el sexo que alcanza el mayor peso en el menor tiempo. En cuanto a T. macdonaldi,
no se tienen registros del desarrollo de cultivos monosexo, razén por la cual, en el presente trabajo se
evaluo el efecto de la temperatura en la determinacidn del sexo de la totoaba, para posteriormente utilizar
a la temperatura como una alternativa para tener cultivos de organismos monosexados. Se midieron los
niveles de estradiol y testosterona en el plasma de totoabas para poder identificar el sexo de los
organismos. Ademas se describid la génesis gonadal, esto con la finalidad de generar informacién bioldgica
gue sirva de base para posteriores estudios donde se apliquen tratamientos de monosexado en esta

especie.

1.3 Hipotesis

1).- La proporcién sexual de la progenie de Totoaba macdonaldi estd influenciada por la temperatura de
cultivo: a una temperatura de 30 °C se favorece la diferenciacion sexual de machos y a 18 °C la

diferenciacion sexual de hembras.

2).- El sexo de los juveniles de Totoaba macdonaldi de siete meses de edad se puede identificar mediante

los niveles de estradiol y testosterona en la sangre.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

* Evaluar el efecto de la temperatura de cultivo (18, 22, 26 y 30 °C) en la proporcién de sexos y

describir el desarrollo gonadal en la Totoaba macdonaldi.
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1.4.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la temperatura (18, 22, 26 y 30 °C) en el desarrollo larval y en la proporcién

de sexos de la progenie de T. macdonaldi

e Identificar el sexo de los juveniles de T. macdonaldi mediante métodos histoldgicos y niveles de

estradiol y testosterona en la sangre

e Evaluar el crecimiento y la supervivencia en las etapas tempranas del desarrollo de T. macdonaldi

a diferentes temperaturas (18, 22, 26 y 30 °C)

e Describir la ontogenia gonadal de la T. macdonaldi mediante métodos histoldgicos
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1 Cultivo larvario (0 a 23 dias después de la eclosion (DDE))

Para el desarrollo de este estudio se recibié un lote de huevos de Totoaba macdonaldi, donados por el
Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES) del Instituto de Acuicultura de
Sonora. Los huevos fueron colocados en recipientes cubicos de plastico con capacidad de 10 L a una
densidad de 10,000 huevos por litro, con oxigeno puro a saturacién y a una temperatura aproximada de
15°C. Se trasladaron por via terrestre al Laboratorio de Peces Marinos del departamento de Acuicultura
del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada, Baja California (CICESE) (Figura

6).

Océano
Pacifico

Figura 6. Ubicacion del CREMES y del CICECE. EI CREMES esta ubicado en Bahia Kino, Sonora a los 28°52'30.42"N y
112° 1'52.24"0 y el CICESE se ubica en Ensenada, Baja California a los 31°52'9.46"N y 116°40'7.38"0.

Una vez en el laboratorio de Peces Marinos, los huevos fueron aclimatados gradualmente (aumentando
2°C/h) de 15 a 23°C, una vez que alcanzaron los 23°C fueron sembrados a una densidad de 50 huevos por
litro, en una incubadora cilindrica de fondo cdnico con capacidad de 2000 . En estas condiciones se llevd
a cabo la primera etapa del cultivo larvario y comprendié de los 0 a los 23 dias después de la eclosion

(DDE). A partir los 2 DDE y hasta los 17 DDE, las larvas se alimentaron tres veces al dia con rotiferos
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Brachionus plicatilis, a una densidad de 5 rotiferos por mililitro. A partir del dia 18 DDE y hasta el dia 22
DDE, las larvas se alimentaron con rotiferos y nauplios de Artemia, disminuyendo gradualmente Ia
cantidad de rotiferos y aumentando la de nauplios diariamente a una proporcion de 4.1, 3:2 2:3, 1:4 y 0:5
organismos por mL. Tanto los rotiferos como los nauplios, fueron enriquecidos con ORI-GREEN

(SKRETTING) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Durante el cultivo larvario los organismos estuvieron expuestos a las siguientes condiciones fisicas y
guimicas: un fotoperiodo de 12 horas luzy 12 horas oscuridad, temperatura de 23.4 + 0.4 °C, salinidad de
34.4 + 0.4 ppm, oxigeno de 5.4 + 0.4 mg/L, saturacion de oxigeno de 79.4 + 4.9 %, pH de 8.1 £ 0.2 y amonio
de 0.6 £ 0.3 mg/L.

2.2 Exposicion a diferentes temperaturas (24 a 120 DDE)

2.2.1 Tratamientos de temperatura

Durante esta segunda etapa del cultivo, se utilizaron cuatro tratamientos de temperatura 18, 22, 26 y 30°C.
Cada tratamiento conté con tres replicas, y cada unidad experimental consistié en un tanque de cultivo de
forma cuadrada de plastico color azul y capacidad de 48 litros. La temperatura del agua del tanque azul se
mantuvo con un bafio maria (evitando que el agua de los tratamientos se mezclara y se produjera la
pseudoreplicacidn asociada con el uso de los sistemas de recirculacidn ya que el agua recirculada puede
transportar moléculas que produzcan efectos no deseados entre réplicas). Para lograr mantener la
temperatura de cada tratamiento a bafio maria, cada tanque azul se colocdé dentro de un tanque de mayor
tamafio con forma ovalada con agua. En estos tanques la temperatura del agua se mantenia con un
enfriador (Aqualogic, DELTA STAR DS-5 HP %) en el tratamiento de 18°C y tres enfriadores/calentadores
(Aqualogic, DELTA STAR DSHP-6 HP %) en los tratamientos de 22, 26 y 30°C (Figura 7)

En cada tanque azul fueron colocadas 400 larvas de 0.0055 = 0.001 g y 0.91 + 0.13 cm (1200 larvas por
tratamiento), las cuales fueron aclimatadas aumentando o bajando la temperatura del agua gradualmente
desde 23°C (temperatura a la que se mantuvieron en la etapa de incubacién) hasta cada una de las cuatro

temperaturas de los distintos tratamientos.
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Figura 7. Diagrama del sistema de cultivo donde se mantuvieron los organismos a diferentes temperaturas (18, 22,
26 y 30°C). A, Vista frontal; B, Vista aérea (en esta imagen se omitié la linea de aireacidn para simplificacién de la
misma); TB, Tanque utilizado para poder realizar el efecto bafio maria; TO, Tanque donde se colocaron a los
organismos; TC, Tanque de compensacion; BC, Bomba centrifuga; C/E, Calentador o enfriador de agua; A, Linea de
aireacion; AL, Linea de agua limpia; AC, Linea de agua caliente o fria (depende del tratamiento de temperatura
utilizado).

Durante esta etapa, de los 24 a los 27 DDE las larvas fueron alimentadas con nauplios de Artemia
previamente enriquecida con ORI-GREEN (SKRETTING) a una densidad de 5 organismos por mL. A partir
los 28 DDE y hasta los 37 DDE se realizd el cambio de alimentacién con alimento vivo por alimento
formulado, por lo cual se disminuyé gradualmente la cantidad de Artemia de 5 hasta 0 organismos por mL,
y se les suministrd alimento formulado OTOHIME ® Al a saciedad aparente (considerada como el
momento en el que se suministra alimento a los organismos y estos ya no lo consumen). De los 38 a los
120 DDE las larvas se alimentaron a saciedad aparente con alimento formulado el cual fue cambiando de
diametro de acuerdo al tamafio de los organismos. Los alimentos utilizados fueron OTOHIME ® A1, A2, B1,
B2, C1 y C2 y SKRETTING Marine MX con 46% de proteina, 12% de lipidos y 1.2% de fibra, de 2.5y 3

milimetros de didmetro.
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2.2.2 Monitoreo de parametros fisicos y quimicos

Diariamente a las 8:00 y 16:00 horas se midieron la temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y porcentaje
de saturacidn de oxigeno con un analizador multiparametros YSI Pro 2030, el pH con un potenciémetro de

mesa Orion 290A+ y el amonio (NH4*) con un Kit API® siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para mantener una buena calidad del agua, cada unidad experimental contaba con entrada de agua

constante, equivalente a 6 recambios por dia.

2.2.3 Biometrias

Antes de realizar las biometrias los organismos se anestesiaron de uno en uno con una inmersién en una
solucion de agua de mar con tricaina a 50 mg/L. Se realizaron cinco biometrias a 30 organismos por
tratamiento, a los 48, 50, 73, 102 y 120 DDE, en cada biometria se registraron la longitud total (LT) y la
longitud patrén (LP) (distancia desde el extremo anterior del organismo hasta el inicio del complejo caudal,
justo donde termina el pedunculo e inicia la aleta caudal (UNAM, 2012)) con un ictiometro FMB2 AQUATIC
ECO-SYSTEMS, INC ® y el peso con una balanza analitica Scout ™ OHAUS con capacidad de 200g. Una vez
realizada la biometria, los organismos fueron colocados en agua de mar para su recuperacién vy

posteriormente devueltos al tanque de donde se habian tomado.

2.2.4 Identificacion sexual

Se realizaron cuatro muestreos, a los 52, 72, 102 y 120 DDE, tomando 15 organismos por tratamiento (5
por replica). Los organismos fueron medidos, pesados y eutanasiados con una dosis letal de tricaina (150
mg/L) (Noga, 2010). Posteriormente fueron fijados en solucién Davidson durante 48 horas y luego

conservados en alcohol al 70%, hasta su procesamiento histolégico (Anexo A).

Para el andlisis histoldgico, cada ejemplar fue disecado dependiendo del tamafio que tenia. A los
organismos con una longitud total menor a 2 cm se les practicé un corte trasversal de cuerpo completo
guedando divididos en dos secciones: anterior y posterior. A los organismos con una longitud total mayor
a 2 cm, correspondientes a las muestras de 52, 72 y 102 DDE, se les extrajo la cavidad abdominal y se
dividié en parte anterior y posterior para su procesamiento histoldgico. Los organismos de 120 DDE se

disecaron y se les extrajeron las génadas para su procesamiento histoldgico (Figura 8)
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Figura 8. Diseccion histoldgica de Totoaba macdonaldi de acuerdo con su longitud total (LT). A, Zona de corte en
peces menores de 2 cm de LT; B, Cavidad abdominal de peces mayores a 2 cm de LT de 52, 72 y 102 DDE (lugar donde
se encuentran las génadas, en la parte dorso lateral de |a vejiga gaseosa); C, Diseccién ventral de Totoaba macdonaldi
con 120 DDE, en donde se muestran las génadas (GN) dispuestas a lo largo de la vejiga gaseosa. Linea punteada,
zona donde se realizd el corte de los tejidos antes de ser incluidos en parafina.

Los organismos completos o los tejidos fueron deshidratados y aclarados en un Procesador de tejidos TP
1020 LEICA ® (Anexo B). A continuacidn, se colocaron en casetes histoldgicos y se incluyeron en parafina
en un Incluidor de tejidos EG 1160 LEICA®, posteriormente se realizaron los cortes histoldgicos de 6 um
de espesor en un Micrétomo rotatorio semimotorizado RM2245 LEICA®, las secciones se montaron en
portaobjetos mediante un bafio de flotacién con Gelatin Laboratory Grado G8-500 (PFisheer Scientific® a
40 °C. El desparafinado e hidratacion de los tejidos se realizd con inmersiones en xileno y etanol, y

posteriormente se tifieron con hematoxilina-eosina (Anexo C).

2.3 Identificacion del sexo y analisis de estradiol y testosterona en sangre (121 al
213 DDE)

2.3.1 Mantenimiento de organismos

A los 121 DDE, los organismos expuestos a los tratamientos con las cuatro temperaturas 18, 22, 26 y 30°C
fueron trasladados a un sistema de recirculacién, integrado por doce tanques de fibra de vidrio de color
azul con capacidad de 500 L. Este sistema tenia un tanque de sedimentacion de 500 L, un filtro mecanico
capacidad de 500 L con particulas de plastico de 4 milimetros de didmetro, un filtro biolégico con capacidad
de 500 L con medio filtrante Kaldnes K-1, una bomba Franklin Electric 57KM de % HP y un
enfriador/calentador aqualogic ® 13393 XB-10. Al trasladar los organismos al sistema de recirculacién se
mantuvieron las réplicas que se tenian durante la etapa de exposicion a las diferentes temperaturas (Figura

9). Durante esta etapa los peces fueron aclimatados gradualmente hasta alcanzar una temperatura comun
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de 26 °C, temperatura en la que se mantuvieron de los 121 a los 180 DDE. A partir de los 181 hasta los 213

DDE se mantuvieron a 16°C.

FE

Figura 9. Diagrama del sistema de cultivo donde se mantuvieron los organismos de los 121 a los 213 DDE. T,
Tanques (500 L); TS, Tanque de sedimentacion; FM, Filtro mecanico; B, Biofiltro; BC, Bomba centrifuga; CA,
Calentador de agua; AF, Linea de agua filtrada; ASF, Linea de agua sin filtrar; FE, Fraccionador de espuma; A, linea de
aireacion; D, Desagle.

2.3.2 Mantenimiento y monitoreo de los parametros fisicos y quimicos

Los organismos se alimentaron 3 veces al dia a las 8:00, 12:00 y 16:00 horas a saciedad aparente con
alimento para peces marinos SKRETTING Marine MX con 46% de proteina, 12% de lipidos y 1.2% de fibra.
El tamafio de las particulas alimenticias fue de 3, 3.5, 4, 4.5, 5,5 y 6 milimetros de didmetro, el cual se fue
ajustando de acuerdo al tamafio de los organismos. Diariamente se monitored la temperatura, salinidad,
oxigeno disuelto y porcentaje de saturacion de oxigeno con un analizador multiparametros YSI Pro 2030y
cada semana se monitoreo el pH con un potenciometro de mesa Orion 290A+, y el amonio (NH4"), los

nitritos (NOy’) y nitratos (NOs’) con los Kit API® siguiendo las intrusiones del fabricante.

Se realizd un recambio de agua diario del 30%, asi como dos retro-lavados diarios (8:00 y 16:00 h) del filtro

mecanico.
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2.3.3 Biometrias

Se realizaron tres biometrias a los 151, 184 y 213 DDE. Se registro la longitud total (LT) y la longitud patrén
(LP) (ictiometro FMB2 AQUATIC ECO-SYSTEMS, INC ®) y el peso (balanza SK-2000WP NSF® con capacidad

de 2000g * 1g) de 30 organismos por tratamiento.

2.3.4 Analisis de estradiol y testosterona

Treinta organismos de cada tratamiento se anestesiaron mediante inmersiéon en agua de mar con tricaina
a una concentracién de 150 mg/L. Posteriormete se extrajo la sangre de la vena caudal con jeringas
TERUMO SYRINGE 21G y se colocd en tubos heparenizados K2 EDTA de 7.2 mg para evitar su coagulacidn.
Para separar el plasma, la sangre se colocd en tubos Eppendorf y se centrifugé a 10,000 rpm durante 5
minutos. El plasma se colocd en tubos estériles para microcentrifuga Eppendorf ClickSeal ™ de 1.5 mly

se congeld a-80 °C en un ultracongelador REVCO ExF Thermo SCIENTIFIC ® hasta el momento de su analisis.

Las concentracidnes de testosterona se cuantificaron con el Kit ELISA 40251 de NEOGEN vy las de estradiol
estradiol con el kit 402110 de NEOGEN. Las lecturas de testosterona y estradiol se realizaron en un

espectofotometro VARIOSKAKN FLASH Thermo SCIENTIFIC®, siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.3.5 Identificacion del sexo

A cincuenta organismos de cada tratamiento se les tomaron los datos de la longitud total (LT), longitud
patrén (LP) con un ictiometro FMB2 AQUATIC ECO-SYSTEMS, INC ®, y el peso total con una balanza SK-
2000WP NSF® con capacidad de 2000 g + 1g. Posteriormente fueron eutanasiados con una dosis letal de
tricaina (150 mg/L) (Noga, 2010). Se les extrajeron las gdnadas, y se fijaron con solucién Davidson durante
24 horas, luego fueron colocadas en alcohol al 70% hasta el momento en que fueron procesadas para su

analisis histolégico el cual se realizé de la forma descrita en la seccién 2.2.4
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2.4 Medicién de gonias y gonadogenesis
2.4.1 Determinacion del didAmetro de gonias

Las muestras histologicas fueron visualizadas en un microscopio OLYMPUS CX31 y las imagenes analizadas
con el programa INFINITY ANALYZE-INFINITY 1 2CB sn 197173. El diametro de las gonias se definié como
el promedio del didmetro mayor y el didmetro menor. Se midieron Unicamente las células de mayor
tamanio, ya que se considerd que las células mas grandes son las que fueron cortadas por el ecuador y son

el reflejo real de su didmetro.

2.4.2 Gonadogenesis

La descripcion de la gonadogenesis se realizé con el material histoldgico correspondiente a las etapas de
exposicion a las diferentes temperaturas, tomando en cuenta las caracteristicas de la génada y la longitud

de los organismos, tanto en hembras como en machos.

2.5 Analisis de datos

Para conocer si habia diferencias en los valores de las variables fisicas y quimicas entre los tratamientos y
diferencias en la longitud y el peso entre los organismos expuestos a las diferentes temperaturas, los
valores de las diferentes variables se analizaron con una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una
viay una prueba a posteriori de Tukey (P<0.05) cuando se encontraron diferencias. Para todas las variables
anteriores se verificaron los supuestos de normalidad mediante una prueba Komologorov-Smirnov y
homocedasticidad mediante una prueba de Levene. Los datos de las variables que no pasaron las pruebas
de normalidad y homocedasticidad fueron transformados, una vez transformados, se verificé que pasaran
los anteriores supuestos antes de analizarse estadisticamente. Los datos expresados en porcentaje
(sobrevivencia y porcentaje de saturacién de oxigeno) se transformaron con la funcién arco seno de la raiz
cuadrada del percentaje antes de analizarse estadisticamente. Para conocer si habia diferencias en la
concentracién de estradiol y testosterona, longitud patréon y peso entre hembras y machos de un mismo
tratamiento, los datos de estas variables se analizaron mediante la prueba t de student. Las pruebas de
ANOVA, Komologorov-Smirnov, Levene y t de stident se realizaron con el programa STATISTICA® version

10.
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La relacion de la proporcion de sexo respecto a la temperatura se evalué mediante el andlisis de tablas de

contingencia con la prueba de X2



29

Capitulo 3. Resultados

3.1 Exposicion a diferentes temperaturas (24 a 120 DDE)

3.1.1 Sobrevivencia

Se encontraron diferencias significativas en la sobrevivencia de los organismos cultivados a diferentes
temperaturas (P=0.002). El mayor porcentaje de sobrevivencia fue encontrado en el tratamiento con
temperatura de 22°C (33.24%) y el menor en el tratamiento de 18°C (9.67%). En dos de las réplicas del
tratamiento de 30°C se murieron todos los organismos, por tal motivo en los analisis estadisticos
inferenciales no se incluyd este tratamiento, sélo se analizaron mediante estadistica descriptiva (Figura

10).
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Figura 10. Porcentaje de sobrevivencia de totoabas expuestas a diferentes tratamientos de temperatura. Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P=0.002). NOTA: El tratamiento de 30 °C no se incluyd
en el andlisis estadistico. La sobrevivencia en dicho tratamiento esta representada por una sola réplica, ya que la
mortalidad en las otras dos se debid a fallas mecanicas del sistema y no al tratamiento de temperatura.

3.1.2 Longitud patréon y peso de Totoaba macdonaldi de 120 DDE expuesta a diferentes
tratamientos de temperatura

Los organismos expuestos al tratamiento de 30°C crecieron mas, pero mediante estadistica inferencial solo
se pudieron comparar los tratamientos de 18, 22 y 26 °C. En estos tratamientos se encontraron diferencias
significativas entre la longitud patrén de los organismos (P<0.001). Los organismos expuestos al

tratamiento 26°C crecieron mas (LP=13.43+0.22 cm) que los expuestos a 22 y 18°C (Figura 11) (Anexo D).
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Se encontraron diferencias significativas entre el peso (W) de los organismos (P<0.001). Los organismos

expuestos al tratamiento de 26°C pesaron mas (W=39.7+5.0 g) que los expuestos a 22 y 18°C (Figura 12).
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Figura 11. Longitud patrén (LP) de Totoaba macdonaldi a los 120 DDE expuesta a diferentes tratamientos de
temperatura. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.001). El tratamiento de 30 °C
no se incluyé en el andlisis estadistico debido a la muerte de los organismos de dos de las réplicas.
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Figura 12. Peso (W) de Totoaba macdonaldi a los 120 DDE expuesta a diferentes tratamientos de temperatura.
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.001). El tratamiento de 30 °C no se incluyé
en el analisis estadistico debido a la muerte de los organismos de dos de las réplicas.
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3.1.3 Analisis de parametros fisicos, quimicos y poblacionales

No se encontraron diferencias significativas en la salinidad de los diferentes tratamientos (P=0.101). Se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en el porcentaje de saturacién de oxigeno
(P=0.001), en el oxigeno disuelto (P<0.001), en el pH (P<0.001), en el nitrégeno amoniacal total (NAT)
(P<0.001) y en la densidad a los 120 DDE (P<0.001) (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros fisicos, quimicos y bioldgicos en el cultivo de Totoaba macdonaldi expuesta a diferentes
temperaturas a los 120 DDE.

Tratamiento 18°C 22°C 26 °C 30°C
Temperatura (°C) 18.86+0.15 ¢ 22.54+0.11° 25.84+0.08 2 29.04
Salinidad (ups) 34.14+0.14 34.19+0.01 34.23+0.04 34.40
Saturacién de
oxigeno (%) 97.43+3.362 71.96 +4.09 ° 76.41+5° 78.75
Oxigeno (mg/L) 7.36+0.282 5.07+0.29° 5.13+0.35° 5.09
pH 7.83+0.022 7.69+.01° 7.59+0.02°¢ 7.59
Nitrégeno
amoniacal total
(NAT) (mg/L) 0.61+0.06° 2.65+0.14° 2.73+0.28° 2.98
Densidad a los
120DDE (g/L) 3.47+1.89° 55.84+5.52 101.08 +23.02 2 25.44

*El andlisis estadistico inferencial ANOVA y prueba de Tukey solo se realizé entre los tratamientos de 18, 22 y 26 °C,
excluyéndose el tratamiento de 30°C debido a la mortalidad que se presenté.

3.1.4 Caracteristicas de las gonadas de los peces de 52, 72, 102 y 120 DDE expuestos a diferentes
temperaturas.

3.1.4.1 Caracteristicas de las gonadas a los 52 DDE

Las gdnadas de los organismos expuestos a los diferentes tratamientos de temperatura (18, 22, 26 y 30 °C)
a los 52 DDE estaban indiferenciadas, no presentaron caracteristicas como cavidad ovarica o una
distribucién del tejido germinal caracteristica del ovario o del testiculo. Solo en las gdénadas de los
organismos expuestos a 18°C se observaron células germinales (gonias). En las génadas de los organismos

expuestos a 22, 26 y 30 °C solo se observo tejido somatico y vascular (Figura 13).
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Figura 13. Cortes transversales de génada indiferenciada de Totoaba macdonaldi de 52 DDE expuestos a diferentes
tratamientos de temperatura. A, 18 °C (LT= 1.9 cm); B, 22 °C (LT= 3 cm); C, 26°C (LT= 4.2 cm); D, 30 °C (LT= 5.1 cm);
LT), Longitud total del organismo; GN, Gdnadas; VG, Vejiga gaseosa; M, Mesenterio; G, gonias; N, Nucleo; UN,
Nucléolo; C, Citoplasma; E, Eritrocito y VS, Vaso sanguineo.

3.1.4.2 Caracteristicas de las gonadas a los 72 DDE

Las gonadas de los organismos expuestos a los tratamientos de 18 y 22°C, estaban indiferenciadas, no se
observaron gonias, solo tejido somatico y vascular. En los organismos expuestos al tratamiento de 26°C se
observaron gonadas indiferenciadas y gonadas con cavidad ovarica. En los cortes longitudinales de
gonadas indiferenciadas se observaron células germinales y tejido somdatico, mientras que en las génadas
cortadas trasversalmente se identificé la cavidad ovarica y tejido somatico y vascular. En los organismos
expuestos al tratamiento de 30°C se observaron génadas indiferenciadas y génadas con cavidad ovarica
en formacidn, ya que presentaban elongaciones en sus bordes ventrales, las cuales darann origen a la
cavidad ovarica. Tanto en las génadas indiferenciada como en las que presentaron cavidad ovarica en

formacidn, sélo se observé tejido somatico y tejido vascular (Figura 14).
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Figura 14. Cortes transversales y longitudinales de génada de Totoaba macdonaldi de 72 DDE expuestos a
diferentes tratamientos de temperatura. A, 18°C (LT=4.1cm); B, 22°C (LT=7.5 cm); C 26°C (LT=10.4cm); D, 26°C
(LT=8.4cm); E, 30 °C (LT=10.5 cm); F, 30 °C (LT=10.5 cm); LT, Longitud total del organismo; GN, Gdnadas; VG, Vejiga
gaseosa; H, Higado, M, Mesenterio; MO, Mesovario; ELG, Elongacién de la gonada; COF, Cavidad ovarica en
formacion; CO, Cavidad ovarica; G, gonias; N, Nucleo; UN, Nucléolo; C, Citoplasma; E, Eritrocito y VS, Vaso
sanguineo.
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3.1.4.3 Caracteristicas de las gédnadas a los 102 DDE

A los 102 DDE las génadas de los organismos expuestos a los tratamientos de 18 y 22°C estaban
indiferenciadas y solo se observé tejido somatico y vascular. En organismos expuesto al tratamiento de
26°C se observaron ovarios cuya caracteristica era una tunica albuginea de gran espesor con respecto al
espesor del epitelio germinal. Hay presencia de cavidad ovdrica y proliferacion de ovogonias en la parte
medular de la génada, rodeando parcialmente la cavidad ovdrica. En los organismos expuestos al
tratamiento de 30 °C se observaron ovarios con ovogonias en la parte medular de la génada rodeando

toda la periferia de la cavidad ovarica (Figura 15).

Figura 15. Cortes transversales y longitudinales de génada de Totoaba macdonaldi de 102 DDE expuestas a los
diferentes tratamientos de temperatura. A, 18 °C (LT=5.6cm); B, 22 °C (LT=9cm); C, 26 °C (LT=13cm); D, 30 °C
(LT=14cm); LT, Longitud total del organismo; M, Mesenterio; CO, Cavidad ovarica; OV, Ovogonia; TA, Tunica
albuginea; ET, Estroma EG, Epitelio germinal; E, Eritrocito y VS, Vaso sanguineo.
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3.1.4.4 Caracteristicas de las génadas a los 120 DDE

Alos 120 DDE, las gonadas de totoaba expuestas al tratamiento de 18°C se encontraron en tres diferentes
grados de desarrollo: indiferenciadas, con cavidad ovarica en formacion y génadas con cavidad ovarica
formada. En ninguno de los tres casos se observaron gonias u ovogonias, solo se observé tejido somatico
y vascular (Figura 16). En los organismos expuestos a los tratamientos de 22 y 30°C se observaron ovarios
con cavidad ovarica y tejido germinal dispuesto en la parte medular de la génada bordeando totalmente
la cavidad ovarica. En los organismos expuestos al tratamiento de 26 °C se observaron testiculos con

espermatogonias en algunas partes de la periferia de la génada (Figura 17).

Figura 16. Cortes transversales de génada de Totoaba macdonaldi de 120 DDE expuestas al tratamiento de 18°C.
A, Gdnada indiferenciada (LT=6cm); B, Gonada con cavidad ovdérica en formacion (LT= 6cm) y C, Génada con cavidad
ovarica (LT=8cm) LT, Longitud total del organismo; M, Mesenterio; ME, Mesovario CO, Cavidad ovarica; COF, Cavidad
ovdrica en formacion y ELG, Elongacién de la génada.

Figura 17. Cortes longitudinales de goénadas de Totoaba macdonaldi de 120 DDE expuestas a diferentes
tratamientos de temperatura. A, 22°C (LT=16 cm); B, 26°C (LT=15 cm) C, 30 °C (LT=16.8 cm); LT, Longitud total del
organismo; CO, Cavidad ovarica; OV, Ovogonia; ESG, Espermatogonia; TA, Tunica albuginea; ET, Estroma EG, Epitelio
germinal; E, Eritrocito y VS, Vaso sanguineo.
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3.2 Identificacion del sexo y analisis de estradiol y testosterona en sangre (121 a
213 DDE)

3.2.1 Diferencias entre el ovario y el testiculo en Totoaba macdonaldi a los 213 DDE

El ovario de totoaba a los 213 DDE se caracterizé por tener el epitelio germinal en la parte medular de la
gonada rodeando las lamelas ovaricas, las cuales delimitan la cavidad ovarica; una tunica albuginea en la
periferia de la gdnada y estroma ovarico entre el tejido germinal y la tunica albuginea. Los testiculos tienen
una tunica albuginea que envuelve al drgano, seguido hacia el interior por el tejido germinal, en donde las
espermatogonias se ubican dentro de I6bulos que se desarrollan de la periferia hacia el centro de la gédnada

(Figura 18).

Figura 18. Ovarios y testiculos de Totoaba macdonaldi de 213 DDE. A, Corte longitudinal de ovario (LT=23 cm); B,
Corte transversal de ovario (LT=22cm); C, Corte longitudinal de testiculo (LT= 27.5 cm); D, Corte transversal de
testiculo (LT= 25.5cm); LT, Longitud total del organismo; TA, Tunica albuginea; ET, Estroma; EP, Epitelio germinal; L,
Lamelas ovaricas y LO, Lébulos.
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3.2.2 Porcentaje de hembras y machos

En el tratamiento de 18°C se encontré un menor porcentaje de machos (47.92 %) que de hembras
(52.08%), mientras que en los tratamientos de 22, 26 y 30 °C el porcentaje de machos fue mayor que el de
hembras (Figura 19). Sin embargo, el andlisis de tablas de contingencia con la prueba de X? no reveld que

hubiera una influencia de la temperatura sobre la proporcidn sexual.
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Figura 19. Porcentaje de machos y hembras de Totoaba macdonaldi expuestas a diferentes tratamientos de
temperatura. Las barras grises representan el porcentaje de machos y las barras blancas el porcentaje de hembras.
El niUmero de organismos analizados fue diferente para cada tratamiento (18°C: n=48, 22°C: n=43, 26°C: n=46y 30°C:
n=46).

3.2.3 Longitud corporal y peso de la Totoaba macdonaldi a los 213 DDE

A los 213 DDE los organismos expuestos al tratamiento de 30°C eran mas grandes; sin embargo, mediante
estadistica inferencial solo se compararon los tratamientos de 18, 22 y 26°C. Se encontraron diferencias
significativas en la longitud patrén entre los organismos expuestos a estos tres tratamientos (P=0.001).
Los organismos expuestos al tratamiento de 26°C crecieron mas (LP = 22.13 + 0.55 cm) que los expuestos
a 18 y 22°C (Figura 20) (Anexo D). También se encontraron diferencias significativas en el peso entre los
organismos expuestos a estos tres tratamientos de temperatura (P=0.001). Los organismos expuestos al

tratamiento de 26°C tenian mayor peso (173.4 + 9.7 g) que los expuestos a 18 y 22°C (Figura 21).
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Figura 20. Longitud patrén (LP) de Totoaba macdonaldi a los 213 DDE. Las letras sobre las barras indican diferencias
significativas (P=0.001). El tratamiento de 30°C no tiene letra sobre la barra debido a que este tratamiento no se
incluyd en el analisis estadistico inferencial.
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Figura 21. Peso de Totoaba macdonaldi a los 213 DDE. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas
(P<0.05). El tratamiento de 30°C no tiene letra sobre la barra debido a que este tratamiento no se incluyd en el
andlisis estadistico inferencial.
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No se encontraron diferencias significativas entre la longitud patrén de los machos y hembras expuestos
a un mismo tratamiento de temperatura, 18°C (P=0.649), 22°C (P=0.391) y 30°C (P=0.0582) (Figura 22).
Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el peso de machos y hembras expuestos a los
mismos tratamientos de temperatura de 18°C (P=0.543) y 22°C (P=0.472) pero si entre los machos y las

hembras expuestos al tratamiento de 26°C (P=0.029) (Figura 23)
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Figura 22. Longitud patrén (LP) de hembras y machos de Totoaba macdonaldi a los 213 DDE expuestos a diferentes
temperaturas. El tratamiento de 30°C no se incluyé en el andlisis estadistico inferencial. M, Machos; H, Hembras, A,
18°C; B, 22°C; C, 26°C; D, 30°C.
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Figura 23. Peso de machos y hembras de Totoaba macdonaldi a los 213 DDE expuestos a diferentes temperaturas.
A, 18°C; B, 22°C; C, 26°C; D, 30°C. Las letras sobre las barras indican diferencias estadisticas. El tratamiento de 30°C
no se incluyé en el andlisis estadistico inferencial. M, Machos; H, Hembras.

3.2.4 Caracteristicas del ovario de Totoaba a los 213 DDE

La mayoria de los ovarios de los organismos expuesto inicialmente al tratamiento de 18 °C tuvieron lamelas
poco desarrolladas, con ovogonias en la periferia, bordeando la cavidad ovarica, estroma poco abundante
y tunica albuginea abundante en la periferia de la génada. Los ovarios de las totoabas expuestas
inicialmente al tratamiento de 22 °C, tenian las lamelas desarrolladas con ovogonias y ovocitos primarios
en la periferia, estroma abundante con foliculos y tunica albuginea no tan abundantes. Los ovarios de
totoaba con tratamiento inicial de 26°C, presentaban lamelas desarrolladas con ovogonias abundantes o
escasas, estroma abundante con pocos foliculos o sin foliculos y tunica albuginea poco abundante en la
periferia de la génada. En cuanto a los organismos expuestos inicialmente al tratamiento de 30 °C, los

ovarios tenian lamelas muy desarrolladas que cubrian total o parcialmente la cavidad ovarica, ovogonias
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que llenaban total o parcialmente las lamelas, estroma y la tunica albuginea poco o muy abundantes y con

o sin foliculos (Figura 24).

Figura 24. Cortes longitudinales de ovario de Totoaba macdonaldi de 213 DDE expuestos a diferentes tratamientos
iniciales de temperatura. A, 18°C (LT=23.5cm); B, 22°C (LT=24.5cm); C, 26°C (LT=23cm) D, 26°C (LT=29cm); E, 30°C
(LT=24.5); F, 30°C (LT= 23.5 cm); LT, Longitud total del organismo; CO, Cavidad ovarica; OV, Ovogonia; TA, Tunica
albuginea; ET, Estroma; EG, Epitelio germinal; L, Lamelas o crestas; F, Foliculo; OP, Ovocito primario; N, Nucleo; UN,
Nucléolo y C, Citoplasma.
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3.2.5 Caracteristicas del testiculo de totoaba los 213 DDE

Los testiculos de totoabas expuestas inicialmente al tratamiento de 18°C presentaban pocas
espermatogonias en algunas partes de la periferia de la génada y I6bulos poco desarrollados. Las totoabas
expuestas inicialmente a 22°C tenian Iébulos definidos en toda la periferia de la génada, dentro de los
I6bulos se ubicaban las espermatogonias. En cuanto a las totoabas expuestas inicialmente al tratamiento
de 26 y 30 °C tenian testiculos con ldbulos desarrollados en toda la periferia de la génada con
espermatogonias distribuidas a lo largo de todos los Iébulos, en algunos testiculos se observaron escasos

cistos con espermatocitos o con espermatidas (Figura 25).

Figura 25. Cortes longitudinales de testiculos de Totoaba macdonaldi de 213 DDE expuestos a diferentes
tratamientos iniciales de temperatura. A 18 °C (LT=21 cm); B, 22°C (LT=20.5); C 26 °C (LT=26 cm); D, 30°C (LT=27.5
cm). LT, Longitud total del organismo; EG, Epitelio germinal; LO, Lébulos; CIS, Cisto y EM, Espermatocito.
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3.2.6 Gonias en proceso de divisidn celular

En las génadas de los organismos expuestos a los diferentes tratamientos se encontraron gonias en
distintas etapas de divisidn celular, la cuales se caracterizaron por la presencia de cromosomas en etapa

de metafase o anafase (Figura 26).

Figura 26. Gonias de Totoaba macdonaldi en diferentes estados de divisidn celular. A, Metafase (LT=20.8cm); B,
Anafase temprana (LT=23cm); C, Anafase (LT=27.5cm); LT, Longitud total del organismo; OV, Ovogonia; CR,
cromosoma; UN, Nucléolo; N, Nucleo y C, Citoplasma.

3.2.7 Anomalias encontradas en las gédnadas

Tanto en ovarios como en testiculos de las totoabas expuestas a los diferentes tratamientos de
temperatura se encontraron anomalias en las gdnadas. En los ovarios se observaron cistos de
espermatocitos, un arreglo celular comun de los testiculos, pero no de los ovarios. El porcentaje de ovarios
con esta anomalia fue de 12% para los organismos expuestos a 18°C, 35% para los expuestos a 22°C, 25%
para los expuestos a 26°Cy 16.6 % para los expuestos a 30°C (Figura 27). En contraste, en los testiculos se
observé la presencia de una cavidad con células germinales en la periferia, similar a la cavidad ovdrica de
las hembras, el porcentaje de testiculos con esta anomalia fue de 100% para los organismos expuestos al
tratamiento de 18°C, 23% para los expuestos a 22°C, 19% para los expuestos a 26°C y 10.7 % para los

expuestos a 30°C (Figura 28).



44

Figura 27. Corte longitudinal de ovario de Totoaba macdonaldi de 213 DDE expuesta al tratamiento de 18°. A, y B,
muestran fotomicrografias con diferente aumento de un organismo de LT=18 cm. LT, Longitud total del organismo;
CO, Cavidad ovarica; OV, Ovogonia; TA, Tunica albuginea; ET, Estroma; EG, Epitelio germinal; L, Lamelas o crestas; F,
Foliculo; CIS, Cisto; y EM, Espermatocito.

Figura 28. Cortes longitudinales de testiculos de Totoaba macdonaldi de 213 DDE expuesta al tratamiento de 18°C.
A, LT= 22 cm; B, LT= 26cm. LT, Longitud total del organismo; EG, Epitelio germinal; CA, Cavidad y CG, Células
germinales.
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3.2.8 Analisis de estradiol y testosterona en sangre

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de estradiol ni de la testosterona en el
plasma de la totoaba procedente de hembras y machos de un mismo tratamiento de temperatura

(P>0.05) (Figuras 29y 30).
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Figura 29. Niveles de testosterona en plasma de hembras y machos de Totoaba macdonaldi en diferentes
tratamientos de temperatura. A, 18°C (P=0.285); B, 22°C (P=0.474); C,26°C (P=0.282); D, Tratamiento de
30°C(P=0.443); M, Machos y H, Hembras. Barras negras, machos; Barras blancas, hembras. NOTA: para el analisis de
los niveles de estradiol en el plasma se tomd como unidad experimental a cada organismo.



46

0.06 0.06
0.05 0.05
g £
Eo004 S 0.04
g £
©003 S 0.03
© © T
g g
2 0.02 4 0.02
0.01 0.01
A 0 B 0
M18°C H18°C M22°C H22°C
Sexo y tratamiento Sexo y tratamiento
0.06 0.06
0.05 0.05
= =
£ 004 £ 004
[eT4] [eT4]
£ £
© 0.03 [ © 0.03
© ©
© ©
7 7
Y 0.02 Y 0.02
0.01 0.01
C o D o
M26°C H26°C M30°C H30°C
Sexo y tratamiento Sexo y tratamiento

Figura 30. Niveles de estradiol en plasma de hembras y machos de Totoaba macdonaldi en diferentes tratamientos
de temperatura. A, 18°C (P=0.855); B, 22°C (P=0.425); C, 26°C (P=0.477); D, 30°C (P=0.673); M, Machos; H, Hembras.
NOTA: para el analisis de los niveles de estradiol en el plasma se tomé como unidad experimental a cada organismo.
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3.3 Diametro de gonias y génesis gonadal
3.3.1 Diametro de células madre germinales

El didmetro de las células madre germinales tanto en hembras como en machos tuvo un intervalo de 10

a 12 um, sin embargo, solo en los ovarios se encontraron células madre con didmetros de 13 um.

3.3.2 Génesis ovarica

Para facilitar la descripcion del ovario, su desarrollo se dividié en etapas de acuerdo a la aparicién o
crecimiento de los tejidos caracteristicos de la génada. En la primera etapa el ovario pasa por un estado
indiferenciado. Es una estructura alargada y de un didametro reducido, ligeramente aplanada y estd
dispuesta en el techo de la cavidad abdominal en los margenes laterales definidos por la vejiga gaseosa y
la pared de cuerpo (Figura 31). Durante esta etapa, la génada se caracteriza porque solo se observan
células somaticas y germinales, pero no se observa ningun tejido caracteristico del ovario como lamelas,
cavidad ovarica y estroma. En una segunda etapa se forman dos elongaciones, una en cada extremo del
lado ventral de la génada (superior e inferior), que crecen y se fusionan en sus extremos hasta formar la
cavidad ovarica. En la tercera etapa, una vez formada la cavidad ovarica, se observé un crecimiento de la
gonada y la proliferacién de las gonias en algunas zonas de la region medular o central de la génada,
bordeando la cavidad ovarica. En una cuarta etapa, se observé una mayor proliferacion de las ovogonias
en la parte central de la génada, bordeando total o parcialmente la cavidad ovarica, en este momento se
observo con claridad el estroma ovarico. En la quinta etapa, cuando las gonias proliferaron alrededor de
toda o casi toda la cavidad ovarica, dando inici6 el desarrollo de las lamelas ovaricas, las cuales son
elongaciones del tejido germinal hacia el centro de la cavidad ovarica. A partir de ese momento en el ovario
se observaron todos los tejidos caracteristicos de este drgano: el epitelio germinal, las lamelas ovaricas, el
estroma y la tunica albuginea. A partir de este estado de desarrollo, los cambios en el ovario consistieron
en el cambio de su tamario, por lo que el epitelio germinal y el nUmero de ovogonias aumentd, la tunica
albuginea disminuyd su espesor, las lamelas ovaricas y el estroma crecieron y la génada aumenté de
diametro. A la par del cambio de tamafio de los tejidos que componen el ovario, se observaron ovocitos
primarios y foliculos, los cuales aumentaron en nimero en los ovarios de los organismos que tenian una

mayor longitud. (Figura 32)
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Figura 31. Corte transversal de la cavidad abdominal de Totoaba macdonaldi. AD, Area dorsal del organismo; AV,
Area ventral del organismo; VG, Vejiga gaseosa; GN, Gonada; H, Higado; EST, Estomago; IN, Intestino.
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Figura 32. Génesis del ovario de Totoaba macdonaldi. A, Corte transversal del organismo (LT=1.9 cm); B, Corte
trasversal de génada (LT=4.1cm); C, Corte trasversal de génada (LT=6.7cm); D, Corte transversal de génada (LT=6cm);
E, Corte transversal de ovario (LT=10.5 cm); F, Corte transversal del ovario (10.4 cm); G, Corte longitudinal del ovario
(LT=13cm); H, Corte longitudinal del ovario (LT=14cm); I, Corte longitudinal del ovario (LT=23.5cm); J, Corte
longitudinal del ovario (LT=18cm); K, Corte longitudinal del ovario (LT=27cm); L, Corte longitudinal del ovario
(LT=28cm); LT, Longitud total del organismo; CO, Cavidad ovarica; OV, Ovogonia; TA, Tunica albuginea; ET, Estroma;
EG, Epitelio germinal; L, Lamelas o crestas ovaricas; F, Foliculo; OP, Ovocito primario; VG, Vejiga gaseosa; GN, Génada;
H, Higado; ELG, Elongacién de la génada y VS, Vaso sanguineo.
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3.3.3 Génesis testicular

Para facilitar la descripcion de la génesis testicular, su desarrollo se dividié en etapas tomando en cuenta
la aparicién o crecimiento de los tejidos caracteristicos de la gdnada. En la primera etapa se observg, la
presencia de células germinales en la periferia de la génada (primera evidencia que indica que la génada
se va a desarrollar en un testiculo), la cual tenia una cavidad central, similar a la que se observa en un
ovario. En la segunda etapa se observé la formacién dispersa de Idbulos en algunas zonas de la periferia
de la génada. En la tercera etapa se observd la formacién de ldbulos continuos solo en la mitad del
perimetro de la génada, al mismo tiempo comenzd la degradacion de la cavidad y restructuracidn continua
del tejido central de la génada. En la cuarta etapa se observd una mayor proliferacién de espermatogonias
y la presencia de Iébulos, dispuestos radialmente desde toda la periferia hacia la regién central del
testiculo. A la par de este evento continud la reduccidon del didmetro de la cavidad hasta que fue llenada
totalmente por el tejido central de la gdnada. A partir de la ausencia de la cavidad en el centro de la
gonada, en los testiculos de los organismos muestreados, solo se observé el aumento de la longitud de los
I6bulos y del didmetro de los testiculos, también se incrementd el nimero de espermatogonias y la

presencia de cistos con espermatocitos o espermatidas (Figura 33).
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Figura 33. Génesis testicular de Totoaba macdonaldi. A, Corte transversal de totoaba (LT=1.9 cm); B): Corte
transversal de la génada (LT=4.1cm); Cy C.1, Corte longitudinal de la gonada (LT=8.4cm); D y D.1, Corte longitudinal
de la génada (LT=15cm); E, Corte longitudinal de la génada (LT=15cm); F, Corte longitudinal de la génada (LT=21cm);
G, Corte longitudinal de la génada (LT=23.5 cm); I, Corte longitudinal de la génada (LT=27.5 cm); J, Corte longitudinal
de la gonada (LT=29cm); LT, Longitud total del organismo; GN, Gonada; VG, Vejiga gaseosa; M, Mesenterio; VS, Vaso
sanguineo; EG, Epitelio germinal; LO, Lébulo; CIS, Cisto; CA, Cavidad y ESG, Espermatogonia.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Exposicion a diferentes temperaturas (18, 22, 26 y 30°C) durante el periodo de
24 a 120 DDE.

4.1.1 Sobrevivencia

La mortalidad durante el periodo de exposicion a las temperaturas experimentales se debid a diversas
causas. En el tratamiento de 18 °C la principal causa de muerte fue la baja temperatura a la que fueron
expuestas las larvas, debido a que los peces son poiquilotermos, es decir que su temperatura interna varia
de acuerdo con la temperatura del agua (Fanjul, 2008; Robaina y Schuchardt, 2009), esta tiene un efecto
sobre el metabolismo de los organismos, ya que afecta la velocidad de las reacciones enzimaticas y la

relacion enzima-sustrato (Hochachka y Somero, 1971).

Se conocen dos estudios relacionados con el periodo de reproduccién de la totoaba en la desembocadura
del Rio Colorado en el Golfo de California (Nakashima, 1916; Lépez y Coronel, 2016). La temporada
reproductiva de la totoaba abarca de finales de febrero a junio (Nakashima, 1916) o de abril a junio (Lopez
y Coronel, 2016). En ninguno de los estudios anteriores se menciona la temperatura del agua. La
temperatura promedio en el alto Golfo de California varia de 15 a 31°C entre invierno y verano; sin
embargo, en afios cdlidos la temperatura inviernal es de 19 + 0.75 °C (Ramirez-Ledn et al., 2015).
Probablemente la discrepancia entre diferentes autores sobre la época reproductiva de la totoaba se deba
a que podria variar dependiendo de la temperatura del agua, ya que se sabe que los organismos se
reproducen cuando las condiciones ambientales son las mas favorables para la supervivencia de sus crias
(Carrillo et al., 2009). En condiciones de laboratorio se ha observado que las totobas empiezan a
reproducirse cuando el agua alcanza los 20°C (com. pers. Bardn- Sevilla, 2019) y dicha temperatura es un
poco mayor que la temperatura de experimentacion, por tal motivo es probable que varias larvas se

murieran al estar expuestas a la temperatura de 18°C.

En condiciones de laboratorio, las totoabas de dos meses de edad (60 DDE) prefirieron temperaturas de
24.6 a 27 °C (Talamds-Rohana, 2001). La diferencia de 7.8°C entre la temperatura experimental de 18°C en
este trabajo y el promedio de las temperaturas preferidas por la totoaba, probablemente provocé la
muerte de los organismos. Ademas de la mortalidad por la baja temperatura, también se presentd
mortalidad por canibalismo, el cual aumento en los tratamientos de mayor temperatura, ya que la
temperatura favorecié la diversidad de tallas en los organismos. El canibalismo es una conducta comun en

la totoaba, que también se ha observado en otras especies de peces marinos en condiciones de cultivo
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como la curvina Argyrosomus regius (Estevez, 2018), el Jurel Seriola rivoliana (Burgoin-Cota, 2015) y el
pargo flamenco Lutjanus guttatus (Abdo-de la Parra et al., 2015). En las tres especies anteriormente
mencionadas se observd que la dispersion de tallas aumentaba la conducta canibal en los organismos,
posiblemente como una condicidn normal derivada de sus habitos alimenticios, que se intensifica como

resultado de |la densidad de los cultivos.

En el tratamiento de 30°C la principal causa de muerte fue la alta densidad ya que a esta temperatura los
organismos crecieron mas que en los otros tratamientos. El mayor tamafio de los organismos se debid a
que a 30°C se incremento la actividad metabdlica (Randall et al., 2002; Alfaro et al., 2005). Otro efecto de
la alta densidad a 30°C fue el incremento en la demanda de oxigeno y en la excrecidn de amoniaco y CO,,
por esta razdn cualquier falla en el control de los factores fisico-quimicos, podia provocar la muerte de los
organismos. Ademas, debe tomarse en cuenta que en una de las réplicas de este tratamiento una de las
mangueras de aireacion se desconectd, por lo que una falla momentanea en el suministro de oxigeno
ocasiond su reduccién drastica y produjo la mortalidad por asfixia. En el caso de la réplica 2 se registré un
aumento de 2°C temperatura, lo cual acelerd aln mas la tasa metabdlica de los organismos, que provoco
un mayor consumo de oxigeno y mayor excrecion de amoniaco y CO,, y probablemente los organismos
murieron debido la baja disponibilidad de oxigeno y la elevada concentracién de amoniaco y CO; en el

agua.

En los tratamientos de 22 y 26°C la principal causa de muerte de los organismos se debid al canibalismo.
A pesar de que en los tratamientos de 22 y 26°C la causa probable de muerte de los organismos fue la
misma en el tratamiento de 22°C se encontré una mayor sobrevivencia que en el tratamiento de 26°C.
Esto se debiod posiblemente a que en los organismos expuestos a temperaturas mas elevadas de 26 y 30°C
habia una mayor diversidad de tallas que en los expuestos a temperaturas bajas (18 y 22°C), lo cual
favorecio el canibalismo de los organismos mas grandes hacia los mas pequefios. En el cultivo de peces
planos también se ha observado que la diversidad de tallas favorece el canibalismo (Sarasquete et al.,
1999). Otros factores que favorecen el canibalismo son la densidad y la disponibilidad de alimento
(Folkvord, 1997). La densidad de peces era mayor en el tratamiento de 26°C que en el tratamiento de
22 °C, probablemente la menor sobrevivencia de peces en el tratamiento de 26°C también se pudo deber
a este factor. Respecto a la disponibilidad de alimento, en ambos tratamientos (22 y 26°C), los organismos
se alimentaban tres veces al dia a saciedad aparente, y en condiciones de cultivo esta técnica de
alimentaciéon disminuye la conducta de canibalismo (Hecht y Pienaar, 1993). Por lo tanto, este ultimo
factor, no se considerd como la principal causa de la diferencia en el canibalismo entre los tratamientos

de 22y 26°C.
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4.1.2 Crecimiento

Al final de la etapa de exposicidn a diferentes temperaturas los organismos tenian 120 DDE, sin embargo,
a pesar de tener la misma edad y de provenir de un mismo desove, se observaron diferencias significativas
en la longitud corporal. Los peces expuestos a temperaturas bajas alcanzaron tallas mds pequenas
mientras que los mas grandes se observaron en las temperaturas mas altas (26 y 30°C). Se sabe que en el
desarrollo de los organismos influyen factores abiéticos como la temperatura, pH, salinidad, fotoperiodo
y oxigeno y factores bidticos como la densidad de la poblacidn, disponibilidad de alimento, hormonas, etc.
(Johnston et al., 1996). De estos factores la temperatura es uno de los que mas influye en la reproduccion,
desarrollo y crecimiento de los organismos. La mayoria de los procesos celulares, incluido el crecimiento
dependen del funcionamiento adecuado de las proteinas y membranas (Kingsolver, 2009). Las
temperaturas bajas estabilizan los enlaces quimicos débiles, disminuyen la fluidez de las membranas lo
que afecta la permeabilidad de estas, y reducen la flexibilidad de las proteinas lo que reduce la capacidad
de las enzimas para unirse al sustrato provocando que las reacciones enzimaticas sean mas lentas, y como
consecuencia de la disminucién en la velocidad de las reacciones enzimaticas se reduce la tasa de
crecimiento en los organismos. Las temperaturas altas aumentan la fluidez de las membranas y la
flexibilidad de las proteinas, lo que acelera la capacidad de las enzimas para unirse al sustrato y provoca
qgue las reacciones sean mas rapidas. Todo ello contribuye a aumentar la tasa de crecimiento de los
organismos, sin embargo, en el momento que la temperatura es demasiado elevada, también puede
afectar negativamente el funcionamiento de la enzima o la desnaturaliza, disminuyendo la velocidad de
las reacciones rdpidamente e incluso pueden detenerse (Currie y Shulte, 2014), y provocar la muerte de
los organismos. Ademas de la temperatura, la densidad también pudo influir, ya que puede generar un
ambiente de estrés (Wedemeyer, 1997), debido a que hay mds competencia por alimento y por espacio,
lo cual impide que la energia en lugar de destinarse al crecimiento, se utilice en procesos de compensacion
del estrés, ademas, cuando las densidades son bajas, la actividad de los organismos es menor, lo cual
permite que la energia que no se utiliza en la natacidn, esté disponible para el crecimiento (Treasurer et

al., 2011).

A pesar de que de la densidad de cultivo pudo afectar el crecimiento de la totoaba en los diferentes
tratamientos, cabe sefalar que a pesar de que en el tratamiento de 18°C habia menor densidad que en el
tratamiento de 22°C, la longitud de los organismos expuestos al tratamiento de 22°C fue mayor y entre los
organismos expuestos a 22 y 26°C no se encontraron diferencias estadisticas en la densidad, sin embrago

los organismos del tratamiento de 26°C eran mas grandes. Lo anterior indica que la densidad no fue el
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Unico factor que produjo las diferencias de crecimiento, si no que la temperatura fue el factor principal

que propicio las diferencias de tamafio de los organismos en los diferentes tratamientos.

4.1.3 Diferencias en el desarrollo de la génada

El estado de desarrollo de la génada empezd a diferenciarse a partir de los 72 DDE en algunos de los
tratamientos experimentales. Los organismos expuestos a 18 y 22°C, tenian las génadas indiferenciadas a
los 72 y 102 DDE, mientras que en los organismos de la misma edad, pero expuestos a 26 y 30°C las génadas
ya estaban diferenciadas. Este patrén de desarrollo de las gédnadas concuerda con lo observado en otras
especies como en los aterinidos sudamericanos Odontesthes argentinensis y Patagonina hatcheri
expuestos a 18, 21 y 25°C, donde también los organismos expuestos a temperaturas mas elevadas se
diferenciaron a una edad mas temprana, sin embargo, todos se diferenciaron en un intervalo de talla
comun, dependiendo del sexo y la especie (Strissmann et al., 1996). La diferenciacién sexual en un
intervalo de tallas similar, también se observé el presente estudio, las hembras y machos de totaba se
diferenciaron cuando alcanzaron tallas de entre 13y 15 cm y 15y 17 cm respectivamente. La formacion de
la cavidad ovarica se observé en organismos con longitudes de 6 a 10 cm. En el presente estudio no se
considerd la presencia de la cavidad ovarica como un indicador del desarrollo del ovario, debido a que en
muchas especies de teledsteos la presencia de esta cavidad no indica que la génada se vaya a desarrollar
en un ovario, debido a que puede haber procesos apoptdticos del tejido germinal asociado a esta cavidad
de la gbénada, para dar paso al desarrollo de un testiculo (Nakamura et al., 1998). En el presente estudio
se consideraron varias caracteristicas de la génada para clasificarla como ovario o testiculo. Se considerd
un ovario cuando se observd al epitelio germinal bordeando la cavidad ovdrica, tunica albuginea y el
estroma dispuesto entre el epitelio germinal y la tlnica albuginea. En contraste, se considerd un testiculo
cuando en la génada se observd el epitelio germinal o los I6bulos seminiferos en la periferia de la génada,

asociados con la tunica albuginea y ausentes en el borde de la cavidad de la génada.

En varias especies de peces se ha comprobado que la madurez de la gdnada esta mds relacionada con la
longitud que con la edad de los organismos (FAO, 1975). En el pargo de manglar (Lutjanus
argentimacuiatus) (Russell y McDougall, 2008), el pez gallo (Callorhinchus callorynchus) (Bernasconi et al.,
2015) y en el salmonete gris (Liza macrolepis) (Mohammadi et al., 2015), se ha confirmado esta relacion a
través del estudio de la longitud a la que el 50% de los organismos alcanza la madurez sexual (LMso) y por

el contrario, la edad de la primera madurez tiene una mayor variacion. A pesar de que en el presente
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trabajo, las totoabas estan lejos de llegar a la longitud de primera madurez, los anteriores estudios
destacan la importancia de tomar en cuenta la longitud y no la edad de los organismos para describir el

estado del desarrollo de la génada.

4.2 Exposicion de Totoaba macdonaldi a una temperatura comun de los 120 a los
213 DDE

4.2.1 Proporcidn de sexos por tratamiento

En el tratamiento de 18°C se encontré una mayor proporcién de hembras que de machos y en los
tratamientos de 22, 26 y 30°C una mayor proporcién de machos que de hembras, pero estas diferencias
no se validaron estadisticamente, por lo que la temperatura no parece tener una influencia sobre la
proporcién de sexos. Sin embargo, en algunos organismos expuestos a 18°C las gonadas estaban
indiferenciadas a los 120 DDE, (fin de la exposicién al tratamiento térmico), lo cual indica que la tasa de
crecimiento/desarrollo de estos organismos era menor respecto a la tasa de crecimiento de los organismos
expuestos a temperaturas elevadas, por lo que para que se observara si habia o no un efecto de esta
temperatura sobre la determinacidn del sexo, los organismos debieron permanecer un mayor tiempo a
esa temperatura, quizas hasta alcanzar una longitud similar a la de los organismos cultivados a una
temperatura mayor. Atendiendo lo que se conoce hasta el momento sobre la determinacién sexual por
temperatura, el efecto de esta variable esta ligado a un lapso particular del periodo de desarrollo, en el
cual el pez es sensible para la diferenciacién sexual (Piferrer, 2009). Es posible, que el retraso en el
desarrollo no propiciara que el periodo de exposicién térmica coincidiera con el periodo sensible o que el
periodo sensible este mas relacionado con el grado de desarrollo/crecimiento que con la edad. En este
periodo, cuando la génada esta indiferenciada, la proporcién de esteroides sexuales, de testosterona y
estradiol, influyen en la diferenciacion de la gédnada hacia un ovario o un testiculo (Navara, 2018; Navarro-
Martin et al., 2011). La temperatura puede influir en la determinacién sexual al modificar la concentracién
de testosterona y estradiol en las génadas. Se han documentado tres posibles causas por la cuales la
temperatura puede determinar el sexo. 1) La temperatura afecta la actividad de la enzima citocromo P450
aromatasa la cual es la encargada de transformar la testosterona a estradiol (Gonzalez y Piferrer, 2002).
La eficiencia méxima de la enzima se encuentra dentro de un intervalo de temperatura el cual es especifico
para cada especie. Si la temperatura esta fuera del intervalo éptimo en el que funciona la enzima, entonces
la transformacidn de testosterona a estradiol disminuye, aumentando la testosterona en las génadas y se

diferencia en un testiculo; 2) La temperatura incide sobre el gen cyp19ala, que codifica para la enzima
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citocromo P450 aromatasa, ya que puede promover la metilacién o desmetilacién del gen a edades o tallas
en las que ocurre la diferenciacion de la génada (Kitano et al., 2000; Guiguen et al., 2009; Navarro-Martin
et al.,, 2011), lo que trae como consecuencia que el gen cyp19ala no se exprese y al no haber suficiente
enzima que transforme la testosterona a estradiol, hay un aumento de testosterona en las génadas y estas
se diferencien en un testiculo en lugar de diferenciarse en un ovario; y 3) Las temperaturas extremas
pueden estresar a los organismos, y en condiciones de estrés hay un aumento de cortisol en la sangre
(Aurdy Ocampo, 1999), el cual en algunas especies se ha encontrado que puede influir en la determinacion
del sexo de los organismos (Navara, 2018). Como en totoaba no se encontré influencia de la temperatura
(18, 22, 26 y 30°C) sobre la proporcion sexual en organismos expuestos de los 27 a los 120 DDE,
probablemente ninguno de los mecanismos anteriormente mencionados donde la temperatura determina
el sexo influyo en la totoaba. Para encontrar el mecanismo que determina el sexo en la totoaba se tendrian
gue realizar estudios con marcadores moleculares para identificar si tiene GSD o comenzar la exposicidn
a diferentes temperaturas en larvas recién eclosionadas para ampliar el periodo de exposicién, ya que
probablemente en el presente trabajo no se encontrd influencia de la temperatura porque posiblemente

el periodo de exposicion a los tratamientos de temperatura se inicidé a edades tardias.

Al considerar el promedio de las tres réplicas del tratamiento de 26°C, se encontré una mayor proporcion
de machos que de hembras, sin embargo, la proporcién entré réplicas fue muy contrastante, ya que en
dos de ellas se encontrdé una mayor proporcidon de hembras y en la otra mayor proporciéon de machos. Es
probable que esta variacidn se deba a una condicion de estrés generada por una baja concentracién de
oxigeno o por los altos niveles de NAT en una de las réplicas de ese tratamiento. El estrés puede ser uno
de los factores ambientales que influyen en la diferenciacidon sexual en los organismos que tienen
determinacién ambiental o determinacidn genética con influencia térmica (Boroiller y D’Cotta, 2016). En
los peces se ha encontrado que en respuesta a un agente estresor (e.g. temperatura, hipoxia, o
concentraciones elevadas de NAT), se produce un aumento en la concentracion de cortisol, el cual influye
en la determinacion del sexo de algunas especies como el pejerrey (Odontesthes bonariensis), el pez
mosquito (Gambusia affinis) y el lenguado del sur (Paralichthys lethostigma) (Hattori et al., 2009; Knapp et
al., 2010; Mankiewicz et al., 2013). Los mecanismos por los cuales el cortisol regula la determinacién del
sexo no son bien conocidos hasta el momento (Goikoetxea et al., 2017); sin embargo, existen tres vias por
las cuales el cortisol puede intervenir en la diferenciacion del sexo: 1) Inhibe la expresion del gen cyp19ala
gue codifica para la enzima citocromo P450 aromatasa, y al no haber suficiente enzima que trasforme la
testosterona en estradiol, hay un aumento de testosterona en las gdénadas y estas terminan
diferencidandose en un testiculo en lugar diferenciarse en un ovario; 2) Estimula la produccién de 11-

Cetotestosterona (11-KT) en los peces, la cual junto con la testosterona, y los andrégenos 11B-
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hidroxiandrostenediona y 11B-hidroxitestosterona (11B-hidroxi-T) son los encargados de diferenciar la
gonada en un testiculo (Piferrer et al., 1993). Ademas, al igual que el estradiol, la 11- Cetotestosterona se
sintetiza a partir de la testosterona, y al haber un requerimiento de testosterona para la sintesis de 11-KT,
disminuye la cantidad de testosterona disponible para transformase en estradiol, por lo tanto los niveles
de estradiol disminuyen en las génadas, y estas son transformadas en un testiculo en lugar de ser
transformadas en un ovario; y 3) estimula la produccién de la hormona antimdlleriana (AMH) la cual inhibe
la proliferacion de las células germinales e induce su apoptosis (Navara, 2018; Goikoetxea et al., 2017),
propiciando el desarrollo de un testiculo. En varias especies de peces, como en la medaka Oryzias latipes.
(Kobayashi, et al., 2004) y tilapia Oreochromis niloticus (Kobayashi et al., 2008), el nimero de células
germinales en la génada indiferenciada es un indicador de la definicién sexual. La proliferacién de células
germinales ocurre primero en el ovario que en el testiculo, por lo tanto el nimero de células germinales
es mayor en una gonada que se va a diferenciar en un ovario (Hamaguchi, 1982; Kobayashi, et al., 2004;
Pandian, 2012). Si hay apoptosis de células germinales en la génada indiferenciada, se reduce su nimero

y la génada termina diferencidndose en un testiculo en lugar de diferenciarse en un ovario.

De los tres mecanismos en los que influye el cortisol en la determinacién del sexo probablemente en la
réplica del tratamiento de 26° en la que hubo mas machos, el cortisol inhibid la expresion del gen cyp19ala
o estimulé la produccion de 11- Cetotestosterona lo que posiblemente ocasiond que la mayoria de los
organismos de esa replica se diferenciaran en machos. El mecanismo en el que existe masculinizacién de
los organismos porque el cortisol estimula la produccién de la AMH probablemente no haya influido en el
presente trabajo, ya que los niveles bajos de oxigeno y valores elevados de NAT se presentaron a partir de
los 80 DDE y la proliferacion de las células germinales (cuya proliferacidon indica que la génada se
desarrollara en un ovario) se da a edades muy tempranas cuando la génada todavia esta indiferenciada
(Pandian, 2012; Hamaguchi, 1982; Kobayashi, et al., 2004) y para los 72 DDE en las muestras histoldgicas

de dicho tratamiento ya se podia identificar el sexo de los organismos.

4.2.2 Tamafio entre hembras y machos por tratamiento

Las hembras de Totoaba macdonaldi son mas grandes que los machos en la etapa adulta (Arvizu y Chavez,
1972; Nakashima, 1916); sin embargo, en el presente estudio no se encontraron diferencias significativas
entre la longitud de las hembras y los machos de cada tratamiento a los 213 DDE (7 meses). En los peces,

el hecho de que un sexo crezca mas, tiene un beneficio implicito; en las hembras, incrementa su
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desempeiio biolégico, ya que al ser de mayor tamafio, tienen una mayor fecundidad; en los machos,
incrementa su competencia sexual, lo que les permite aparearse con un mayor nimero de hembras, lo
gue también incrementa su desempefio bioldgico (Barneche et al., 2018). La diferencia de tamafio entre
sexos, como estrategia reproductiva se debe a diversas causas dependiendo de la especie. por ejemplo,
en la tilapia y la platija del mar del norte el ritmo de crecimiento entre hembras y machos es diferente lo
gue hace que un sexo sea mas grande que otro (FAO, 1975). En el pejerrey del atlantico (Menidia menidia),
los juveniles que se mantienen en condiciones de laboratorio no presentan diferencias de tamafio entre
las hembras y machos. En contraste, en el pejerrey en el medio natural si se observa una diferencia de
tamafio entre los sexos y la razén es que poseen un sistema de determinacidn sexual por temperatura, de
tal forma que la mayoria de los organismos que nacen durante el inicio de la temporada reproductiva cuya
temperatura varia entre 11 y 19 °C se diferencian en hembras y los que nacen al final de la temporada,
con una temperatura mayor, entre 17 y 25 °C, se diferencian en machos. De esta forma, en la época
reproductiva, las hembras son de mayor tamafio, ya que eclosionaron unos meses antes y tuvieron mas
tiempo para crecer (Conover, 1984). En el salmdn del Atlantico (Salmo salar) los machos son mas grandes
qgue las hembras, debido a que los machos alcanzan la primera madurez después que las hembras,
aproximadamente a los tres y dos afios respectivamente (Taranger et al., 2010). Cuando un organismo
alcanza la madurez sexual, la tasa de crecimiento disminuye debido a que la energia se distribuye de
manera diferente. La energia del alimento se utiliza en varios procesos en el organismo, una parte se
pierde como energia fecal y energia excretada (generalmente como amoniaco), la fraccién utilizable o
energia neta, se divide en energia de mantenimiento, utilizada en procesos como respiracion, regulacion
idnica, circulacidn, etc.,, y en energia de retencidn, utilizada para crecimiento somatico o para el
crecimiento de la génada en la fase de reproduccién (Lucas, 2002; Jover, 2009). Cuando en una especie
uno de los sexos madura sexualmente primero, la energia de retencién, antes utilizada para el crecimiento,
ahora es destinada principalmente a la reproduccién, mientras que en el sexo que alin no madura
sexualmente, esa energia se sigue utilizando principalmente en el crecimiento, es por ese motivo que el

sexo que madura mas tarde es de mayor tamafio.

En el presente estudio, juveniles de totoaba cultivados en condiciones de laboratorio no presentaron
diferencias de tamafio entre sexos. En condiciones de laboratorio, algunas totoabas alcanzan la madurez
sexual a los 3 afios de edad, pero tampoco existen diferencias de tamafio entre los sexos (com. pers. Bardn-
Sevilla, 2019), sin embargo, en el medio natural se ha observado que las hembras son de mayor tamafio
gue los machos (Nakashima, 1916; Arvizu y Chavez, 1972). El patrdon de crecimiento observado y reportado
para totoaba es similar al observado para el pejerrey (M. menida), ya que en condiciones de laboratorio

no se presentaron diferencias de tamafio entre sexos, pero en el medio natural si. Sin embargo, de acuerdo
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con los resultados de la exposicién a diferentes temperaturas (18, 22, 26 y 30°C), la totoaba no tiene
determinacién sexual por temperatura como ocurre en M. menidia. Por lo tanto, el mecanismo que opera
sobre la diferencia de tamafio en totoaba tanto en condiciones de laboratorio o en el medio natural
probablemente no sea el mismo que en M. menidia. La diferencia de tamafio en totoaba probablemente
se produzca por un proceso similar al del salmon S. salar (Taranger et al., 2010), que depende del momento
en el que alcanzan la madurez sexual, que es diferente entre sexos. En el medio natural los machos
alcanzan la primera madurez sexual a los cuatro afios mientras que las hembras un poco mds tarde
(Nakashima, 1916). Por lo tanto, la energia disponible para crecimiento es mayor en las hembras que en
los machos, por lo menos hasta el momento en que las hembras alcanzan la primera madurez. Respecto
a las condiciones de laboratorio en las que se cultivan las totoabas, donde la disponibilidad de alimento es
abundante y continua, algunos machos y hembras, posiblemente los mas grandes, alcanzan la madurez
sexual alrededor de los tres afios y no hay diferencia de tallas (com. pers. Barén-Sevilla, 2018). El proceso
gue conduce a una madurez precoz en estas totoabas que fueron seleccionadas como reproductores, es
probable que sea similar al que ocurre en otras especies, como en el bacalao noruego, que en condiciones
de laboratorio, la tallay la edad a la que alcanzan la primera madurez suele disminuir respecto a las de los
organismos silvestres (Svasand et al., 1996). Esto se debe a que en los laboratorios de cultivo se tienen
regimenes de alimentacién mejorados, respecto a los regimenes de alimentacion de los organismos
silvestres, donde la alimentacion depende de la disponibilidad de alimento en el medio y la capacidad de
atraparlo, por esta razon, los organismos que se mantienen en cautiverio pueden acumular mayores

reservas energéticas, que finalmente se destinan a la reproduccién (Taranger et al., 2010).

4.2.3 Niveles de esteroides en sangre

El analisis de esteroides sexuales en las totoabas de 213 DDE no reveld diferencias significativas en los
niveles de estradiol y testosterona en sangre, por tal motivo no se pudo relacionar el perfil hormonal con
el sexo previamente identificado con el andlisis histolégico. La similitud en los niveles de estradiol de las
hembras y los machos probablemente se debié a que el estradiol es el estrogeno mas abundante en ambos
sexos. En las hembras estd involucrado en procesos de diferenciacién y proliferacion de las ovogonias y en
las etapas pre y pos puberales en la sintesis de la vitelogenina en los hepatocitos (Young et al., 2005; Norris
y Lépez, 2011). En los machos, el estradiol estd involucrado en los procesos de proliferacion mitética de
las espermatogonias (Young et al., 2005). En las muestras histoldgicas de las génadas de hembrasy machos

se observaron gonias en divisién, por lo que es posible que los niveles de estradiol encontrados en el
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plasma de los machos se deban a que en las génadas se estaban llevando acabo procesos de proliferacién

de las gonias.

De manera similar, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de testosterona en la sangre,
posiblemente por que, del grupo de los andrégenos, la 11-ketostestorona es el mas abundante en los
machos y la testosterona el mas abundante en hembras. En los machos, los andrégenos tienen como
funcion la diferenciacion gonadal y sexual, la regulacion de la espermatogénesis, y la activacion del
comportamiento sexual, como la agresividad y la construccién de nidos. En las hembras, la testosterona
también estd involucrada en aspectos del comportamiento agresivo y construccidon de nidos (Norris y
Lépez, 2011); sin embargo, las hembras de totoaba no presentan comportamientos agresivos ni
actividades relacionadas con la construccion de nidos, ya que son desovadores pelagicos promiscuos (com.
pers. Barén-Sevilla, 2019), ademas la construccién de nidos se da durante la etapa reproductiva, y en las
totoabas, la edad reproductiva inicia partir de los tres afios en condiciones de laboratorio y en su habitat
natural a partir de los cuatro afios en los machos y a una edad mayor en las hembras (Nakashima, 1916;
com. pers. Baron-Sevilla, 2019). Los organismos utilizados en este estudio para la cuantificaciéon de
esteroides solo tenian siete meses de edad, por lo cual no presentaron los comportamientos tipicos de la
etapa reproductiva, como cambios de coloracidén, cambios en los patrones de nado y produccién de sonido

caracteristico de los machos (True, 2012).

En las hembras del pez gato (Heteropneustes fossili), en el gobio (Gobio gobio) y la carpa comun (Cyprinus
carpio), se han encontrado variaciones en las concentraciones plasmaticas de testosterona, dependiendo
de la época del afio y la etapa reproductiva (Lamba et al., 1983; Rinchard et al., 1993; Taghizadeh et al.,
2013). De acuerdo con Rinchard et al., (1993) la testosterona detectada en las hembras se debe a que este
andrégeno es el precursor del 17-B estradiol en las génadas. En las hembras de pez gato se encontrd que
cuando disminuia la concentracion de estradiol, habia un aumento en la concentracién de testosterona,
lo cual indica que existe una relacién precursor-producto entre estos esteroides (Lamba et al., 1983).
Aunque en el presente estudio no se analizé la variacién de la concentracién de testosterona y estradiol
de las hembras en funcién del tiempo, la concentracion de testosterona que se encontré en las hembras
probablemente se deba a la relacién precursor-producto que existe entre la testostorena y el 17-B

estradiol en el ovario.
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4.2.4 Didmetro de gonias y génesis gonadal

4.2.4.1 Didametro de gonias

El diametro de las gonias en Totoaba macdonadi fue de 10-13 um; sin embargo, en la mayoria de los
organismos, tanto en las hembras (ovogonias) como en machos (espermatogonias) el diametro fue de 10-
12 um, solo en algunas hembras se encontraron ovogonias con didmetros de 13 um. Probablemente Ia
presencia de ovogonias de mayor tamafio en hembras, se deba a que se midieron algunas células que
estaban por empezar un proceso de divisidon celular y tenian un tamafio mayor que aquellas que se
encontraban en una etapa posterior a la mitosis. Sin embargo, el analisis no permitié diferenciarlas del
resto de las gonias, ya que no tenian los cromosomas condensados, caracteristicos de la mitosis. Es
probable que otra de las causas por las cuales se encontraron gonias de mayor tamafio en las hembras,
sea porque se midieron células en estado de ovocito primario y no de ovogonia ya que en algunos casos
no fue posible identificar la etapa de migracién de estas células al estroma ni se observé la cubierta de

células de la granulosa que los caracteriza (Zanuy et al., 2009).

Las células germinales tienen un didmetro entre 10-20 um segun la especie (Yon y Akbulut, 2015; Koc y
Ylce, 2012). El didmetro de las gonias encontradas en la totoaba estan dentro de ese intervalo; sin
embargo, para los peces dseos se ha reportado que el didmetro de las espermatogonias tipo A, es de 12 a
16 um y para las espermatogonias tipo B de 9-12 um (Uribe et al., 2014). El didmetro de las
espermatogonias en la totoaba estd dentro del diametro de las espematogonias tipo B y cabe sefalar que
en el presente estudio no se diferenciaron las espermatogonias de tipo A y B, debido a que la principal
diferencia entre estos estadios celulares, es que las del tipo B tienen puentes citoplasmaticos entre sus

clonas, y estos puentes no son faciles de identificar con histologia convencional y microscopia de luz.

Otro aspecto que pudo influir en la cuantificacién del didmetro de las gonias, es que en el presente trabajo,
las medidas se hicieron en muestras histoldgicas, las cuales pasan por procesos de deshidratacién y
rehidratacién, y estos procesos pueden ocasionar una variacion en el didmetro que presentan
normalmente las células; sin embargo, para las ovogonias de Totoaba macdonaldi medidas en cortes
histoldgicos se reporta un didmetro de 17 a 20 um (De Anda-Montafiez, 2013). En contraste, en el presente
trabajo a pesar de que también se midid el diametro en muestras histoldgicas, los diametros encontrados

en las ovogonias (10-13 um) son menores.
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4.2.4.2 Génesis gonadal

El ovario de la totoaba se caracteriza por la cavidad ovarica en la parte medular de la génada, un epitelio
germinal que bordea la cavidad ovarica, y que dependiendo del grado de desarrollo del érgano, se pliega
formando lamelas ovaricas, en seguida y hacia la periferia del ovario se distingue el estroma ovarico y
externamente, cubriendo al ovario esta la tunica albuginea. Por el contrario, los testiculos de la totoaba
se caracterizan por poseer el tejido germinal en la periferia de la génada, que se dispone desde la tunica
albuginea hacia la regidn central del 6rgano formando Iébulos y hacia el centro del érgano se observan los

conductos deferentes.

Las caracteristicas del ovario de la totoaba observadas en el presente trabajo concuerdan con la
descripcién hecha por Paredes (2018) para esta especie. Sin embargo, en relacién con las caracteristicas
del testiculo de totoaba, no se encontrd informacidn en otros trabajos sobre la estructura de los tejidos

gue lo conforman.

A continuacién, se propone un modelo del desarrollo de las génadas de la totoaba elaborado a partir de
ejemplares de diferentes longitudes y grados de desarrollo y que se ilustran de forma grafica en la figura
34. En las totoabas menores de 6 cm de longitud total, las gdnadas se encontraban indiferenciadas, se
caracterizaban por ser alargadas y delgadas, poseian uno o dos vasos sanguineos en la parte ventral
contraria al mesenterio que sostiene a la génada en la cavidad abdominal (mesorquio en los testiculos y
mesovario en los ovarios) y no se presentaban los tejidos caracteristicos de un ovario o un testiculo, solo

se observaban células somaticas y en algunas génadas células germinales.

En organismos de 6 a 10.5 cm se observaron génadas con cavidad ovdrica en proceso de formacién o
completamente formada, ademas en varios organismos se observé que una de las génadas estaba mas
desarrollada que otra, este patrén de desarrollo concuerda con la descripcion de Paredes (2018) para la
totoaba, en la que la cavidad ovdrica se formé cuando los organismos alcanzaron una longitud de 6.3 a 8
cmy que el desarrollo entre las dos génadas (derecha e izquierda) no es sincrénico ni simétrico. La cavidad
ovdrica en la totoaba se formd a partir de dos elongaciones en cada uno de los bordes de la génada, una
elongacidon de la parte superior y otra de la parte inferior, las cuales al unirse forman una cavidad. La
cavidad ovarica en peces teledsteos dependiendo de la especie se forma por elongaciones de la génada y
su posterior fusién o por cavitacion (Mazzoni y Quagio, 2017). En los teledsteos cuya cavidad ovarica se
origina a partir de elongaciones o fusiones gonadales, las elongaciones se forman a partir del crecimiento

de células somaticas de la gonada (Mazzoniy Quagio, 2017; Health, 2019), las zonas de la génada de donde
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se derivan las elongaciones pueden variar dependiendo de la especie (Nagahama, 1983). Tilapia
mossambica y Tanichthys albonubes son ejemplo de organismos cuya cavidad ovarica se forma por
elongaciones gonadales. (Nakamura y Takahashi, 1973; Mazzoni y Quagio, 2017). En los organismos cuya
cavidad se forma por cavitacién, la cavidad se origina a partir del reacomodo del tejido somatico interno
de la génada, cuando comienza el desarrollo las lamelas ovdricas. Corydoras schwartzi es un ejemplo de
organismos con este patron de formacién (Mazzoni y Quagio, 2017). De acuerdo con el patréon de
formacion de la cavidad ovarica observado en la totoaba, la cavidad ovdrica, al igual que en la tilapia, se

forma por el crecimiento de las células somdticas y la elongacidn de los bordes de la génada.

Una vez formada la cavidad ovarica, en organismos de 13 cm o mayores, se observé un incremento en el
espesor del tejido germinal en la parte central de la génada que rodea la cavidad ovarica, aunque el epitelio
germinal no era continuo alrededor de toda la cavidad ovarica. En algunos organismos se observé que
entre mayor era su LT, el espesor del tejido germinal en el centro de la génada también era mayor, y en
otros organismos cuya LT era de 15 cm se observé el epitelio germinal tanto en la parte central de la
gonada como en la periferia. En organismos de una mayor LT se observé la reduccién del espesor del
epitelio germinal central y la proliferacion del tejido germinal en la periferia, cabe sefalar que el epitelio
germinal en la periferia del érgano es caracteristico de un testiculo de Totoaba, por tal motivo esos
organismos se clasificaron como machos. Este patrén de desarrollo no coincide con el descrito por Paredes
(2018), quien menciona que en organismos de 12.5 a 18.5 cm de longitud solo se observaron génadas con
cavidad o sin cavidad ovarica, esto probablemente se debié a que las muestras analizadas por Paredes
(2018) tenian alteraciones histolégicas ocasionadas por el proceso de descalcificacion al que se expusieron
antes de aplicar el resto del proceso histoldgico y por lo tanto no se pudieron identificar claramente
algunas estructuras de la génada. Para evitar estos problemas, en el presente trabajo se evitd la

descalcificacion de los organismos.

En los testiculos de Totoaba se observd una cavidad central con células germinales a su alrededor. La
formacidon de una cavidad en el estroma central de la génada en algunas especies como Tilapia
mossambica, es el indicio de que la génada se va a diferenciar en un testiculo, en las etapas posteriores
del desarrollo, esta cavidad va a dar origen a los conductos deferentes (Nakamura y Takahashi, 1973). Los
conductos deferentes, a diferencia de la cavidad ovarica, la cual se forma a partir del crecimiento de los
bordes de la génada y su posterior fusidn o por cavitacién (Mazzoni y Quagio, 2017), se originan solo por
cavitacion, y la cavidad que se forma es una cavidad estrecha ubicada en la parte central de la génada en
el tejido estromal (Nakamura et al., 1998). Cabe sefialar que la apertura de la cavidad observada en los

testiculos de las totoaba de menor LT no era estrecha, mientras que en los organismos de mayor LT si lo
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era, sin embargo, como no se tienen medidas de la amplitud de dicha cavidad en otras especies, la

definicidn de estrecho queda sujeta a la interpretacién del autor de cada trabajo.

En los testiculos ademads de la presencia de dicha cavidad, se observd un proceso de degradacién del
epitelio germinal en el centro de la génada, tejido que es caracteristico del ovario de la totoaba (Paredes,
2018), ademas se observd la proliferacion del tejido germinal en la periferia de la gdénada, que es
caracteristico de los testiculos de la totoaba. Esta secuencia de eventos permite suponer que, la totoaba
es un organismo gonocodrico secundario, cuya caracteristica es que la génada pasa por un estado
intersexual y posteriormente, en una fraccién de los organismos, hay reabsorcién del tejido ovdrico y se
desarrolla un testiculo (Lacadena ,1998; Pandian, 2012; Navara, 2018). El gonocorismo secundario es
comun en los peces teledsteos, en algunas especies como Tanichthys albonube, Corydoras schwartzi y
Amatitlania nigrofasciata, 1a presencia de la cavidad ovarica es signo de que la génada se va a desarrollar
en un ovario (Mazzoni y Quagio, 2017), sin embargo, no en todos los casos ocurre de esa manera ya que
en Danio rerio, en una parte de los individuos se forma la cavidad ovdrica y posteriormente hay reabsorcion
del tejido ovarico y la génada se desarrolla en un testiculo, (Navara, 2018). A pesar de que el gonocorismo
secundario es comun en peces teledsteos y de que en la totoaba se encontraron evidencias para clasificarla
como un organismo gonocdrico secundario, cuyo modelo hipotético de diferenciacion se describe en la
Figura 34. Se deben de realizar estudios adicionales en los que se utilicen marcadores moleculares del
sexo, u otras técnicas para la identificacién de los diferentes tipos celulares de la génada. También es
necesario aumentar el nimero de muestras de ejemplares de diferentes longitudes, para corroborar si la
cavidad observada en los testiculos, se forma por cavitacién o si es una derivacion de la cavidad ovarica,

como se sefiala en el presente trabajo.
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Figura 34. Modelo hipotético de la diferenciacion del ovario y testiculo de Totoaba macdonaldi (secciones transversales de las gonadas) elaborado a partir de cortes histoldgicos

de ejemplares de diferentes edades y longitudes resumidos en las figuras 32y 33. A, Gonada indiferenciada (figura 32-B, LT= 4.1 cm); B, Génada con incisidn de los futuros pliegues
que daran origen a la cavidad ovarica (figura 32-C, LT=6.7 cm); C, Génada con cavidad ovarica en formacién (figura 32-E, LT=10.5 cm); D, Génada con cavidad ovarica (figura 32-F,
LT=10.4cm); E1, Ovario con proliferacién de ovogonias solo en una parte central de la génada (reconstruccion trasversal de la seccion longitudinal de la figura 32-G LT=13 cm); F1,
Ovario con proliferacion de ovogonias en toda la parte central de la génada y en toda la periferia de la cavidad ovarica (reconstruccion transversal de la seccidn longitudinal de la
figura 32-H, LT=14 cm); G1, Ovario con lamelas ovdricas pequefias (reconstruccion de la seccién longitudinal de la figura 32-I, LT= 23.5 cm); H1, Ovario con lamelas ovaricas grandes
(reconstruccion transversal de la seccién longitudinal de la figura 32-K, LT=27 c¢cm); 11, Ovario con foliculos (reconstruccién transversal de la seccion longitudinal de la figura 32-L, LT=28
cm); E2, Testiculo con cavidad y gonias en la periferia y centro de la génada (reconstruccion trasversal de la seccion longitudinal de la figura 33-D.1, LT=15 cm); F2, Testiculo con
algunos I6bulos dispersos en la periferia de la gdnada, cavidad y tejido germinal tanto en la periferia como en el centro de la gbnada (reconstruccion transversal de la seccion
longitudinal de la figura 33-E, LT= 15 cm); G2, Testiculo con Iébulos solo en una parte de la periferia de la génada, cavidad y tejido germinal tanto en la periferia como hacia el centro
de la gonada (reconstruccidn transversal de la seccidn longitudinal de la figura 33-F LT=21 cm); H2, Testiculo con Iébulos en toda la periferia de la génada (reconstruccion transversal
de la seccién longitudinal de la figura 33-1, LT=27.5 cm); 12, Testiculo con Iébulos en toda la periferia de la gdnada y cistos con espermatocitos (reconstruccidn transversal de la seccion
longitudinal de la figura 33-J, LT=) 29cm ; GN, Godnada; M, Mesenterio; VS, Vaso sanguineo; EG, Epitelio germinal; LO, Lobulo; CIS, Cisto; CO, Cavidad ovarica; ESG, Espermatogonia;
0OV, Ovogonia; COF, Cavidad ovarica en formacion; ELG, Elongacién de la gdénada; TA, Tunica albuginea; ET, Estroma; F, Foliculo ovdrico; L, lamelas o crestas ovaricas y EM,
Espermatocitos.
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Capitulo 5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La exposiciéon de Totoaba macdonaldi a temperaturas de 18, 22, 26 y 30°C entre los 24 a los 120 DDE no
influyd de manera estadisticamente significativa en el proceso de diferenciacién sexual por lo que no tiene

un sistema de determinacién sexual por temperatura.

No se observaron diferencias en las concentraciones de estradiol y testosterona en la sangre de las

hembras y machos de Totoaba macdonaldi de 213 DDE.

No se observaron diferencias significativas en la longitud patrén entre hembras y machos de Totoaba

macdonaldi a los 213 DDE.

El didmetro de las gonias (ovogonias y espermatogonias) de Totoaba macdonaldi es de 10 a 13 um.

Todos los organismos menores a 6 cm de longitud total (LT) tenian génadas indiferenciadas.

En los organismos de 6 a 10.5 cm (LT) se observd la cavidad gonadal en formacién o totalmente formada.

Las hembras de Totoaba macdonaldi se diferenciaron a partir de los 13 cm de LT.

Los machos de Totoaba macdonaldi se diferenciaron a partir de los 15 cm LT.

En el ovario de Totoaba macdonaldi la proliferacién inicial de ovogonias ocurre solo en una seccidn

medular de la génada, posteriormente la proliferacidon se presenta alrededor de toda la cavidad ovarica.

En Totoaba macdonaldi la formacidn de las lamelas ovaricas ocurre después de la proliferacién de las

ovogonias en hembras mayores a 20 cm de LT.

El ovario de Totoaba macdonaldi se caracteriza por que el epitelio germinal esta dispuesto en la parte

central de la génada, alrededor de la cavidad ovarica.
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Los testiculos de Totoaba macdonaldi se caracteriza por tener el tejido germinal en la region cortical de la
gbnada, en contraste, en los ovarios el tejido germinal estd ubicado en la regidn medular, en el borde de

la cavidad ovarica.

En el testiculo de Totoaba macdonaldi las espermatogonias proliferan inicialmente en una seccién de la

periferia de la génada y posteriormente proliferan en toda la periferia de la génada.

En los testiculos de Totoaba macdonaldi primero ocurre la proliferacion de espermatogonias aisladas en

la periferia de la gonada y posteriormente se organizan formando los I6bulos espermaticos.

5.2 Recomendaciones

Evaluar el efecto de la exposicién de la Totoaba macdonaldi a diferentes temperaturas durante un periodo

de mayor amplitud, desde el dia 10 DDE y hasta que los organismos alcancen los 17 cm de longitud total.

Desarrollar los experimentos de exposicidn a la temperatura eliminando los efectos potenciales del estrés

asociado a la densidad de cultivo y a las concentraciones de oxigeno disuelto y nitrégeno amoniacal total.

Estudiar las concentraciones de estradiol y testosterona en sangre en una serie de tiempo para poder

identificar la talla/edad en la que sea posible diferenciar el sexo mediante el perfil de esteroides sexuales.

Evaluar el crecimiento de la Totoaba macdonaldi hasta la etapa de pubertad (edad de tres o cuatro afios),

para verificar si es en esta etapa donde se produce la diferencia de tallas entre hembras y machos.

Utilizar otros métodos de identificacion sexual por ejemplo la laparoscopia o los marcadores moleculares.
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Anexo A

Constitucion de la solucién Davidson’s

Tabla 3: Reactivos utilizados en la preparacién de 1 litro de solucién Davidson’s.

Reactivo Cantidad (ml)
Glicerina 100
Etanol al 96% 300
Formaldehido al 37% 200
Agua de mar filtrada 300

Acido Acético 100
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Anexo B

Técnica de deshidratacion en el procesador de tejidos automatico

Tabla 4: Reactivos y tiempo de inmersidn utilizados en la deshidratacion de tejidos
Tiempo de inmersion de

Reactivo
los tejidos

Etanol al 80 % 1 hora
Etanol al 96% | 2 horas
Etanol al 96% Il 2 horas
Etanol al 100% | 2 horas
Etanol al 100% I 2 horas
Etanol al 100% llI 1 hora
Xileno | 1 hora
Xileno Il 2 horas
Parafina | 2 horas
Parafina Il 2 horas

Parafina Ill 2 horas
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Protocolo de desparafinado y tincién de los tejidos

Tabla 5: Protocolo de desparafinado

Reactivo Tiempo o numero de inmersiones
Xilol | 8 min
Xilol Il 5 min

Alcohol etilico absoluto |
Alcohol etilico absoluto Il
Alcohol etilico al 95% |
Alcohol etilico al 95% I

Agua de la llave

15 inmersiones
15 inmersiones
15 inmersiones
15 inmersiones

Lavar durante 3 min o hasta que no haya
xileno flotando en el agua
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Tabla 6: Protocolo de tincion con hematoxilina-Eosina

Reactivo

Tiempo y/o
inmersiones

Hematoxilina

Agua de la llave

Alcohol acido

Agua de la llave

Carbonato de litio
Agua de la llave

Eosina

Alcohol etilico al 95 % |
Alcohol etilico al 95 % Il
Alcohol etilico al 100% |
Alcohol etilico al 100% |
Xileno |

Xileno Il

2 min con agitacién
cada 10 seg

Enjuagar durante 3
min

1.5 min

Enjuagar durante 5
min

2 min
3 min

1 min con agitacion
constante

30 inmersiones
30 inmersiones
30 inmersiones
30 inmersiones
2 min

10 min

NOTA: Alcohol acido: (0.3 ml de HCI/ 200 ml 70% ETOH)
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Anexo D

Longitud total de organismos expuestos a diferentes tratamientos de temperatura (18, 22, 26 y 30°C) de
los 24 a los 120 DDE, y posteriormente expuestos a igual temperatura (26 °C de los 121 a los 180 DDE y
16°C de los 181 a los 213 DDE) (Figura 1.)

30 Exposicion de organismos a Exposicion de organismos a
diferentes temperaturas igual temperatura

(18, 22, 26 y 30°C) ]
25
—~ 20
£
S
s
S 15
©
2
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0
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Figura 35. Longitud total de Totoaba macdonadi expuesta inicialmente a diferentes temperaturas y
posteriormente a igual temperatura. Linea con guiones, 18°C; Linea punteada, 22°C; Linea continua, 26°C; Linea con
punto y guion, 30°C.
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