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Resumen de la tesis que presenta Sergio Rodrigo Mufioz Carranza como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Efecto de la administracion de 17a-etinilestradiol sobre la proporcion sexual de lobina rayada
(Morone saxatilis)

Resumen aprobado por:

Dr. Benjamin Bardn Sevilla
Director de tesis

La lobina rayada es una especie que se cultiva para la produccidn de carne. Existe un interés en la
produccién mayoritaria de hembras, ya que estas presentan un crecimiento y talla mayor al de los
machos. Sin embargo, en cultivo se ha observado una mayor produccidon de machos. Para obtener una
mayor produccién de hembras, juveniles de lobina rayada con 30 dias después de la eclosion (dde)
recibieron las concentraciones de 10 y 20 mg/kg en el alimento de la hormona sintética 17a-
etinilestradiol (EE), el cual se administrd en tres periodos de 20 dias: de 30 a 50 dde, de 45 a 65 dde y
de 60 a 80 dde. Con el objetivo de identificar la concentracidén y el periodo dptimo de administracién
en el desarrollo. Se realizaron una serie de muestreos a partir de los tratamientos control y
experimentales, en los primeros se realizé un muestreo cada tres dias, de los 30 a los 81 dde, para
comparar el desarrollo gonadal. En los tratamientos experimentales se muestrearon los estanques que
estaban bajo la administracion de la hormona, al inicio y al final de cada periodo de exposicién
hormonal. Ademas, se realizd un muestreo de todos los tratamientos a los 156 dde, para identificar la
proporcién sexual en cada tratamiento. Se realizdé un segundo muestreo a los 195 dde, para confirmar
las proporciones sexuales observadas en el muestreo anterior. Las muestras tomadas, se procesaron
por histologia en parafina y en histologia por congelacién, se realizaron cortes seriados que se tifieron
con hematoxilina-eosina y se analizaron en microscopia dptica convencional. Se observé que el
tratamiento expuesto a la hormona entre los 30 y 50 dde, a la concentracion de 20mg/kg de EE en el
alimento, presentd un 80% de hembras, ademas de tener las longitudes patrén y pesos mas altos de
todos los tratamientos. En contraste el resto de los tratamientos presentd una proporcidén sexual de
1:1.

Palabras clave: lobina rayada, 17a-etinilestradiol, diferenciacion sexual, determinacién sexual,



Abstract of the thesis presented by Sergio Rodrigo Mufioz Carranza as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Aqucaculture.

Effect of 17a-ethinylestradiol administration on the sexual ratio of striped bass (Morone saxatilis)
Abstract approved by:

Dr. Benjamin Bardn Sevilla
Thesis Director

Striped bass is a species farmed for meat production, and there is significant interest in maximizing
female production due to their superior growth and size compared to males. However, male
production has been observed to be more prevalent in aquaculture. To increase female production of
females, juvenile striped bass at 30 dph (days post hatch) were exposed to feed containing synthetic
17a-ethinyl estradiol (EE) at concentrations of 10 and 20 mg/kg. The hormone was administered over
three 20-day periods: from 30 to 50 dph, from 45 to 65 dph, and from 60 to 80 dph. The objective of
identifying the optimal concentration and administration period during development. Sampling was
conducted from both control and experimental groups. In the control group, samples were taken every
three days from 30 to 81 dph to monitor gonadal development. For the experimental groups, the
ponds receiving hormone treatment were sampled at the start and end of each exposure period. An
additional sample was collected from all treatments at 156 dph to assess the sexual proportion in each
group. A second sampling at 195 dph was carried out to confirm the sexual proportions observed in
the initial sampling. The collected samples were processed using paraffin and frozen histology, with
serial sections stained with hematoxylin and eosin and analyzed under conventional microscopy.
Results showed that the treatment group exposed to 20 mg/kg EE in the feed between 30 and 50 dph
exhibited 80% females and had the highest standard lengths and weights across all treatments. In
contrast, the other treatment groups displayed a 1:1 male-to-female ratio.

Keywords: striped bass, 17a-ethinyl estradiol, sexual differentiation, sex determination, sex ratio
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Ovario de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (12.27 + 0.88 cm de longitud total) con
ovogonias y ovocitos en distintos estadios de desarrollo. Lamela ovarica con un ovocito (30.05
um)y la presencia de ovogonias (210 um) en distintos estadios del desarrollo, magnificacion 100X.
A. Ovocito previtelogénico rodeado por las células foliculares (células de la granulosa y de la teca),
maghnificacion 1000X. Ov: ovocito, Og: ovogonia, Cs: células foliculares, Nt: nucleo, Cp: citoplasma

Ovario de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (12 cm de longitud total). La cavidad ovarica
se puede identificar en la regidn central del ovario. Se observan ovocitos y ovogonias en distintos
estadios del desarrollo dentro de lamelas ovaricas. Magnificacién 200X Ov: ovocito, Og: ovogonia,
Co: cavidad ovarica, Lo: 1amela OVAFICA .......uuiviieieeeciieeeee ettt eeetrree e e e e rrrae e e e e e e ennes 27

Corte longitudinal de testiculo de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (12.85 + 0.87 cm de
longitud total), se observan los l6bulos espermaticos con espermatogonias, magnificacién 100X.
A. Amplificacién de un ldbulo espermatico con una serie de espermatogonias, magnificacion
1000X. Ls: I6bulo espermatico, Es: eSpermatogonias......cccccuveeeeciuieeeeiiieeeecieeeeecireeeesveeeeesneeee s 28

Corte longitudinal de una génada intersexual de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (12.05
1 0.06 cm de longitud total), con una regidn con tejido ovarico (extremo superior) y otra region
con tejido testicular (extremo inferior), magnificacion 40X. A. Detalle del tejido femenino,
magnificaciéon 100X. B. Detalle del tejido masculino, magnificacién 100X. Ov: ovocito, Le: I6bulo
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Corte longitudinal de una génada indiferenciada de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde
(15.1 cm de longitud total), la cual no presenta caracteristicas para la identificacion del sexo
(100X). Histologia por CONGEIACION ......ccccveiiiieeeiie ettt et e re e e bae e s b e e eans 29

Corte longitudinal de ovario de lobina rayada Morone saxatilis de 195 dde (15.61 + 1.22 cm de
longitud total). Se puede observar un mayor nimero de ovocitos y en un estadio mas avanzado
del desarrollo de manera que ocupan la mayor parte del estroma ovarico, magnificacion 100x.
Ov: ovocito, Og: ovogonia, EO: €Stroma OVANICO........ueeeiiiieeeiiiiee e cciiee e ertee e eere e e svae e s erre e e e 30

Corte longitudinal de testiculo de lobina raya Morone saxatilis de 195 dde (15.73 £ 0.90 cm de
longitud total). Corte histolégico en el que se observan Iébulos espermaticos distribuidos en toda
la gdnada, magnificacion 100X. A. Ampliacién, en la que se observa con mayor detalle los I6bulos
espermaticos y las espermatogonias, magnificacién 400X. Ls: lobulo espermdtico, Es:
ESPEIMATOZONIA. coiiiiei e 31

Corte longitudinal de gonada intersexual de lobina raya Morone saxatilis de 195 dde (15.25 + 2.47
cm de longitud total). A. Ampliacion de la region de la génada diferenciada en tejido ovarico, con
la presencia de ovocitos de color morado intenso, magnificacién 80X. B. Ampliacién de la regiéon
de la génada diferenciada en tejido testicular, magnificacién 80X. Ov: ovocCitos.........ccuueeenn.eee. 31

Corte longitudinal de un posible testiculo de lobina rayada Morone saxatilis de 130 dde (11.28 +
0.8 cm de longitud total). Vista panoramica de testiculo de lobina rayada, magnificacion 100X. A.
Ampliacién de un extremo de testiculo en el cual se observan espermatogonias en la periferia de
la génada, magnificacion 1000X. Es: @SpermatogoNnias.....cccccccueeeeeiieeeeeiiieeeecieeeeecreeeeeereee e e 33

Corte longitudinal de un ovario de lobina rayada Morone saxatilis de 130 dde (10.58 + 0.76 cm de
longitud total). Se puede observar la cavidad ovarica y ovogonias en el epitelio germinal que la
limita. Co: cavidad oVArica, Og: OVOZONIA ...ccccuriieiiiiieeeiirieeeciieeeesree e esree e e s rbee e e s sabae e s esabreesennees 33
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Corte transversal de una larva de lobina rayada Morone saxatilis de 39 dde (2.34 + 0.2 cm de
longitud total). Génada encontrada entre el intestino y la vejiga gaseosa, unida al peritoneo por
los mesenterios (100X). A. Ampliacion de la génada donde se observa el mesenterio que une al
peritoneo, el tejido somatico, una célula germinal (400X). Cg: célula germinal, G: génada, I:
intestino, Ms: mesenterio, Vn: vejiga Natatoria. ......cccccv it 34
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Capitulo 1. Introduccion

La lobina rayada (Morone saxatilis) es un pez nativo de las costas del Atlantico de Norte América. Se
distribuye desde el rio St. Lawrence en Canad3d, hasta el rio St. John's en Florida. También se pueden
encontrar en los rios Hudson, Cape Fear y el embalse de Santee-Cooper, La lobina rayada fue introducida
en las costas del Pacifico, actualmente se distribuye entre San diego, EE. UU y Vancouver, Canada
(Andersen et al., 2021; Smithsonian, s/f). Recientemente se cultiva en jaulas marinas en la isla de Todos

Santos, Ensenada, Baja California, México (Figura 1).

Non-native

Native

Figura 1. Distribucién conocida de la lobina rayada: Atlantico occidental: rio St. Lawrence en Quebec, Canada hasta
el lago Pontchartrain en Luisiana; al sur de Florida, EE. UU., hasta los desaglies de los rios St. Johns y Suwannee.
Distribucidn en las costas delFigura 1. Distribucion conocida de la lobina rayada: Atlantico occidental: rio St. Lawrence
en Quebec, Canada hasta el lago Pontchartrain en Luisiana; al sur de Florida, EE. UU., hasta los desagles de los rios
St. Johns y Suwannee. Distribucidn en las costas del Pacifico: San Diego, Estados Unidos; hasta Vancouver, Canada.
Ademas de haber una introduccion fallida en las costas Hawaianas. Imagen obtenida de Smithsonian. (s. f.).

Esta especie pertenece a la familia Moronidae, en la cual se encuentran dos géneros, Morone vy
Dicentrarchus. En el primero se incluyen a las lobinas rayadas (Morone saxatili), blanca (Morone chrysops),
amarilla (Morone mississippiensis) asi como la perca blanca (Morone americana). En el género
Dicentrarchus se incluyen a las lobinas europeas (Dicentrarchus labrax) y moteada (Dicentrarchus

punctatus) (Figura 2). A pesar de pertenecer a géneros distintos, pero de la misma familia, el uso de la
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informacidn que se ha obtenido en estudios previos de la lobina europea puede servir de apoyo para el
estudio de la lobina rayada, ya que la primera es una especie filogenéticamente muy cercana a M. saxatilis
(Williams et al., 2011) y cuyo cultivo tiene una larga historia, con el respaldo de un cumulo importante de
conocimientos cientificos (FAO, s/f), inclusive en lo que se refiere a su reproduccidn (Piferrer et al., 2005;

Vandeputte et al., 2020).

En la mayoria de las poblaciones de lobina rayada el desove, eclosion e incubacién de huevos ocurre en
agua dulce o ligeramente salobre, mientras que, los individuos juveniles y maduros se distribuyen con

mayor frecuencia en ambientes marinos costeros y estuarinos (Setzler et al., 1980; Andersen et al., 2021).

(a) Lutjanidae
Acanthuridae (b) 1-00 M. mississippiensis

Scombridae M. chrysops

M. americana

M. saxatilis ‘
0-1

1-00

Haemulidae 1

Cichlidae D. punctatus
Scaridae & = D. labrax A
Labridae

mt-cyb Nucleotide mt-nd6 Protein
Lateolabracidae v
Trichodontidae 100 M. americana

Channichthyidae
v M. mississippiensis

Serranidae M. saxatilis

b hid 097
omocant 1 ae M. chrysops —
Chaetodontidae 1. 01
/< Lethrinidae
100 — D. punctatus
'
—— D. labrax
Sparidae GTR model with estimated invariant sites

Figura 2. (a) Arbol consenso que muestra la estructura general de los Perciformes. (b) Filograma de los miembros de
la familia Moronidae (incluidos los géneros Morone y Dicentrarchus). El arbol inferior se generd a partir de una
alineacidn de las secuencias nucleotidicas del gen mt-cyb, mientras que el arbol superior se generé a partir de la
traduccion de la secuencia de aminoacidos de la proteina mt-nd6. Imagen tomada de Williams et al., 2011.

Muchas de las especies que comprenden a la familia Moronidae son de importancia comercial ya que son
una fuente de alimento en distintas partes del mundo (Gajbhiye et al., 2022). Dentro de esta familia, la
lobina rayada se destaca como una especie de gran interés para la acuicultura debido a las siguientes
caracteristicas ventajosas: presenta un crecimiento rapido, se desarrolla inicialmente en sistemas de agua
dulce, es apta para cultivo en jaulas marinas en mar abierto, y por la calidad de su carne es altamente

valorada por los consumidores (Andersen et al., 2021; Harrel, 1997).
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El cultivo comercial de esta especie inicido en 1970, con el objetivo de mejorar tanto el cultivo de peces
como la pesca comercial y recreativa de las poblaciones nativas en la costa del Atlantico. En 1973, se
produjeron los primeros hibridos de lobina rayada y lobina blanca (Morone chrysops), con la intencién de
generar un pez que tuviera la resistencia y la tolerancia ambiental de la lobina blanca y que pudiera crecer

hasta el tamafio de una lobina rayada (Andersen et al., 2021).

Actualmente, en México, la lobina rayada es cultivada por una sola granja comercial ubicada en Ensenada,
Baja California: Pacifico Aquaculture. Esta empresa comenzd con el cultivo de atin en 2004 y en el 2010
inicié con el cultivo de lobina rayada (Murillo-Nufiez, 2024). Una de las principales ventajas de esta especie,
en comparacion con la lobina hibrida, es que puede ser cultivada completamente en jaulas marinas, hasta
alcanzar su tamafo comercial. Ademds, en etapas tempranas, las larvas se desarrollan en sistemas de

recirculacién con agua dulce antes de su aclimatacion al agua salada (Harrell, 1997; Andersen et al., 2021).

Se ha observado que las lobinas cultivadas en sistemas de recirculacidon pueden alcanzar un peso individual
de 1.36 a 2.72 kg en aproximadamente 24 meses, lo cual no se ha conseguido en cultivos con la lobina
hibrida (M. saxatilis X M. chrysops) (Andersen et al., 2021). El valor por kg de este pescado en el mercado
estadounidense oscila entre los 10 y 13.2 ddlares, y su produccidn alcanzé un valor comercial de 16

millones de ddlares en 2008, con un incremento a 23 millones de ddlares en 2017 (Andersen et al., 2021).

En muchas especies de peces, es frecuente que las hembras alcancen un mayor tamafio que los machos,
lo que ha motivado un mayor interés por la produccién de cultivos monosexuales de esta especie (Piferrer,
2001). Este enfoque también se utiliza como una estrategia para evitar la produccion de machos precoces,
gue maduran sexualmente antes de los dos afios, lo que limita el crecimiento de los peces y la

productividad del cultivo (Hoga et al., 2018).

1.1 Determinacion sexual en peces

Durante el desarrollo sexual de los peces se presentan dos etapas clave: la determinacién y la
diferenciacion sexual. La primera se define como la suma de todos aquellos procesos o cambios, ya sean
genéticos o ambientales, que influyen sobre el desarrollo sexual del organismo. Mientras que, la segunda
etapa se define como todos aquellos procesos por los cuales se expresa el fenotipo sexual del organismo,
el cual ocurre, durante la etapa de determinacidn sexual. Ambos procesos son responsables por la

presencia de hembras y de machos en la poblacion de peces (Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002).
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La determinacion sexual en peces se puede dar por distintos mecanismos, los cuales se pueden clasificar

en genéticos o ambientales.

En la determinacidn genética, el sexo se define justo en el momento de la fertilizacidn, y esta mediada por
la presencia de un solo gen maestro que determina el sexo (monogénico), como lo seria el gen SRY en
mamiferos o el gen DMY en medaka (Oryzias latipes), el cual existe Unicamente en el genoma masculinoy
cuya mutacion provoca que los machos se conviertan en hembras (Chen et al, 2022). También estan los
genes amhy en Odontesthes hatcheri, GsdfY en Oryzias luzonensis, Amhr2 en Takifugu rubripes y Dmrtl
en Oreochromis (Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002; Kikuchi y Hamaguchi, 2013; Rajendiran et al.,
2021). La determinaciéon también puede estar mediada por varios genes (poligénico), donde su accién
acumulada ayuda a determinar el sexo. Estos genes se pueden encontrar dispersos en distintos
cromosomas, 0 en un par en especifico (gonosomas). En el caso de los gonosomas, la ausencia o las
diferencias en la estructura de una de las cromatides hermanas puede determinar el sexo (sistemas

heterogaméticos XX/XY u homogaméticos WW/W?Z) (Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002).

En la determinacion ambiental, el sexo se define por la interaccidn entre el genoma del organismo vy los
factores ambientales como la temperatura, el pH, la salinidad, entre otros. En este caso el sexo es
determinado durante el desarrollo del organismo, y dependiendo de la especie puede ocurrir primero en
las hembras y posteriormente en los machos, o viceversa. También puede deberse a factores estresores o
contaminantes, esta plasticidad del sistema de determinacidn sexual ha sido utilizada como una estrategia
para la produccidn de cultivos monosexuales, siendo la aplicacion de esteroides sexuales en el agua o en

el alimento, la forma mds comun de este tipo de control del sexo (Devlin y Nagahama, 2002).

1.2 Diferenciacion sexual en peces

La diferenciacién sexual es aquel proceso que permite que la génada indiferenciada se desarrolle en un
testiculo o en un ovario. Esto es controlado por distintos mecanismos moleculares vy fisioldgicos, que
resultan en cambios de la morfologia de la génada, en el cual los procesos de diferenciacién pueden ser
alterados, ya sea por factores enddgenos o exdgenos, a este periodo se le conoce como periodo labil

(Piferrer, 2001).

Este proceso se puede dividir en dos etapas: la etapa 1, presenta génadas indiferenciadas, que incluye la

aparicién de células germinales primordiales (PGC, por sus siglas en inglés), su migracién a través del
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cuerpo y su interaccion en el epitelio celémico de las futuras crestas germinales. La etapa 2, son los

cambios histoldgicos que terminan generando un ovario o un testiculo (Piferrer, 2009).

En especies gonocoristas existen dos tipos de diferenciacidn sexual los cuales se pueden clasificar como
gonocoristas diferenciados, donde la génada indiferenciada se transforma de manera directa en un
testiculo o en un ovario, como ocurre en salmones, lobinas y rodaballo. También estdn los gonocoristas
indiferenciados, en los cuales las gdnadas indiferenciadas pasan por una etapa de diferenciacién pseudo-
ovarica y posteriormente se diferencia en un ovario o en un testiculo, como ocurre en las anguilas y el pez
cebra. A estas especies también se les conoce como falsos hermafroditas ya que no son capaces de cambiar

de sexo cuando son adultos (Piferrer, 2009).

1.3 Antecedentes

1.3.1 Reproduccidon y ciclo de vida de la lobina rayada

Los machos de lobina rayada (Morone saxatilis) maduran sexualmente a los dos afios, mientras que las
hembras alcanzan la madurez sexual hasta los cuatro afios. La época de reproduccién de la especie ocurre
de abril a junio, y desovan en ambientes dulceacuicolas o ligeramente salobres. Los desoves ocurren cerca
de la superficie y de manera explosiva, son de corta duracién y ocurren a temperaturas de 16-17°C. La
fertilizacidn de los huevos es externa como en muchas especies de peces, donde se ha llegado a ver que

una hembra puede llegar a estar rodeada hasta por 50 machos (Setzler et al., 1980).

Los huevos de la lobina rayada son esféricos, semiflotantes, no adhesivos y transparentes, con una gran
gota de aceite. Se endurecen aproximadamente después de una a dos horas de la puesta. Presentan un
didmetro de 1.3 a 1.6 mm, y la eclosién ocurre entre 29 horas (a una temperatura del agua de 22°C) y

hasta 80 horas después de la fertilizacién y temperatura de 11°C (Setzler et al., 1980).

Las larvas pueden llegar a medir 3.3 mm, no presentan boca y los ojos no estan pigmentados, ademas,
tiene un saco vitelino con una gran gota de aceite, el vitelo puede durar de 7 a 14 dias después de la
eclosion (Setzler et al., 1980). Conforme se van desarrollando las larvas se convierten en juveniles, estos

migran rio abajo hasta llegar a la costa, donde permanecen durante su primer afio de vida. Una vez
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alcanzados los dos afios, los peces se congregan en pequefios cardimenes, que migran de norte a sur, a

lo largo de la costa (Setzler et al., 1980).

1.3.2 Métodos para el control de la reproduccidn y el sexo

En la acuicultura el control del sexo y la reproduccién en un cultivo acuicola tiene distintos objetivos
estratégicos. Entre ellos se encuentran la prevencion de la maduracidn sexual precoz, evitar la
reproduccion descontrolada de los cultivos y la generacién de poblaciones monosexuales. Estas ultimas
son relevantes debido a las diferencias en la tasa de crecimiento y el valor econémico entre los sexos, la
reduccion del impacto del fenotipico sexual en la calidad del producto, el incremento de la estabilidad de
los sistemas de apareamiento y como una estrategia para la proteccion ambiental y de la propiedad

intelectual (especies no autdctonas o mejoradas genéticamente) (Budd et al., 2015).

Para poder alcanzar los objetivos expuestos anteriormente, existen distintas técnicas que incluyen:

La produccién de organismos poliploides. Esta técnica consiste en alterar el nUmero cromosémico normal
de los organismos mediante la generacién de triploides o tetraploides. Esto se logra aplicando “shocks”
fisicos o quimicos que interfieren en los procesos de gametogénesis y de postfecundacion temprana. Esta
técnica es muy usada para la generacién de organismos estériles (triploidias) o de reproductores

(tetraploidias) que son capaces de generar organismos estériles (Piferrer, 2001).

El uso de factores ambientales. Esta estrategia se basa en modificar condiciones como la temperatura, la
salinidad, el pH o la densidad de organismos durante el cultivo, con el fin de influir en el proceso de
diferenciacion sexual. La manipulacidn ambiental permite ajustar el sexo de los peces sin necesidad de

intervencidén directa en su genética o fisiologia (Piferrer, 2001; Baroiler et al., 2009).

La técnica de administracion de compuestos exdgenos. Esta técnica se basa en la exposicidn de los peces
a compuestos exdgenos que presentan actividad estrogénica o androgénica en el organismo. En esta
técnica es comun el uso de esteroides sexuales (hormonas sexuales) como el estradiol y la testosterona,
suministradas a los organismos sexualmente indiferenciados como lo pueden ser larvas o juveniles
(dependiendo de la especie). Las hormonas que se usan imitan los efectos de las hormonas sexuales
enddgenas redirigiendo el desarrollo de las gédnadas hacia el sexo que normalmente produce el tipo de

hormona administrada, ya sean hembras o machos (Piferrer, 2001).



1.3.3 Uso de esteroides sexuales en el cultivo de peces

Las hormonas son mensajeros quimicos que se encargan de la comunicacion entre células, y generan una
serie de reacciones bioquimicas que conducen a respuestas bioldgicas especificas. Las hormonas sexuales
son en su mayoria esteroides, compuestos producidos a partir del colesterol, algunas de las mas conocidas
son los estrégenos, andrdgenos y progestagenos (Hoga et al., 2018). Estas tienen como funcién el dirigir
la diferenciacion sexual en el organismo y son producidas por el mismo organismo de manera natural
(hormonas enddgenas). Sin embargo, las hormonas también pueden ser administradas al organismo de
manera exdgena, procedimiento que es usado en la acuicultura, para el control de la reproduccién o la

produccién de cultivos monosexuales (Hoga et al., 2018).

La aplicacion de hormonas exégenas en los cultivos acuicolas se realiza mediante exposiciones breves
durante las primeras etapas del periodo de diferenciacidon sexual de los peces, justo cuando el organismo
es mas susceptible a los efectos hormonales, resultando en alteraciones permanentes en el fenotipo
sexual. A este periodo en el que un organismo es sensible a los esteroides se le conoce como periodo labil,
la duracidn y en la etapa del desarrollo en el que se encuentra puede variar dependiendo de la especie,

como se muestra en la Figura 3 (Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002).
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Figura 3. Esquema que representa la localizacion del periodo Iabil en distintas especies, para el tratamiento efectivo
con esteroides en la reversién sexual. Imagen obtenida de Piferrer, 2001.
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La generacidn de cultivos monosexuales tiene por objetivo el producir cultivos donde las poblaciones sean
del mismo sexo (generalmente hembras). También se aplica para privilegiar el desarrollo del sexo que
tiene otros atributos, como lo pueden ser patrones de coloracién o el tamafiio de las aletas, que es una
caracteristica deseable en los peces ornamentales (Singh, 2013). También se ha aplicado esta estrategia
para el control de la reproduccidn en cultivos como el de tilapia y evitar la reproduccién descontrolada de

los organismos, lo que afecta la calidad de agua y la densidad de cultivo (Piferrer, 2001).

Existen dos grandes estrategias para la feminizacidon o masculinizacién de cultivos acuicolas, las cuales

pueden ser directas o indirectas:

Los métodos directos, consisten en la administraciéon de hormonas correspondientes al sexo que se quiere
favorecer en el cultivo, como el uso de estradiol para la obtencién de hembras, o el uso de testosterona
para la obtencién de machos. Esta técnica es efectiva en una sola generacién y puede aplicarse a cualquier

especie, independientemente del mecanismo de determinaciéon del sexo (Piferrer, 2001).

Los métodos indirectos, requieren de varias generaciones y es mejor para aquellas especies que presentan
determinacidn genética del sexo. Este método consiste en feminizar o masculinizar peces genéticamente

machos o hembras y usar sus gametos para la produccion de cultivos monosexuales (Figura 4).

A) Feminizacion directa B) Feminizacion indirecta
XX XY
Peces sexualmente s g

indiferenciados
Tratamiento con

andrégenos
Tratamiento
con estrégenos d '
XX XX XY =——XX
I} le e e
1 neomacho

_ / 1
Cultivo de solo hembras XX XX XY
b o] g

100% hembras 50% hembras

50% machos

Figura 4. Estrategias directa e indirecta para la feminizacidn o masculinizacion de cultivos acuicolas. Imagen tomada
de Piferrer, 2001.



1.3.4 Vias de administracion de hormonas exdgenas

Una vez seleccionada la estrategia de feminizacidn o masculinizaciéon de los organismos, existen tres

técnicas para la administraciéon de las hormonas sexuales (Piferrer, 2001)

Inyecciones intramusculares: consiste en la administracion directa de la hormona mediante inyecciones
intramusculares en los peces. Sin embargo, esta técnica se limita generalmente a un nimero reducido de
organismos, ya que no es prdctica para grandes poblaciones debido al tiempo y esfuerzo requeridos

(Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002).

Inmersiones en bafios: Se colocan los organismos en estanques o recipientes con agua donde se ha
disuelto la hormona. Esta técnica es recomendada para especies cuyo periodo labil ocurre en las primeras
etapas del desarrollo, antes de que los organismos sean capaces de alimentarse de manera exdgena. Por
ejemplo, en algunas especies de salmdnidos, los huevos pueden ser expuestos a la hormona a través de

esta técnica (Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002).

Alimento enriquecido: En esta técnica, se asperja una solucién hormonal sobre el alimento, permitiendo
gue la solucion se evapore y deje el alimento impregnado con la hormona. Es ideal para especies cuyo
periodo labil ocurre en estadios avanzados del desarrollo, cuando los individuos ya son capaces de
alimentarse. El éxito de este método depende de la cantidad de alimento consumido por los peces, y al
igual que la técnica de inmersion, es adecuada para tratar grandes poblaciones al mismo tiempo (Piferrer,

2001; Devlin y Nagahama, 2002).

Las dosis eficaces de un tratamiento oral o por inmersién con hormonas son de aproximadamente 5 a 500
mg/kg de alimento o de 50 a 1000 pg/L, respectivamente, aunque estas concentraciones pueden variar
dependiendo de la especie y el estadio del desarrollo (Piferrer, 2001; Devlin y Nagahama, 2002) (Tabla1y
Figura 5).

1.3.5 Tipos de hormonas exégenas

Los esteroides utilizados para el control del sexo pueden ser de origen natural o sintético, siendo estos

ultimos los mas utilizados, debido a su precio relativamente econdmico y a su vida media prolongada en
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el organismo. Una de estas hormonas es el 17a-etinilestradiol, que es un compuesto estrogénico derivado

del estradiol (Devlin y Nagahama, 2002).

El 17a-etinilestradiol fue sintetizado por primera vez en 1983 por Hans Herloff Inhoffen y Walter Hohlweg,
con el propdsito de crear un estrégeno con una mayor biodisponibilidad oral. Esta propiedad se logré
mediante la sustitucién de un grupo etinilo en el carbono 17 del estradiol, lo que incrementd

significativamente su estabilidad metabdlica y eficacia (NCBI, 2023).
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Figura 5. Tratamientos con alimento enriquecido con estadiol-17p (natural) y 17aetinilestradiol para la produccién
de hembras en varias especies de teledsteos. La linea discontinua es la regresién de la relacion entre la dosis de
estrogeno y la duracion del tratamiento. Imagen tomada de Devlin y Nagahama, 2002.

1.4 Control del sexo en la lobina rayada

La biologia reproductiva de la lobina rayada aun no se comprende completamente, lo que dificulta el
conocimiento preciso del periodo labil para controlar de forma eficaz la proporcion sexual de sus progenies

y, por ende, la generacién de cultivos monosexuales de hembras.
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Tabla 1. Tratamientos eficaces con estrogenos naturales o sintéticos para la induccidon de hembras fenotipicas en peces teledsteos. Métodos de administracion de la
hormona; A: exposicion de los peces a la hormona por medio del alimento, I: exposicion de los peces por medio de inmersion en bafios con la hormona. EE: 17a-
etinilestradiol, E: estradiol, DES: dietilestilbestrol, EBA: acetato de butirilo de estradiol. Tabla tomada de Devlin y Nagahama, 2002

Especie administracion hormona dosis Timing Duracion Porcentaje de
hembras
408-88 dias después de la fertilizacion ,
EE 1 k 4 9
Dicentrarchus labrax A 0 me/ke (ddf) ClER 80%
E 5 mg/kg 121-221 ddf 100 dias 93%
, . EE 10 mg/kg 6-8 cm 6 meses 91%
Anguila anguila A E 25 mg/ke 278 91 dias 78%
Salmo salar A E 20mg/kg 074> dias después dela primera 30 dias 100%
alimentacion
0. kisutch ! E 400 pg/l 4-6 dde 2 h;;ada 100%
O masou I E 0.5 pg/L 5- 22 dde 17 dias 100%
A E 200
Trichogaster pectoralis mg/kg 14 dde 21 dias 100%
I DES 50 pg/L
Hemihaplochromis ,
. I EBA 250 ug/L 14-16 dde 2 dias 100%
multicolor




12
Sin embargo, el conocimiento filogenético de las especies de la familia Moronidae, junto con el amplio
entendimiento de la biologia reproductiva de la lobina europea (Dicentrarchus labrax), una especie con
estrecho parentesco, proporciona una base sélida para formular hipétesis y disefar experimentos sobre

el control del sexo en lobina rayada.

En el caso de la lobina europea, numerosos estudios han documentado detalladamente los procesos de
determinacién y diferenciacién sexual, estableciendo que su periodo labil ocurre entre los dias 40 y 60 en
la etapa juvenil (Vandeputte et al., 2020). Recientemente, se ha avanzado en el estudio de la diferenciacion
sexual de la lobina rayada, y se confirma que este proceso se desarrolla entre los 32 y 52 dias después de
la eclosion (dde), cuando los individuos tienen un tamafio aproximado de 2.0 a 4.9 cm (Murillo-Nuiez,

2024).

1.5 Gonadogénesis y morfologia de las gédnadas

1.5.1 Células germinales primordiales

En el desarrollo de las gonadas (ya sean testiculos u ovarios) estan involucrados dos tipos de células: las
somaticas, derivadas del peritoneo durante el desarrollo temprano, y las células germinales, cuyo origen
son las Células Germinales Primordiales (PGCs, por sus siglas en inglés), presentes tanto en los testiculos
como en los ovarios, y responsables de la generacidn de las ovogonias y espermatogonias. Las PGCs son
facilmente identificables en el tejido por su gran tamafio respecto a las células circundantes, ademas de
presentar una forma ovalada con un nucleo redondo una alta relacion nucleo-citoplasma y mitocondrias
de gran tamafio cerca del nucleo, también contienen RNAs mensajeros (mMRNA) esenciales para el
desarrollo de células germinales (e.g. VASA) y proteinas especificas que definen su funcién y se utilizan

como marcadores moleculares para su identificacién (Devlin y Nagahama, 2002; Escudero, 2018).

El proceso de formacién de las PGCs se puede clasificar en dos tipos dependiendo de su origen: preformista
y epigenético. Las PGCs preformadas, son aquellas que reciben determinantes citoplasmaticos (proteinas
citoplasmdticas y mRNAs) de origen materno, que regulan la diferenciacidn de las células embrionarias en
PGCs, y ocurre en distintas especies de peces como el pez cebra (Danio rerio), medaka (Oryzias latipes),
bacalao (Gadus morhua), lobina europea (Dicentrarchus labrax) y en la lobina rayada (Morone saxatilis).

En contraste las PGCs de origen epigenético, se desarrollan o se diferencian en las crestas germinales y
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surgen como resultado de sefales inductivas generadas por los tejidos circundantes (tejido somatico), y

se presentan en la mayoria de los mamiferos (Extravour y Akam, 2003; Montes, 2014; Escudero, 2018).

Las PGCs, migran a través del mesenterio dorsal del intestino (tejido que envuelve a los intestinos y los
conecta con la pared abdominal manteniéndolos en su lugar) hacia la regién de las génadas para formar
el primordio gonadal, el cual posteriormente dara origen a la cresta gonadal que es un engrosamiento
longitudinal del mesodermo en el techo de la cavidad abdominal en posicidn ventral respecto al rifén y

lateral al mesenterio dorsal (Extravour y akam, 2003; Xu et al., 2010; Montes, 2014; Escudero, 2018).

1.5.2 Desarrollo y morfologia ovarica

Los ovarios son los drganos reproductores femeninos y estdn encargados de la produccion de dvulos, estos
drganos se encuentran sujetos por el mesovario a la pared de la vejiga gaseosa. Estan cubiertos por la
tunica albuginea, una delgada capade tejido conectivo del que se originan las lamelas ovaricas, que estan
constituidas por el epitelio germinal hacia el interior del ovario, y por el estroma ovarico dispuesto en el
interior de las lamelas, este tejido contiene musculo liso y vasos sanguineos, que estd en contacto con el

epitelio germinal y es donde se desarrollan los foliculos ovaricos (Montes, 2014; Cabrera Lozano, 2019).

El desarrollo de los ovarios es mds temprano que el de los testiculos debido a la proliferacién de las PGCs.
El primer indicio de desarrollo ovérico esta dado por la aparicién de la cavidad ovarica. Posteriormente las
PGCs proliferan por procesos mitdticos y se diferencian en ovogonias. Posteriormente estas ovogonias
inician la divisién meiética, en la cual quedan detenidas en la primera fase de la division meidtica, al final
de la profase en estado de diploteno, convirtiéndose un ovocito primario. Este ovocito primario es
recubierto por una capa de células somaticas (células de la granulosa) y pasan al estroma donde son
rodeadas por una segunda capa de células (células de la teca). Al conjunto de ovocito, células de la
granulosa y de la teca, se le conoce como foliculo ovarico. El ovocito primario queda parado en su division
meidtica, y es en esta etapa en la cual el foliculo crece y se acumulan mRNAs, ademdas de producirse
vitelogenina por el higado, la cual es almacenada en el citoplasma del ovocito para ser usada como fuente
de nutrientes para el futuro embridn. Posteriormente, el ovocito reanuda la meiosis hasta la formacion
del primer cuerpo polar, ademds aumenta de tamafio por el proceso de hidratacién. Finalmente, el ovocito
es expulsado del foliculo hacia el lumen del ovario, para posteriormente ser fecundado (Lubzens et al.,

2010; Montes, 2014; Cabrera Lozano, 2019).
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1.5.3 Desarrollo y morfologia testicular

Los testiculos son los érganos reproductores masculinos, estdn sostenidos de manera muy similar a los
ovarios en la cavidad abdominal, por el mesorquio. Estan constituidos por numerosos Iébulos testiculares
qgue contiene los cistos espermaticos, en los que se encuentra una sola espermatogonia rodeada por
células de Sertoli, y el tejido intersticial localizado entre los |dbulos testiculares, y que contiene

fibroblastos, vasos sanguineos y linfaticos, y las células de Leydig (Montes, 2014; Cabrera Lozano, 2019).

Existen dos tipos de testiculos, los lobulares que estan constituidos por conductos ciegos que confluyen
hacia la regidn central del 6rgano en los conductos deferentes. Los Iébulos testiculares estan, separados
por tejido conjuntivo, este tipo de testiculo se puede encontrar en la mayoria de los peces. Los testiculos
tubulares, se anastomosan entre si en la periferia y confluyen en el centro del drgano en los conductos

deferentes (Cabrera Lozano, 2019).

El desarrollo de la génada primigenia en un testiculo comienza con la proliferacion de células de Sertoli,
encargadas de dirigir el desarrollo del testiculo, y cuyo origen estd en las células mesodérmicas alrededor
de las PGCs. Posteriormente comienza la proliferacién de espermatogonias por una serie de divisiones
mitoticas, las cuales posteriormente detienen su divisién y comienza el desarrollo de los tubulos
seminiferos. A continuacion, las espermatogonias tienen una serie de divisiones mitdticas, generando dos
tipos de espermatogonias. La espermatogonia A, encargada de renovar por mitosis la linea germinal de
espermatogonias A y B, y las espermatogonias B, encargadas de diferenciarse en espermatozoides,
mediante una serie de divisiones mitdticas y meidticas. El desarrollo de los espermatozoides contintda con
una serie de cambios morfolégicos como la formaciéon del flagelo y reduccién del citoplasma y la

compactacién del nucleo celular (Schulz et al., 2010; Montes, 2014; Cabrera Lozano, 2019).

1.6 Justificacion

Debido a la importancia econémica que tiene el cultivo de la lobina rayada (Morone saxatilis) en Baja
California, es relevante optimizar su productividad mediante el monocultivo de hembras, ya que estas
alcanzan tamafios y pesos mayores que los machos, lo cual se vera reflejado en una mayor produccién de
carne y en mayores ganancias econdmicas. Sin embargo, se ha observado que en los cultivos de esta
especie hay una mayor prevalencia de machos, que ademas de tener menores longitudes y pesos, también

tienen una maduracién sexual precoz, lo que reduce su crecimiento. Por lo anterior se ha propuesto el uso
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de esteroides sexuales, en particular de 17a-etinilestradiol que es una hormona sintética con propiedades
estrogénicas mas estables y potentes para propiciar la generacién mayoritaria de hembras en los cultivos.
1.7 Hipétesis
La exposiciéon de lobina rayada (Morone saxatilis) a la hormona 17a-etinilestradiol a una concentracion de

10 mg/kg de alimento, de los 30 a los 60 dias después de la eclosion, inducird una mayor proporcion de

hembras.

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo general

Identificar el periodo y concentracion de 17a-etinilestradiol adecuado para producir la mayor proporcién

de hembras de lobina rayada entre los 30 y 80 dde (dias después de la eclosion).

1.8.2 Objetivos especificos

e |dentificar el periodo y duracién éptima de administracion de 17a-etinilestradiol para la

produccién de hembras.

e Identificar la concentracion apropiada de 17a-etinilestradiol (10 y 20 mg/kg de EE en el

alimento) para la produccién de hembras.

e Conocer la proporcion sexual de cada grupo de experimentacion mediante la

identificacidn histoldgica de las génadas.

e Comparar el desarrollo gonadal de juveniles expuestos en diferentes periodos de

administracion del 17a-etinilestradiol.



16

Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cultivo de lobina rayada (Morone saxatilis)

Un grupo de 2500 larvas de lobina rayada de 29 dias después de la eclosidn (dde) que se encontraban en
agua dulce (5ppt), fueron donadas por la empresa Pacifico Aquaculture. Las larvas fueron transportadas
mediante el uso de bolsas plasticas con oxigeno a presidn, a las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de
Peces Marinos del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE), en

Ensenada, Baja California, México.

En el laboratorio, las larvas se distribuyeron en dos sistemas de cultivo con agua dulce, el primero ubicado
en el laboratorio de peces marinos (sistema experimental) y el segundo en el laboratorio himedo en el

edificio de acuicultura (sistema control).

El sistema experimental contd con 18 estanques con un volumen de 175 L cada uno, con una temperatura
constante del agua de 23°C, mediante el uso de una bomba de calor/frio (marca Trane). En este sistema
se realizé la exposicidn de las larvas a la hormona (17a-etinilestradiol) en concentraciones de 10 y 20 mg
por kg de alimento. Al inicio de la fase experimental, debido al tamafno de las larvas y a la densidad de
cultivo, se redujo el volumen de agua de los estanques. Posteriormente a los 80 dde, el volumen se

incrementd y se mantuvo hasta el final del experimento.

Para recolectar el agua residual de los estanques en los que se suministré el alimento enriquecido con la
hormona, se dispuso de una tuberia para recolectar el agua y conducirla a un estanque de 350 L en el que
se le dio un tratamiento con ozono antes de verter al drenaje con la ayuda de una bomba sumergible. En
los estanques que recibieron tratamientos con la hormona, se bloqueé el desaglie central que conducia el
agua al sistema de recirculacion y se colocd un desaglie externo en forma de W que desembocaba en la

tuberia de recoleccién de agua residual.

El sistema control, contaba con tres estanques de 120 L, la temperatura del agua se mantuvo constante
de 23°C, mediante el uso de calentadores de titanio de 800 W. Al igual que en el sistema experimental al
inicio del ensayo se redujo el volumen de los estanques a 40 L y posteriormente se incrementd a 120 L. En

este sistema en ninglin momento se suministré alimento con la hormona.
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A los 107 dde debido al rapido crecimiento de los peces y a la alta densidad en los estanques del sistema
control, se tomd la decisién de transferir los peces del laboratorio himedo, a un sistema ubicado en el
laboratorio de peces marinos. El nuevo sistema contaba con un estanque de 9000 L, cada réplica se
mantuvo mediante el uso de jaulas de 1m cubico, la temperatura se mantuvo a 23°C mediante el uso de

un intercambiador de calor (marca trane).

Al inicio del experimento las larvas de lobina rayada se mantuvieron en agua dulce y a partir de los 35 dde
se fue aumentando en 5 ppt la salinidad del agua cada dia hasta llegara a 35 ppt, mediante la inyeccion de

agua salada en los tanques de compensacidon de ambos sistemas.

Al inicio del experimento ambos sistemas funcionaron como sistemas de recirculacién, flujo cerrado y con
un recambio minimo de agua, sin embargo, debido a la falta de maduracion del biofiltro del sistema
experimental y de control, ambos sistemas se cambiaron a flujo abierto (entrada y salida constante de

agua) con la intencién de mantener los parametros de calidad de agua.

Se midieron las concentraciones de nitrégeno amoniacal total (NAT) y de nitritos (NO,) mediante el uso de
kits comerciales (API®). Diariamente se realizd la limpieza de los estanques mediante el uso de un sifdn

para extraer las heces y el alimento no consumido por los peces, del fondo de los estanques.

2.2 Administracion de la hormona en el alimento

El alimento utilizado en el experimento fue donado por la empresa Pacifico Aquaculture S.A.P.I de C.V. La
hormona sintética 17a-etinilestradiol (de la marca Sigma-Aldrich, E4876), se administré en el alimento de
la marca Ewos Pacifico Terra Summer (43 % de proteinay 16 % de lipidos) en dos concentraciones de 10y

20 mg/kg de alimento.

Ambas concentraciones se suministraron en tres periodos distintos del desarrollo de los organismos, cada
uno con una duraciéon de 20 dias con un traslape de cinco dias entre periodos. El primer periodo
comprendié de los 30 a los 50 dde, el segundo de los 45 a los 65 dde y el tercero de los 60 a los 80 dde.
Cada periodo de administracién hormonal se realizé por triplicado en distintos estanques de cultivo, como

se indica en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema representativo de la administracidn de la hormona en los tanques.

Para el enriquecimiento del alimento con la hormona, se pesd la cantidad de la hormona necesaria para
la cantidad de alimento que se queria suministrar a los peces. A continuacidn, la hormona se disolvié en
alcohol etilico al 96%. Esta solucion se asperjo sobre el alimento con la ayuda de una bureta. Durante este
proceso se asegurd la mezcla continua del alimento con un vortex para lograr una distribucion homogénea
de la solucion. Posteriormente, se evapord el alcohol en una campana de extraccidon para eliminar el

alcohol del alimento. En el caso de la dieta control se asperjé con alcohol al 96% sin hormona.

2.3 Alimentacion de los organismos

En ambos sistemas (experimental y control) se suministré alimento dos veces al dia, la primera racion a
las 9:00 am y la segunda a las 15:00 horas. La alimentacidn de las larvas inicié con un alimento de 0.5 mm
de didmetro y a medida que los peces crecieron, se incrementd el diametro del alimento hasta llegar a 3
mm. Diariamente se registro la cantidad de alimento suministrado por estanque para calcular el alimento

consumido por los peces.

2.4 Descripcion del proceso de desarrollo gonadal

Para la descripcion del desarrollo gonadal de los peces, durante el periodo de los 30 a los 81 dde, cada
tercer dia se tomaron 3 organismos solo de los estanques control (N=162, numero total de organismos

muestreados) y se fijaron en solucidn Davidson (anexo A). Todos los organismos muestreados fueron
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previamente anestesiados con 3 a 4 g por litro de metasulfanato de tricaina. De cada organismo se tomo
la longitud total y longitud patrén, mediante el uso de un ictidmetro y el peso mediante el uso de una
bascula (marca A&D medical). A las muestras de los 66 a los 81 dde se les disecd la vejiga natatoria junto
con las génadas, y para las muestras de los 30 a los 63 dde se disecd la region abdominal haciendo un corte
detras de la cabeza y otro detrds del ano. Los tejidos disecados se procesaron por histologia en parafina,
se cortaron secciones de 5 um de espesor y se tifieron con hematoxilina-eosina. Con la ayuda de un
microscopio Olympus CX31 equipado con una camara infinity 2, se identificaron las génadas y se compard

su grado de desarrollo con la clasificacidon previamente descrita por Murillo-Nufiez (2024).

2.5 Identificacion y descripcion de las alteraciones gonadales ocasionadas por

la exposicion a 17a-etinilestradiol

Para evaluar los efectos de la exposicion a la hormona en las génadas, se tomaron muestras de 9 peces
por estanque (N=324) antes y después del periodo de administracion de la hormona en el alimento (primer
periodo 30-50 dde, segundo periodo 45-65 dde, tercer periodo 60-80 dde). A cada pez se les tomaron las
medidas de longitud total, longitud patréon, peso y se fijaron en solucién Davidson (anexo A).
Posteriormente se disecd la vejiga natatoria junto con las gdnadas (muestras de los 65 a los 80 dde) o se
disecd la region abdominal (muestras de los 30, 45, 50 y 60 dde), para ser procesadas por histologia en
parafina y realizar cortes histoldgicos. El tejido gonadal de estos peces se compard con el de los peces del

tratamiento control, tomando en consideracion la longitud patron.

2.6 Biometrias para el monitore del estado de los organismos

Posterior a la fase experimental, en los dias 72, 86 y 107 dde se realizé una biometria de los organismos
experimentales y de control, en la cual se tomaron las medidas de longitud total y longitud patrdn (con el
uso de un ictiometro), y el peso (con el uso de una bascula) de 15 peces por tanque (N=315). Con la

finalidad de registrar el crecimiento y estado de salud de los peces.
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2.7 Identificacion y confirmacion de las proporciones sexuales

Para la cuantificacion de la proporcidn sexual, se realizé un primer muestreo a los 158 dde, en el que se
tomaron 15 peces por tanque (N=270), estos se anestesiaron con tricaina y posteriormente se tomaron
las medidas de longitud total y longitud patrén (con el uso de un ictiometro), y el peso (con el uso de una
bascula). De cada organismo muestreado se disecaron ambas génadas, de las cuales una se colocé en un
crio-cassette histoldgico con medio OCT (Optimal cutting temperature compound, por sus siglas en inglés)
y se congeld en el momento con el uso de hielo seco. Las muestras congelas se guardaron en un
ultracongelador a -80°C y posteriormente se procesaron por histologia de congelacidon (para la
identificacion rapida del sexo). La otra génada se colocd en un cassette histoldgico y se fijo con soluciéon
Davidson y posteriormente, se siguid el procesé descrito en la seccidn 2.4 para la confirmacién del sexo

de aquellas muestras que por histologia por congelacidon no fuera posible la identificacién del sexo.

Para confirmar las proporciones sexuales identificadas a los 158 dde, se tomd una segunda muestra a los
195 dde. Se muestrearon todos los estanques siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, con la
diferencia de que el tamafio de la muestra fue de 5 peces por tanque (N=90), y que las génadas procesadas

por histologia en parafina se fijaron con formol amortiguado con fosfatos.

2.8 Procesamiento de muestras histoldgicas

2.8.1 Histologia en parafina

Para el procesamiento de las muestras por medio de histologia en parafina, las muestras se fijaron en
solucién Davidson (o formol amortiguado con fosfatos), por un minimo de tres dias. Posteriormente las
muestras ya fijadas se colocaron en cassettes histoldgicos, y se lavaron con alcohol etilico a una
concentracién del 70 % por 24 hr. Dependiendo del tipo de muestra esta se descalcific6 mediante el uso
de un bafio de 4cido nitrico (anexo B) con una duracién de una a cuatro horas, dependiendo del tamaiio
de la muestra. A continuacidn, las muestras se colocaron en un procesador automatico de tejidos (Leica,
modelo TP1020), en el cual se sometieron a una serie de bafios para la deshidratacion del tejido. El proceso
comenzé con una serie de bafios de alcohol con una concentracidon creciente. Posteriormente se

clarificaron con benceno y finalmente se bafiaron en parafina (anexo C).
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Al finalizar el proceso de deshidratacion, se procedié a la inclusién de las muestras en moldes con parafina
mediante el uso de un equipo de inclusidon automatico de tejidos (Leica, modelo EG1160). Una vez que se
tenian las muestras incluidas en parafina, se realizaron los cortes seriados de tejidos con un grosor de 5
pm mediante un microtomo (Leica, modelo RM 2235). Los cortes se colocaron en un portaobjetos y para
remover el exceso de parafina se colocaron en una estufa (Precision Scientific Co, modelo 4) a 65 °C (anexo
D); posteriormente los tejidos se tifieron con hematoxilina-eosina (anexo E) y finalmente se montaron con

resina.

2.8.2 Histologia por congelacidén

Para el procesamiento histolégico por congelacidn, las muestras se colocaron en un crio-cassette junto
con medio de inclusidon OCT y se congelaron en el momento con hielo seco, o de manera directa sin el uso

de OCT para las muestras del dia 195 dde.

Las muestras congeladas, se almacenaron en un ultracongelador a -80°C, para posteriormente realizar
cortes histoldgicos con la ayuda de un criostato (Leica, CM1510 S). Los cortes se recolectaron en
portaobjetos, los cuales se colocaron sobre una plancha de calentamiento (Premiere, XH2001) a 37°C para
la fijacion de la muestra al portaobjetos, y posteriormente se tifieron con hematoxilina-eosina (anexo E),

y se montaron con resina.

2.9 Analisis estadistico

2.9.1 Anadlisis de la proporcidon sexual

A partir de las frecuencias registradas de cada sexo para los muestreos de los dias 156 y 195 dde, se hizo
un analisis de chi cuadrada con tablas de contingencia. Este andlisis se realizé en tres dimensiones
(considerando la concentracion de la hormona, el periodo de exposicidn hormonal y la frecuencia de cada
sexo), aplicando el criterio de independencia mutua y parcial. Con el objetivo de observar especificamente
la asociacién entre los factores, también se hizo este analisis en dos dimensiones (considerando la
combinacion de solo dos de los tres factores que se usaron en el andlisis de tres dimensiones). Los analisis

se realizaron a un nivel de confianza de un 95%.
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2.9.2 Anadlisis de la relacidn del sexo con la longitud patréon y el peso

Se evalud el efecto del periodo de exposicion y la concentracion de 17a-etinilestradiol, sobre las variables
de longitud patrén y el peso de los organismos, entre los sexos de un mismo tratamiento y entre los

tratamientos.

Se evalud el supuesto de normalidad y homocedasticidad de los datos, mediante prueba de Shapiro-Wilk
y una prueba de Levene. Al cumplir con los supuestos de los datos, se procedié a la realizaciéon de un
analisis de varianza de dos vias (ANOVA), junto con una prueba posthoc de Tukey (p>0.05). Los datos que
no cumplieran con los supuestos de normalidad y homocedasticidad se transformaron con el uso de
logaritmo y nuevamente se verificaron los supuestos. Todas las pruebas estadisticas y transformacion de

los datos se hicieron con el programa SPSS stadistics de IBM, version 25.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Cultivo de lobina rayada

La variacion de la temperatura promedio a lo largo del cultivo fue de 23 + 1.0 °C. La concentracion de
nitrégeno amoniacal total (NAT) y de nitritos (NO?) se mantuvo en 0.0 mg/L. Estos valores fueron el

resultado del proceso de recirculacién del agua y del recambio constante de agua en ambos sistemas.

Al inicio del experimento ambos sistemas contaron con un recambio minimo de agua (sistema cerrado),
sin embargo, debido al incipiente grado de maduracion del biofiltro del sistema experimental, entre los
dias 36 y 40 dde, se observé una disminucion en la calidad de agua (NAT: 1 mg/L y NO,: 5 mg/L), lo que
resultd en las muertes de 55 peces (Figura 7). En el sistema control, del dia 55 al 58 dde (Figura 7), se
observé un incremento en el nimero de muertes (31 peces muertos), debido a una disminucion en la
calidad de agua (NAT: 2 a4 mg/Ly NO2: 1 a 5 mg/L) causado por que el biofiltro se vio excedido en su

capacidad de remocidn de nitrégeno.
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Figura 7. Mortalidad acumulada para cada tratamiento durante el periodo experimental de 195 dde. Control,
tratamiento control; t10-1, 10 mg/kg de EE de 30-50 dde; t10-2, 10 mg/kg de EE de 45-65 dde; t10-3, 10 mg/kg de EE
de 60-80 dde; t20-1, 20 mg/kg de EE de 30-50 dde; t20-2; 20 mg/kg de EE 45-65 dde; t20-3, 20 mg/kg de EE de 60-80
dde

Durante el cultivo se registré la muerte de algunos peces, cuyos signos incluyeron alteraciones en la aleta

dorsal, pectoral y caudal. Es posible que estas lesiones estuvieran asociadas con conductas de agresion y
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canibalismo, debido a la voracidad de los peces y a la densidad de cultivo. Esta conducta se observo tanto
en los peces del sistema control como en los experimentales, sin embargo, en el caso de los experimentales

fue menor la agresién entre los peces.

La supervivencia de las larvas en los tratamientos experimentales en la concentracion de 10 mg/kg de EE
en el alimento y expuestas durante los 30 a 50 dde fue de 92.05 %, a los 45 a 65 dde fue de 90.85 % vy a los
60 a 80 dde fue de 84.3 %. Mientras que en los organismos expuestos a 20 mg/kg de EE durante los 30 a
50 dde fue 95.77 %, a los 45 a 65 dde fue de 93.29 % y a los 60 a 80 dde fue de 82.22 %. En el caso de los

tratamientos control la supervivencia fue de 50.31 %.

Alos 126y 128 dde, se observo la muerte de todos los organismos del sistema control (Figura 7), los cuales
presentaban signos de muerte por falta de oxigeno en el agua (opérculos completamente abiertos y
branquias palidas), se tomaron algunos de los peces muertos, se realizaron frotis de las branquias y se
identificd la presencia de Amyloodinium sp. Este parasito se adhiere al epitelio branquial, obstruyendo el

intercambio de gases, lo que ocasiona una deficiencia en la oxigenacion de los peces.

3.2 Efectos de la alimentacion enriquecida con 17a-etinilestradiol

Durante la administracion del alimento enriquecido con la hormona, en los respectivos periodos de
administracion (30-50 dde, 45-65 dde y 60-80 dde), se observé en los peces un menor consumo del

alimento, lo cual se vio reflejado en el crecimiento y en el alimento consumido por pez.
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Figura 8. Grafica de cajas y bigotes de la longitud patrén (LP) de las lobinas rayadas (Morone saxatilis) tratadas con
17a-etinilestradiol (10 y 20 mg/kg en el alimento) y el control (0 mg/kg), a los 50 (color azul), 65 (color rojo) y 80 dde
(color verde). Los puntos afuera de las cajas indican datos extremos.



25
El andlisis de la longitud patrdn indicd que las lobinas del tratamiento control (0 mg/kg, sin hormona) a los
80 dde crecieron mas (6.51 + 1.04 cm), aunque también se registré una mayor dispersion de las longitudes,
en comparacién con las lobinas de los tratamientos hormonados (10 mg/kg: 5.93 + 0.47 cm; 20 mg/kg:
5.86 + 0.53 cm) a los 80 dde (Figura 8). No se encontraron diferencias significativas en la longitud patrdn

entre los peces en los distintos tratamientos, pero si entre las distintas edades.

El peso de las lobinas del tratamiento control (0 mg/kg) a los 80 dde fue mayor (6.51 + 1.04 g), en
comparacién con las longitudes de los tratamientos hormonados (10 mg/kg: 4.54 + 1.35 g; 20 mg/kg: 4.23
+1.13 g), a los 80 dde (Figura 9). No se encontraron diferencias significativas de la longitud patrén entre

los distintos tratamientos, pero si entre las distintas edades de los peces entre tratamientos
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Figura 9. Grafica de cajas y bigotes del peso (P) de las lobinas rayadas (Morone saxatilis) tratadas con 17a-
etinilestradiol (10 y 20 mg/kg) y el control (0 mg/kg), a los 50 (color azul), 65 (color rojo) y 80 dde (color verde). Los
puntos afuera de las cajas indican datos extremos.

En relacidn con el alimento consumido por pez, éste se calculé una vez concluido el periodo de exposicion
a la hormona, ya que las lobinas mostraron una mayor atraccién por el alimento, loque se vio reflejado en

la cantidad de alimento consumido.

Como se pude observar en la Figura 10, la cantidad de alimento consumido por pez aumentd de forma
gradual en los tratamientos expuestos a la hormona, asi como en el tratamiento control. Sin embargo, en
los tratamientos expuestos a la hormona entre los 60 a 80 dde (tratamientos t10-3 y t20-3), se presentd
un mayor consumo de alimento por pez, entre los dias 45 a 80 ddde, en comparacion con el resto de los

tratamientos. Posteriormente en el periodo de 75 a 101 dde, el consumo de alimento en estos



26
tratamientos (t10-3 y t20-3) alcanzo valores similares al resto de tratamientos (en el periodo de 75 a 101

dde).
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Figura 10. Grafica comparativa del promedio de alimento ingerido por pez (g) en cada periodo de administracion de
la hormona (30-50dde, 45-65 dde, 60-80, 75-101 dde) y de cada tratamiento experimental y del control. ctrl,
tratamiento control; t10-1, 10 mg/kg de EE de 30-50 dde; t10-2, 10 mg/kg de EE de 45-65 dde; t10-3, 10 mg/kg de EE
de 60-80 dde; t20-1, 20 mg/kg de EE de 30-50 dde; t20-2; 20 mg/kg de EE 45-65 dde; t20-3, 20 mg/kg de EE de 60-80
dde

3.3 Identificacion del sexo y la proporcion sexual

3.3.1 Muestreo en el dia 156 dde

De las 270 gbénadas extraidas y procesadas por histologia por congelacidn, se realizaron cortes histolégicos

seriados de cinco ejemplares de cada estanque, por lo que se trabajé con 90 muestras en total.

En las génadas analizadas no se observaron signos de madurez, sin embargo, tenian caracteristicas

suficientes para la identificacion del sexo.

En las hembras, se observd la presencia de ovocitos y de ovogonias. Los ovocitos eran facilmente
identificables por su tamafio (220 um de didametro) y forma circular u ovalada, con un ntcleo que ocupa
gran parte de la célula y con un citoplasma tefiido de color lila (debido a la eosina). Las ovogonias
presentaban una morfologia similar a la de los ovocitos, aunque su didmetro fue menor a 10 um, como se

puede observar en la Figura 11.
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Figura 11. Ovario de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (12.27 + 0.88 cm de longitud total) con ovogonias y
ovocitos en distintos estadios de desarrollo. Lamela ovarica con un ovocito (30.05 um) y la presencia de ovogonias
(=10 um) en distintos estadios del desarrollo, magnificacién 100X. A. Ovocito previtelogénico rodeado por las células
foliculares (células de la granulosa y de la teca), magnificacién 1000X. Ov: ovocito, Og: ovogonia, Cs: células
foliculares, Nt: nucleo, Cp: citoplasma

La estructura interna del ovario se caracteriza por la presencia de lamelas ovaricas y de una cavidad
ovarica. Las primeras se pueden identificar por el epitelio germinal que delimita la cavidad ovarica y que
se distingue como una delgada separacidn entre lamelas adyacentes, en el interior de cada lamela se
encuentran las ovogonias y ovocitos. En la mayoria de las muestras, la cavidad ovarica se ubicé en el centro

y a lo largo de la génada, como se observa en la Figura 12.

Figura 12. Ovario de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (12 cm de longitud total). La cavidad ovarica se puede
identificar en la region central del ovario. Se observan ovocitos y ovogonias en distintos estadios del desarrollo dentro
de lamelas ovdricas. Magnificacidn 200X Ov: ovocito, Og: ovogonia, Co: cavidad ovdrica, Lo: lamela ovdrica
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En los machos, los testiculos se caracterizan por la presencia de espermatogonias que tiene un didmetro
>10 um y su forma es ovalada con un nucleo grande. Estas células se distribuyen a toda la génada en los

I6bulos espermaticos, que contienen hileras pareadas de espermatogonias (Figura 13).

Figura 13. Corte longitudinal de testiculo de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (12.85 + 0.87 cm de longitud
total), se observan los I6bulos espermaticos con espermatogonias, magnificacion 100X. A. Amplificacién de un ldbulo
espermatico con una serie de espermatogonias, magnificacion 1000X. Ls: |6bulo espermatico, Es: espermatogonias

Figura 14. Corte longitudinal de una génada intersexual de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (12.05 + 0.06
cm de longitud total), con una regidén con tejido ovarico (extremo superior) y otra regién con tejido testicular
(extremo inferior), magnificacion 40X. A. Detalle del tejido femenino, magnificacién 100X. B. Detalle del tejido
masculino, magnificacion 100X. Ov: ovocito, Le: I6bulo espermatico
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Ademas de la identificacion de hembras y machos, también se observaron génadas intersexuales y
génadas indiferenciadas. Las primeras identificables por la presencia de ovocitos y de ldbulos

espermaticos, localizados en los extremos de la génada (Figura 14).

Las gbénadas indiferenciadas se caracterizaron por la falta de elementos caracteristicos de un ovario o

testiculo en el tejido medular, que permitiera la identificacién del sexo (Figura 15).

Figura 15. Corte longitudinal de una génada indiferenciada de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (15.1 cm
de longitud total), la cual no presenta caracteristicas para la identificacion del sexo (100X). Histologia por congelacién

3.3.1.1 Descripcién de la proporcién sexual a los 156 dde

A partir de la identificacién de los sexos, se contabilizé su frecuencia, en cada periodo de exposicion a la

hormona y en cada una de las concentraciones (Tabla 2).

Tabla 2. Proporcion sexual de la lobina rayada Morone saxatilis a los 156 dde, para cada periodo de exposicidn y para
cada concentracidn de la hormona. Se muestra el nimero de lobinas y el porcentaje correspondiente de individuos
de cada sexo.

Co’ncentraa Perloc!o.tlie N Hembras Machos Intersexos Indiferencia

on de EE exposicion dos
30-50 16 3.75% 43.75 % 6.25 % 6.25 %

10 mg/kg 45-65 15 66.67 % 26.67 % 6.67 % 0%
60-80 15 46.67 % 47.67 % 0% 6.67 %
30-50 15 66.6 % 33.33% 0% 0%

20 mg/kg 45-65 16 56.25 % 43.75 % 0% 0%
60-80 15 53.33% 46.67 % 0% 0%
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El tratamiento expuesto a la concentracion de 10 mg/kg de EE, durante los 45 a 65 dde, obtuvo 10 hembras
y 4 machos (2.5:1). Por otro lado, el tratamiento con 20 mg/kg de EE administrado entre los 30 a 50 dde,
la proporcion de hembras y machos fue de 2:1. En ambos casos, se obtuvo un mayor nimero de hembras,
superando el 50% del total de individuos. En contraste, el resto de los tratamientos presenté una

proporcién de hembras y machos de alrededor de 1:1.

La frecuencia de génadas intersexuales e indiferenciadas fue poco frecuente, registrandose sélo dos casos

de cada tipo en la concentracién de 10 mg/kg de EE.

3.3.2 Muestreo en el dia 195 dde

Al igual que para el muestreo a los 156 dde, se recolectd una muestra de todos los tratamientos (N=90) y

se hizo el andlisis con las técnicas de histologia por congelacion y en parafina.

Se observaron hembras, machos y organismos intersexuales, pero en ningun caso se distinguieron génadas
indiferenciadas. Las génadas tuvieron las mismas caracteristicas descritas para cada sexo en el muestreo
del dia 156 dde. Las génadas presentaban un desarrollo mds avanzado en comparacién con las muestras
a los 156 dde, ya que era mayor la distribucidn de ovocitos y de espermatogonias en estadios avanzados

del desarrollo.

Figura 16. Corte longitudinal de ovario de lobina rayada Morone saxatilis de 195 dde (15.61 + 1.22 cm de longitud
total). Se puede observar un mayor nimero de ovocitos y en un estadio mas avanzado del desarrollo de manera que
ocupan la mayor parte del estroma ovarico, magnificacion 100x. Ov: ovocito, Og: ovogonia, Eo: estroma ovarico
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En los ovarios, se observaron ovogonias y ovocitos, estos Ultimos mas numerosos y con una distribucion
mas amplia en el estroma ovarico y con mayor grado de desarrollo (ovocitos previtelogénicos en estadio
perinucleolar). También se observé un mayor desarrollo de las lamelas ovaricas y de la cavidad ovarica,
ambas estructuras con un tamafio mayor en comparacion con los ovarios del muestreo a los 156 dde

(Figura 16).

Figura 17. Corte longitudinal de testiculo de lobina raya Morone saxatilis de 195 dde (15.73 + 0.90 cm de longitud
total). Corte histoldgico en el que se observan lobulos espermaticos distribuidos en toda la gonada, magnificacion
100X. A. Ampliacion, en la que se observa con mayor detalle los I6bulos espermaticos y las espermatogonias,
magnificacidon 400X. Ls: I6bulo espermatico, Es: espermatogonia.

Figura 18. Corte longitudinal de génada intersexual de lobina raya Morone saxatilis de 195 dde (15.25 + 2.47 cm de
longitud total). A. Ampliacion de la regidn de la génada diferenciada en tejido ovarico, con la presencia de ovocitos
de color morado intenso, magnificacidon 80X. B. Ampliacién de la region de la génada diferenciada en tejido testicular,
magnificacion 80X. Ov: ovocitos
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En los testiculos, se observé la presencia de espermatogonias, I6bulos espermaticos, pero su nimero y
distribucidn fue mayor en comparacion con los testiculos de las muestras a los 156 dde (Figura 17). Las
gonadas intersexuales, tuvieron caracteristicas muy similares a las observadas a los 156 dde, con regiones

ovaricas y testiculares, ubicadas en extremos opuestos de la génada (Figura 18).

3.3.2.1 Descripcidn de la proporcion sexual a los 195 dde

En los tratamientos expuestos a la hormona durante los 30 a 50 dde, se produjo un mayor nimero de
hembras que de machos, en la concentracion de 10 mg/kg de EE la proporcién fue de 2:1 entre hembras
y machos, mientras que a la concentracién de 20 mg/kg de EE se obtuvo una proporcion entre hembras y

machos de 4:1 (Tabla 4).

Sin embargo, también se observé la produccidon de un mayor nimero de hembras en el tratamiento de 20
mg/kg de EE durante los 60 a 80 dde, al obtener 11 hembras y 4 machos (2.75:1). En el resto de los

tratamientos se registrd una proporcion sexual de alrededor de 1:1 (Tabla 3).

Tabla 3. Proporcion sexual de la lobina rayada Morone saxatilis a los 195 dde, para cada periodo de exposicion
hormonal y concentracién de 17a-etinilestradiol (EE). Se indica el porcentaje de individuos de cada sexo por periodo
de exposicion y concentracion de EE.

Concentracion Perloc!o.tlie N Hembras Machos Intersexos
de EE exposicion

30-50 15 66.67 % 33.33% 0%

10 mg/kg 45-65 15 46.67 % 40 % 13.33%
60-80 15 60 % 40 % 0%
30-50 15 80 % 20% 0%

20 mg/kg 45-65 15 46.67 % 53.33% 0%
60-80 15 7333 % 26.67 % 0%

En el caso de lobinas con génadas intersexuales, solo se observaron en la concentracién de 10mg/kg de

EE, en el tratamiento de los 45 a 65 dde.

3.3.3 Muestreo de los tratamientos control a los 130 dde

El analisis histolégico de las gonadas de los peces del tratamiento control a los 130 dde, mostré que se

encontraban en un estado prematuro del desarrollo gonadal, por lo que la identificacidon se realizd con
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base en la presencia de cavidad ovarica y la posicidn de células sexuales (ovogonias o espermatogonias)

en la gonada.

Las génadas que carecian de cavidad ovarica, y en las que se observé la presencia de espermatogonias
(identificables por su tamafio (210 um) y su forma ovalada con un nucleo grande) en la periferia interna

de la gonada muy cerca de la tunica albuginea, se clasificaron como testiculo (Figura 19).

Figura 19. Corte longitudinal de un posible testiculo de lobina rayada Morone saxatilis de 130 dde (11.28 + 0.8 cm
de longitud total). Vista panoramica de testiculo de lobina rayada, magnificacion 100X. A. Ampliacidn de un extremo
de testiculo en el cual se observan espermatogonias en la periferia de la gdénada, magnificacion 1000X. Es:
espermatogonias

Los ovarios se identificaron por la cavidad ovarica a lo largo de la region central, delimitada por un epitelio
germinal, y por la presencia de ovogonias (identificables por su forma circular u ovalada, con un didmetro

210 um) en la periferia de la cavidad ovarica (Figura 20).
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Figura 20. Corte longitudinal de un ovario de lobina rayada Morone saxatilis de 130 dde (10.58 + 0.76 cm de longitud
total). Se puede observar la cavidad ovarica y ovogonias en el epitelio germinal que la limita. Co: cavidad ovdrica, Og:
ovogonia
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3.3.3.1 Proporcion sexual de los tratamientos control con 130 dde

A partir del tratamiento control el nUmero de hembras fue de 7 (47%) y de 8 machos (53%), quedando una
proporcién de los sexos de 1:1. Ademas, en este muestreo no se observaron génadas intersexuales, ni

gdénadas indiferenciadas.

3.4 Descripcion del desarrollo gonadal

La descripcion del desarrollo gonadal en este trabajo se basé en el andlisis de los muestreos realizados

en el tratamiento control, a partir de las muestras de los dias 39, 60, 72 y 81 dde.

3.4.1 Desarrollo gonadal a los 39 dde

A los 39 dde (2.34 + 2.66 cm de longitud total) las gonadas se encontraban indiferenciadas, con 1 o 2
células germinales ubicadas en el extremo terminal de la génada, con una mayor cantidad de tejido

somatico (Figura 21).
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Figura 21. Corte transversal de una larva de lobina rayada Morone saxatilis de 39 dde (2.34 £ 0.2 cm de longitud
total). Gonada encontrada entre el intestino y la vejiga gaseosa, unida al peritoneo por los mesenterios (100X). A.
Ampliacion de la gonada donde se observa el mesenterio que une al peritoneo, el tejido somatico, una célula germinal
(400X). Cg: célula germinal, G: gdnada, I: intestino, Ms: mesenterio, Vn: vejiga natatoria.

3.4.2 Desarrollo gonadal a los 60 dde

En esta edad no se observd la cavidad ovarica en las muestras procesadas, por lo que es posible que los

peces muestreados en este dia se pudieron haber desarrollado en un futuro como machos, debido a la
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falta de una cavidad ovarica y la presencia de células germinales en el extremo distal de la génada. Las

gbnadas presentaban un mayor tamafio con respecto a los 39 dde (Figura 22)

Figura 22. Corte transversal de una larva de lobina rayada Morone saxatilis de 60 dde (4.87 + 0.6 cm de longitud
total). La gonada se encuentra unida al peritoneo, entre el musculo de la pared abdominal y el intestino (100X). A.
Ampliacidn de la gdnada donde se observa una célula germinal (400X). Cg: célula germinal, G: génada, Ma: musculo
abdominal, P: peritoneo.

3.4.3 Desarrollo gonadal a los 75 dde

En esta etapa del desarrollo se observé un aumento en el nimero de células germinales dentro de la
gdnada, asi como un aumento en el tamafo de la gdnada. Las células germinales se ubicaban en la periferia
de la génada, lo que indicé que este organismo muy probablemente se diferenciaria como un macho

(Figura 23).

Figura 23. Corte transversal de una larva de lobina rayada Morone saxatilis de 75 dde (6.78 + 0.8 cm de longitud
total). Par de génadas unidas al peritoneo (100X). A. Ampliacion de la gdnada, donde se observa la presencia de una
célula germinal (400X). Cg: célula germinal, G: gdnada, P: peritoneo
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3.4.4 Desarrollo gonadal a los 81 dde

A esta edad las gonadas aun estaban en un estadio indiferenciado, pero con un mayor tamafio y nimero

de células germinales (Figura 24).

Figura 24. Corte transversal de larva de lobina rayada Morone saxatilis de 81 dde (7.31 + 1.2 cm de longitud total).
A. Gonada unida al peritoneo (100X). B. Ampliacion de la génada, con la presencia de varias células germinales (400X).
c. Gonada con la presencia de cavidad ovarica, en la region central de la gonada. Cg: célula germinal, G: génada, P:
peritoneo, Co: cavidad ovarica.

3.5 Descripcion de las alteraciones gonadales por efecto de la exposicion al

17a-etinilestradiol (EE)

Para la descripcion de las alteraciones en las génadas, inducidas por el EE suministrado a través del
alimento, se compararon las muestras recolectadas después de cada periodo de exposicidén a cada una de
las dos concentraciones de EE y se compararon con las muestras del tratamiento control. Las

comparaciones se realizaron con base en la longitud patrén de los organismos.
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3.5.1 Alteraciones gonadales en los periodos de exposicion hormonal (30-50 dde;

45-65 dde; 60-80 dde)

Al comparar las laminillas histoldgicas de los tratamientos experimentales y de control, no se observaron
diferencias histoldgicas significativas en la estructura interna de las génadas. En todas las muestras se
observo la presencia de células germinales (210 um), el cambio mas evidente fue el incremento del tamafio

de las génadas (Figura 25, Figura 26 y Figura 27).

Figura 25. Cortes longitudinales de las génadas de lobina rayada Morone saxatilis al final del primer periodo de
administracion hormonal a los 50 dde, A. Gonada de ejemplar expuesto a 10 mg/kg de EE (29.49 + 2.82 mm) y B.
Gonada de ejemplar expuesto a 20 mg/kg de EE (29.98 + 3.87 mm). C. Gonada del tratamiento control sin EE, de 48
dde (30.65 + 4.28 mm). G: gbnada, Cg: célula germinal.

Figura 26. Cortes transversales de las génadas de lobina rayada Morone saxatilis al final del segundo periodo de
administracion hormonal a los 65 dde, A. Gonada de ejemplar expuesto a de 10 mg/kg de EE(42.57 + 8.14 mm) y B.
Gonada de ejemplar expuesto a 20 mg/kg de EE (44.72 + 4.63mm). C. Gonada del tratamiento control sin EE, de 66
dde (49.47 £ 61mm). G: génada, Cg: célula germinal.
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Figura 27. Cortes transversales de las gdnadas de lobina rayada Morone saxatilis al final del tercer periodo de
administracién hormonal de 80 dde (100x), A. Génada de ejemplar expuesto a 10 mg/kg de EE (59.38 £ 4.72 mm) y
B. Génada de ejemplar expuesto a 20 mg/kg de EE (58.66 + 5.35 mm). C. Gonada del tratamiento control sin EE, de
78 dde (60.6 + 4.53 mm).

A partir de los cortes histolégicos de 156 dde, en algunas muestras se observé una acumulacién de células
con una forma circular y un tamafio de entre 3-5 um, con un ntcleo muy denso (Figura 28). Esto se observd
en los machos y las hembras en el primer y tercer periodo de exposicidn con una concentracién de 10

mg/kg y en el primer periodo de exposicion a la concentracion de 20 mg/kg.

En algunos machos se observé una mayor cantidad de tejido conectivo entre los l6bulos espermaticos

(Figura 29).

Figura 28. Cortes histolégicos de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde. A. Regién medular de testiculo (13.2
cm de longitud total). B. Regién medular de ovario (17 cm de longitud total). En ambos se ilustra una acumulacién de
células con los nucleos tefiidos intensamente y de una forma circula (indicados con un circulo). Le: l6bulo
espermatico, Ov: ovocito, Cc, cumulo celular.
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Figura 29. Testiculo de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde (14.7 cm de longitud total), en el cual se distingue
una gran cantidad de tejido conectivo entre los |6bulos espermaticos. Ti: tejido intersticial, Le: I6bulo espermatico

3.6 Analisis de la relacion del sexo con la longitud patrén y el peso

3.6.1 Muestreo del dia 156 dde

Se realizd una comparacién estadistica de la longitud patrén y el peso, entre las hembras y machos de cada
tratamiento y posteriormente entre cada periodo de exposicion a la hormona. En la longitud patrén entre

las hembras y machos del mismo tratamiento.

No se encontraron diferencias significativas, tampoco con las hembras y machos del resto de tratamientos,
en ambas concentraciones de EE. Excepto en el tratamiento t20-1, que fue expuesto al EE entre los 30 a
50 dde a la concentracidn de 20 mg/kg de EE, en el que la longitud patrdon fue mayor (P>0.05), con respecto

al resto de los tratamientos (Figura 30).
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Figura 30. Diagrama de cajas y bigotes en paralelo de la longitud patrén de la lobina rayada Morone saxatilis de 156
dde, para cada tratamiento experimental. Las barras verticales expresan la desviacién estandar. Tratamientos: t10-
1, 10 mg/kg de EE de 30-50 dde; t10-2, 10 mg/kg de EE de 45-65 dde; t10-3, 10 mg/kg de EE de 60-80 dde; t20-1, 20
mg/kg de EE de 30-50 dde; t20-2; 20 mg/kg de EE 45-65 dde; t20-3, 20 mg/kg de EE de 60-80 dde.

El analisis del peso indicé que no hubo diferencias significativas entre las hembras y machos del mismo
tratamiento, tampoco con el resto de las hembras y machos de los otros tratamientos, en ambas
concentraciones de EE. Sin embargo, en las lobinas entre los 30 a 50 dde y expuestas a la concentracién
de 20 mg/kg de EE (tratamiento t20-1), se observd una diferencia significativa (P>0.05) con el resto de los

tratamientos, al alcanzar los pesos mas altos (Figura 31).
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Figura 31. Diagrama de cajas y bigotes en paralelo del peso de lobina rayada Morone saxatilis de 156 dde, de cada
tratamiento experimental. Las barras verticales expresan la desviacidén estandar. Tratamientos: t10-1, 10 mg/kg de
EE de 30-50 dde; t10-2, 10 mg/kg de EE de 45-65 dde; t10-3, 10 mg/kg de EE de 60-80 dde; t20-1, 20 mg/kg de EE de
30-50 dde; t20-2; 20 mg/kg de EE 45-65 dde; t20-3, 20 mg/kg de EE de 60-80 dde.
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3.6.2 Muestreo del dia 195 dde

En la comparacién de la longitud patrdn, se observd que no existian diferencias significativas (P>0.05),
entre los sexos del mismo tratamiento, ni entre los distintos tratamientos (Figura 32). En el caso del peso,
tampoco se encontraron diferencias significativas entre las hembras y machos del mismo tratamiento, ni

entre los distintos tratamientos (Figura 33).
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Figura 32. Diagrama de cajas y bigotes en paralelo de las longitudes patron de la lobina rayada Morone saxatilis de
195 dde, de cada tratamiento experimental. Las barras verticales expresan la desviacion estandar. Tratamientos:
t10-1, 10 mg/kg de EE de 30-50 dde; t10-2, 10 mg/kg de EE de 45-65 dde; t10-3, 10 mg/kg de EE de 60-80 dde; t20-
1, 20 mg/kg de EE de 30-50 dde; t20-2; 20 mg/kg de EE 45-65 dde; t20-3, 20 mg/kg de EE de 60-80 dde.
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Figura 33. Diagrama de cajas y bigotes en paralelo de los pesos de lobina rayada Morone saxatilis de 195 dde, de
cada tratamiento experimental. Las barras verticales expresan la desviacion estandar. Tratamientos: t10-1, 10 mg/kg
de EE de 30-50 dde; t10-2, 10 mg/kg de EE de 45-65 dde; t10-3, 10 mg/kg de EE de 60-80 dde; t20-1, 20 mg/kg de EE
de 30-50 dde; t20-2; 20 mg/kg de EE 45-65 dde; t20-3, 20 mg/kg de EE de 60-80 dde.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Supervivencia a lo largo del experimento

A lo largo del experimento, se observé la mortalidad de peces tanto en los tratamientos experimentales
como en los controles. Con el paso del tiempo, el nUmero de muertes en los tratamientos experimentales
disminuyd progresivamente. Sin embargo, en el tratamiento control esta reduccién en el nimero de
muertes ocurrid alrededor de los 107 dde, coincidiendo con la transferencia de los peces del sistema del
laboratorio himedo, a jaulas de malla dentro de un estanque de 9000 L, ubicado en el laboratorio de peces

marinos. Este cambio redujo la densidad de cultivo en el tratamiento control.

Todos los peces muertos (excepto los peces que fallecieron entre los 126 y 130 dde, del tratamiento
control), presentaron signos de agresion por parte de otros peces, evidenciado por dafio o pérdida total
de las aletas y los ojos. El comportamiento agresivo entre los peces pudo ser provocado por la alta
densidad de cultivo, un factor conocido por desencadenar este tipo de comportamiento debido a la
competencia por el alimento entre los peces (Jobling, 1995; Huntingford & Adams, 2005; Azaza et al.,
2013). Este comportamiento también se ha reportado en otras especies como en la trucha alpina
(salvelinus alpinus), tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) y el sargo comun (Diplodus sargo). Por lo tanto,
incluso en especies capaces de tolerar altas densidades, es posible observar estas conductas agresivas

(Jobling, 1995; Karakatsouli et al., 2007; Gibtan et al., 2008).

El comportamiento agresivo, también influye en un consumo desigual del alimento entre los peces. Los
individuos mds agresivos y grandes tienen una mayor oportunidad para acceder al alimento, lo que
favorece su crecimiento, en comparacion con aquellos individuos menos agresivos y mds pequeios
(Huntingford & Adams, 2005; Mugwanya et al., 2022). Esta desigualdad en el consumo del alimento, con

el paso del tiempo ocasiond una mayor variacién en la longitud patrén y en el peso de los organismos.

4.2 Crecimiento y alimentacion

A partir de los datos recolectados del peso y de la longitud patrén al final de cada periodo de exposicién a
la hormona, no se identificaron diferencias significativas entre los tratamientos experimentales y el

tratamiento control a los 50, 65 y 80 dde. No obstante, el peso y longitud patrén de los peces en el
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tratamiento control fue mayor en comparacion con los tratamientos experimentales, lo que sugiere que
el tratamiento con EE pudo afectar el crecimiento. Este efecto podria atribuirse a distintos factores, como
el comportamiento de los peces durante la alimentacién y la densidad de cultivo, factores que se han
observado en tilapia (Oreochromis niloticus), salmon del Atlantico (salmo salar) y trucha alpina (Salvelinus

alpinus) (Jobling, 1995; Adams y Huntinford, 2005; Fattah et al., 2020).

4.2.1 Comportamiento durante la alimentacion

En el presente experimento se observd que los peces expuestos a la hormona mostraron un menor interés
por el alimento, asi como un comportamiento menos agresivo durante la alimentacién. Kenneth y Ludwig
(2004) reportaron un comportamiento similar en larvas de lobina hibrida (Morone chrysops X Morone
saxatilis) de 60 dde expuestas a estradiol en el alimento (30 mg/kg de alimento) durante 40 dias, las cuales
presentaron una menor agresividad al alimentarse. Es posible que este comportamiento se deba a un
efecto secundario de la administracién de hormonas estrogénicas en el alimento, lo cual podria explicarse
por un cambio en la palatabilidad en el alimento, reduciendo el consumo de alimento, afectando el

crecimiento de los peces.

En otros estudios con distintas especies como en el caso del fletan (Hippoglossus hippoglossus), el bagre
de canal (Ictalurus punctatus), la trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) y |la lobina europea (Dicentrarchus
labrax). También se ha reportado un efecto negativo en el crecimiento por la administracién de estrégenos
en el alimento, aunque no mencionan si esto es debido a un menor consumo de alimento (Johnstone et
al., 1979; Gannam & Lovell, 1991; Blazquez et al., 1998; Hendry et al., 2003; Kenneth & Ludwig, 2004). Por
lo que es posible que las hormonas estrogénicas ademas de afectar la palatabilidad del alimento también

afecten negativamente el crecimiento de los organismos.

4.2.2 Densidad y el crecimiento de los organismos

Otro factor que pudo haber influido en el crecimiento de los organismos fue la cantidad de peces en los
estanques experimentales y de control. Los estanques experimentales, con un volumen de 175 L,
contenian 150 peces, mientras que los estanques de 120 L correspondientes al control mantuvieron 250

peces, lo que refleja una diferencia en la densidad de cultivo entre ambos grupos. La comparacién de la
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longitud patrdny el peso promedio entre los tratamientos sugiere que una mayor densidad de organismos

por tanque podria haber favorecido el crecimiento de los peces.

Lo anterior mencionado contrasta con los efectos generalmente observados de la densidad de cultivo
sobre el crecimiento de los peces, ya que, en condiciones de alta densidad, suele presentarse una
reduccion del crecimiento, un deterioro de la salud y una menor supervivencia. Estas respuestas adversas
han sido documentadas en varias especies de peces bajo condiciones de cultivo intensivo (Papoutsoglou

et al., 1998; Sammouth et al., 2008).

Sin embargo, algunos estudios han demostrado que distintas especies como la lobina europea
(Dicentrarchus labrax), la carpa comun (Cyprinus carpio), la tilapia azul (Oreochromis aureus), la Dorada
(Sparus aurata) y la anguila europea (Anguilla anguilla), presentan un comportamiento diferente
(Papoutsoglou et al., 1998; Saillant et al., 2003; Sammouth et al., 2008; Mayoral Noriega, 2024). En estas
especies, una mayor densidad de cultivo puede reducir el estrés al favorecer la formacién de grupos
naturales o “schooling”, lo que se traduce en un mayor crecimiento y una mejor conversion alimenticia
(Papoutsoglou et al., 1998; Mayoral Noriega, 2024). Este mismo efecto fue reportado por Mayoral Noriega
(2024 lo que sugiere que la mayor densidad en los estanques de control pudo haber sido un factor

determinante en el mayor crecimiento observado en estos organismos.

4.3 Proporcion de sexos en los tratamientos y factores que afectaron los

resultados

A partir de los muestreos, a los 156 dde los peces de los tratamientos a 10 mg/kg de EE suministrado entre
los 45 a 65 dde y a 20 mg/kg de EE entre los 60 a 80 dde, mostraron una mayor proporcion de hembras
(2.5:1y 2:1 respectivamente). En el muestreo a los 195 dde, se observd que los tratamientos expuestos a
ambas concentraciones de EE, suministrados durante los 30 a 50 dde, presentaron una mayor proporcion
de hembras (2:1 a 10 mg/kg de EE y 4:1 a 20 mg/kg de EE). Ademas, en el tratamiento expuesto a 20 mg/kg
de EE durante los dias 60 a 80 dde, se registraron 11 hembras y cuatro machos, evidenciando un sesgo

hacia la feminizacion.

Es posible que las diferencias en las proporciones sexuales observadas entre los muestreos a los 156 y 195

dde estén relacionadas con factores como las concentraciones de la hormona, la duracidn del periodo de
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exposicién, el momento del desarrollo en el que los peces fueron expuestos y la temperatura en la que se

mantuvieron los organismos.

4.3.1 Concentracion y duracion de la exposiciéon a la hormona.

Los resultados indican que las concentraciones de 10 y 20 mg/kg de EE en el alimento, indujeron la
produccién de un mayor nimero de hembras, alcanzando un 66.7% de hembras a los 156 dde y un 80 %
de hembras a los 195 dde. Aunque la concentracion de 20 mg/kg de EE en el alimento, fue la mas exitosa,

ninguna concentracién fue capaz de generar un 100% de hembras.

Esto resultados contrastan con lo reportado por Blazquez et al. 1998, quienes lograron generar un 80% de
hembras al exponer a la lobina europea (D. labrax) a 10 mg/kg de EE en el alimento suministrado entre los
60 a 260 dias después de la fertilizacion (por sus siglas en inglés DPF). En contraste, cuando se expusieron
los peces a 17B-estradiol (E), bajo las mismas condiciones, solo se obtuvo un 13% de hembras. Por otro
lado, en experimentos con la misma especie, la exposicion a 10 mg/kg de 17a-metiltestosterona (MT) en
el alimento entre los 126 y 226 dde resultd en la produccién de entre un 93 % y un 100 % de machos

(Blazquez et al., 1995; Blazquez et al.,1998).

Estos hallazgos sugieren, que en la lobina europea (D. labrax), una concentracion de 10 mg/kg en el
alimento, ya sea de EE o de MT, es suficiente para la generacién mayoritaria de hembras o de machos
respectivamente y que el tipo de hormona también influye en el éxito del control del sexo (Blazquez et al.,

1995; Blazquez et al.,1998).

En el caso de la lobina hibrida (M. chrysops X M. saxatilis), Kenneth y Ludwig (2003) expusieron peces de
60y 103 dde a 30 mg/kg de estradiol (E) en el alimento durante 40 dias, produciendo un 100% de hembras.
Sin embargo, al usar una concentracidén de 100 mg/kg de E en el alimento durante 21 dias en peces de 62
dde, se obtuvo una proporcién sexual de 1:1 (kenneth y Ludwig, 2003). De manera similar, Gomelsky et al.
(1999), reportaron que al exponer lobinas hibridas de 92 y 98 dde a 30 mg/kg de MT en el alimento durante

40y 30 dias (respectivamente), produjeron entre un 95 a 97.2% de hembras respectivamente.

Por otro lado, Gomelsky et al. (1999), expusieron lobina rayada (Morone saxatilis) de 33 y 63 dde a 30
mg/kg de MT durante 30 dias, produjeron un 100% de machos en ambos casos. Sin embargo, Schutz y

Harrell (1999) reportaron que al exponer la misma especie a una concentracién de 2.5 mg/kg de MT en el
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alimento durante el periodo de los 19 a 60 dde, se produjo un 82% de machos, lo que indica que, para la

produccién de machos, se requiere una concentracién hormonal menor.

Con base en lo anterior, es probable que las concentraciones usadas en este estudio (10 y 20 mg/kg de EE
en el alimento), no hayan sido suficientes para generar un estimulo suficiente que permita alcanzar una
proporcién del 100% de hembras. Por lo tanto, se recomienda que, para futuros trabajos con lobina
rayada, se utilicen concentraciones mas altas, como 30 mg/kg de EE en el alimento o superiores, ya que,
como reportaron Gomelsky et al. (1999), con estas concentraciones se logré un 100 % de machos. Seria

pertinente revisar si esta concentracidon también es apta para la produccidon mayoritaria de hembras.

En cuanto a la duracidn de la exposicién a la hormona, este factor puede variar entre especies. Por
ejemplo, en la lobina europea (D. labrax), se requiere una exposiciéon de 100 dias o mas (Blazquez et al.,
1995; Blazquez et al.,1998). Mientras que en la lobina hibrida (M. chrysops X M. saxatilis) y la lobina rayada
(M. saxatilis) la duracion efectiva de exposicion es de entre 30 a 40 dias (Gomelsky et al., 1999; Schutz y
Harrell, 1999; kenneth y Ludwig, 2003). En este estudio, la duracién de la exposicién al EE (20 dias) pudo
no haber sido suficiente, lo que probablemente impidid que el estimulo hormonal se mantuviera el tiempo

necesario para generar los efectos deseados.

4.3.2 Momento en el desarrollo, para la administraciéon de la hormona.

A partir de los muestreos a los 156 y 195 dde, se observd que los tratamientos expuestos a ambas
concentraciones de 17a-etinilestradiol (EE), suministradas entre los 30 a 50 dde, presentaron de manera
consistente un mayor nimero de hembras. Este resultado concuerda con lo reportado por Murillo Nufies
(2024), quien menciona que el periodo de determinacidén sexual para la lobina rayada (M. saxatilis) se
encuentra entre los 32 a 52 dde (2 a 4.9 cm de longitud total, respectivamente). Es durante este periodo,
que se observa la aparicion de la gdnada primordial (32 dde) y el desarrollo de la cavidad ovarica (52 dde).
Este periodo corresponde al momento de mayor sensibilidad a los efectos estrogénicos del 17a-

etinilestradiol (Pfiferrer, 2001).

Este periodo de mayor sensibilidad o periodo Iabil puede variar entre especies. Por ejemplo, en la lobina
europea (D. labrax), los efectos de los esteroides exdgenos son mds evidentes alrededor de los 100 a 120

dde, cuando los peces presentan una longitud de 30 a 70 mm. A los 80 mm, se considera que la
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determinacion del sexo estd completa, ya que los ovarios comienzan a diferenciarse en las hembras

(Piferrer, 2005; Vandeputte et al., 2020).

Blazquez et al. (1995) probaron el efecto del 17a-etinilestradiol a una concentracion de 10 mg/kg en el
alimento suministrado a la lobina europea (D. labrax) entre los dias 60-260 DPF, incluyd el periodo sensible
a dosis equivalentes de andrdgenos sintéticos en los 126-226 DPF. Los resultados mostraron un 80% de
hembras y 20% de peces estériles. Por el contrario, la exposicidn al estradiol (no sintético) resulté en 13%
de hembras, 57% de individuos intersexuales, 17% de machos y 13% de individuos estériles. En el grupo
control, las proporciones fueron de 33% de hembras y 67% de machos. Sin embargo, con una exposicion
mas temprana, entre los dias 48-88 DPF, se produjeron 62% de hembras y 38% de machos (Blazquez et al.,

1998).

En la lobina rayada (M. saxatilis), se ha sefialado que utilizando la metiltestosterona, el periodo de mayor
sensibilidad se encuentra a partir del dia 30 dde (Gomelsky et al., 1999; Schutz & Harrell, 1999). Este
resultado coincide con lo observado en el presente estudio, donde los tratamientos con mayor nimero de
hembras se obtuvieron cuando la exposicién a la hormona ocurrié entre los dias 30 y 50 dde. Por lo tanto,
se confirma que, en la lobina rayada, el periodo de mayor sensibilidad a las hormonas exdgenas se
encuentra entre los 30 a 50 dde, y tiene una duracion mas corta en comparacién con la lobina europea (D.

labrax).

4.3.3 Efecto de la temperatura

La temperatura es un factor ambiental que tiene un importante efecto en la determinacién del sexo en
diversas especies de peces (Piferrer, 2001; Devlin & Nagahama, 2002). Durante el desarrollo del
experimento, tanto los organismos experimentales como los del tratamiento control se mantuvieron a una

temperatura promedio de 23°C, con variaciones de +1°C.

En experimentos realizados con la lobina europea (D. labrax), se incubaron larvas a 16°C, y posteriormente
a los 11, 32, 53, 74, 90, 104, 118, 132, 146, 160, 174, 188, 202, 216, 230 y 244 dde, se transfirieron a
distintos grupos de lobinas a estanques a 21°C. Los grupos que permanecieron a 16°C de los 56 a 75 dde
presentaron una proporciéon de hembras cercana al 50%. En contraste, los grupos que permanecieron a
16°C por un periodo mayor mostraron un aumento en el nimero de machos. Para el grupo que fue

transferido a 21°C a los 230 dde, la proporcion de hembras fue del 10%. Este efecto se relaciond con una
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disminucién en los niveles de expresion del gen de la aromatasa gonadal (cyp19ala), que codifica para una
enzima clave en la sintesis de estradiol. Este mecanismo de regulacién, determinado por la metilacion del

promotor del gen de la aromatasa inhibid la produccion de estrogenos (Vandeputte et al., 2020).

Al analizar las proporciones sexuales obtenidas en los tratamientos control y experimentales, se observé
gue algunos tratamientos presentaron una proporcién de 1:1, lo que sugiere que la temperatura de cultivo
no tuvo un efecto sobre el proceso de determinacién sexual en los organismos. Ademas, no se observé un

mayor numero de machos en los tratamientos.

Es importante realizar estudios mas especificos para evaluar el impacto de la temperatura en la
determinacion del sexo en la lobina rayada (M. saxatilis) y determinar el rango de temperaturas dptimas
para cada etapa del cultivo. Segun lo descrito por Vandeputte et al. (2004) con lobina europea (D. labrax),
existe una relacion entre la temperatura y el proceso de determinacién sexual. Por lo tanto, es posible que
el cultivo de lobina rayada (M. saxatilis) a temperaturas bajas durante el periodo |3bil, sea 6ptimo para la

produccién mayoritaria de hembras.

4.4 Comparacion del desarrollo gonadal

Los resultados descritos en este trabajo se compararon con el estudio de Murillo-Nufiez (2024), tomando
en consideracién la longitud total de los organismos. Las muestras tomadas a los 36, 60, 75 y 81 dde (2.23
+0.2cm,4.87+0.7cm, 6.78 0.8 cmy 7.31 + 1.21 cm, respectivamente) se compararon con las muestras
alos40,52,62y72dde (2.57+0.04 cm, 4.97 £0.5cm, 6.63 £ 0.65 cm y 7.36 £ 0.75 cm, respectivamente)

de Murillo-Nufez.

Se pudo apreciar que hubo un menor crecimiento en los organismos control del presente estudio en
comparacién con el crecimiento descrito por Murillo-Nunez (2024). Dado que no se observaron diferencias
en la anatomia de las génadas, es probable que el retraso en el desarrollo gonadal podria estar asociado
al menor crecimiento observado de los organismos, a consecuencia de las condiciones de cultivo en las
que se encontraban. Ademads, es importante considerar que factores como la variacién en la temperatura,
la calidad de agua, la densidad de organismos y el régimen de alimentacidn, pudieron afectar el

crecimiento.
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4.5 Alteraciones del desarrollo gonadal

En los cortes histoldgicos a los 50, 65 y 80 dde, con cada concentracion de EE suministrada (10 y 20 mg/kg
de EE), no se observaron alteraciones. Al comparar los cortes histolégicos de los tratamientos
experimentales con los del tratamiento control, no se observaron diferencias en la anatomia de las
gonadas. La ausencia de alteraciones histoldgicas en las gdénadas de los organismos tratados con el
esteroide podria deberse a que, por el grado de desarrollo, las alteraciones alin no se habian manifestado.

L a presencia de células germinales y de tejido somatico poco diferenciado confirma esta hipdtesis.

A los 156 dde, en los tratamientos experimentales con ambas concentraciones (10 y 20 mg/kg de EE), se
observaron agregados de células en el tejido somatico de la génada, con un didmetro de 3 a 5 um, tefiidas
intensamente de color morado. Este patrdn celular sugiere la infiltracién de leucocitos al interior del tejido

gonadal, y se observd tanto en ovarios como en testiculos.

Adicionalmente, en algunos testiculos de lobinas expuestas a 10 y 20 mg/kg de EE en el alimento, se
identificdé una notable cantidad de tejido intersticial entre los l6bulos espermaticos, causado por la
acumulacién de fibras de coldgeno y de fibroblastos. Esto podria atribuirse a una reaccién secundaria
provocada por la exposicion al 17a-etinilestradiol (EE). Oropeza et al. (2013), reportaron efectos similares
en adultos de tenca (Tinca tinca) después de inyectar EE. Sin embargo, dichos autores también
describieron alteraciones adicionales como, malformaciones de los tubulos seminiferos, malformaciones
en el epitelio germinal y degeneracion de las células de Sertoli, las cuales no se observaron en las muestras
histolégicas de lobina rayada. Con base a la informacion anterior, dependiendo de la concentracién y la
via de administracién de la hormona, los efectos pueden variar en intensidad generando alteraciones en

el tejido gonadal en mayor o menor grado.

En cuanto a la acumulacién de células en el tejido somdtico de las génadas, es posible que estas células
correspondan a leucocitos, las cuales ademas de desempefiar un papel inmunolégico en el organismo,
también desempenan un papel en la remodelacidn tisular, eliminando células muertas o dafiadas. Este
fendmeno también ha sido reportado en estudios que emplean hormonas exdgenas, como el
etinilestradiol. Por ejemplo, Luzio et al., (2016) expusieron a ejemplares adultos del pez cebra a 17a-
etinilestradiol (4 ng/L), fradosol (50 ng/L) y una combinacién de ambos compuestos, encontraron
alteraciones en las génadas. En los testiculos, se observé el alargamiento de ductos espermaticos, la

existencia de liquido intersticial, separacién de la membrana basal y la presencia de ovocitos
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intratesticulares. En los ovarios, se observaron ovocitos atrésicos, signos de inflamacion (caracterizado por

aglomeraciones celulares) y cambios en el tejido intersticial (Luzio et al., 2016).

Cabe destacar que las alteraciones observadas en las muestras histoldgicas alos 156 dde no se presentaron
en los cortes correspondientes al dia 195 dde. Esto sugiere que los efectos adversos de la exposicidn a la
hormona podrian ser transitorios, dependientes del tiempo y de las condiciones especificas del

experimento.

En cuanto a las gdnadas intersexuales en la lobina rayada (M. saxatilis) observadas a los 156 y 195 dde, es
posible que su formacion se deba al efecto de la exposicién al 17a-etinilestradiol. Blazquez et al. (1998)
reportaron que la exposicion a 10 mg/kg de estradiol en el alimento suministrado a lobinas rayadas (M.
saxatilis) entre los 60 a 260 dde resulté en un 13 % de hembras, 17 % de machos, 13 % de organismos
estériles y un 57 % de organismos intersexuales. En estos uUltimos, las gdnadas contenian tejido germinal
de ambos sexos (machos y hembras), con grupos de ovogonias y de ovocitos previtelogénicos rodeando
una cavidad ovarica rudimentaria, mientras que los I6bulos espermaticos se encontraban en la periferia
de la génada. Dentro de este grupo, el 10% carecia de una cavidad ovarica y I6bulos espermaticos con
ovocitos intratesticulares dispersos en el tejido. Por otro lado, las génadas estériles tenian una forma

filiforme y consistian en tejido conectivo vacuolizado, desprovisto de células germinales.

Estos resultados sugieren que, en un principio, estos peces estaban programados para desarrollarse como
machos; sin embargo, la exposicidn a estradiol indujo el desarrollo parcial de tejido gonadal femenino en
las gonadas (Blazquez et al., 1998). Con base en esto, se puede especular que la aparicion de génadas
intersexuales en el presente experimento es el resultado de un efecto parcial de la hormona, posiblemente
debido a una dosis insuficiente, un tiempo de exposicién inadecuado o la combinacién de ambos factores,
lo que alterd el proceso de diferenciacidn sexual. Esto sugiere que serian necesarias concentraciones mas

altas de EE o un periodo de exposicidn mas prolongado para asegurar una mayor proporcién de hembras.

En el presente experimento, el tejido germinal femenino y masculino de las gbénadas intersexuales, se
encontraba localizado en extremos opuestos de la gdnada. La incidencia de este tipo de génadas fue de

sélo el 2 % del total de muestras analizadas a los 156 y 195 dde.

Morgan y Gerlach (1950), reportaron que casi el 3% de lobinas rayadas (M. saxatilis) salvajes muestreadas

en el rio Coos, Oregdn, eran hermafroditas.
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Schutz y Harrell (1999), reportaron que al exponer lobina rayada (M. saxatilis) a 2.5 y 5 mg/kg de
metiltestosterona en el alimento, produjeron de 7 a 8% de peces intersexuales, cuyas gdnadas
presentaban regiones diferenciadas con ovogonias y con espermatogonias. Esto sugiere que los peces
originalmente eran hembras cuya diferenciacion sexual fue parcial debido a la accién de la

metiltestosterona, la presencia de cordones ovigeros en las gdnadas apoyd esta hipdtesis.

En el presente estudio, las génadas intersexuales presentaron un arreglo del tejido similar al descrito
anteriormente. Es posible que su origen se deba a la accién del EE sobre machos en pleno proceso de

diferenciacidn sexual, generando un desarrollo gonadal intermedio.

El desarrollo de organismos intersexuales es un efecto comun, aunque en baja proporcion, en tratamientos
hormonales para la produccidn de cultivos monosexuales. Como se menciond, esto podria deberse a una
exposiciéon hormonal parcial o insuficiente, que interacciona con las hormonas androgénicas y

estrogénicas naturalmente producidas por la génada.

4.6 Comparacion de la longitud patron y el peso con el sexo de los organismos

de cada tratamiento

A partir de los muestreos de 156 y 195 dde, no se observaron diferencias significativas en la longitud patrén
y el peso entre machos y hembras en la mayoria de los tratamientos. Sin embargo, en el tratamiento
expuesto a 20 mg/kg de EE entre los 30 y 50 dde, se registraron los pesos y longitudes mayores en el
muestreo a los 156 dde. A los 195 dde, aunque esta diferencia dejd de ser significativa en comparacién
con los demds tratamientos, los organismos de este grupo continuaron presentando los mayores valores

de peso y longitud patrén.

Este fendmeno podria deberse a un crecimiento compensatorio de los organismos tras la exposicidn
temprana a la hormona. Luego del tratamiento con EE, los peces pudieron haber experimentado un
periodo de hiperfagia y un aumento en la eficiencia de conversion alimenticia, lo que les permitié superar
en crecimiento a los demas tratamientos. Posteriormente, este crecimiento se habria estabilizado,

igualandose con el resto de los grupos.

El crecimiento compensatorio se ha descrito en distintas especies, incluyendo salmdnidos, ciprinidos,

perciformes, Pleuronectiformes, peces gato, ciclidos, gadidos, lobina europea (D. labrax) y lobina hibrida.
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Este fendmeno se caracteriza por un crecimiento acelerado tras la eliminacién de factores que limitaban

el desarrollo (Hornick et al., 2000; Ali et al., 2003; Won y Borski, 2013).

Se puede suponer que, al finalizar la exposicién a la hormona, los peces se encontraban con reservas
energéticas reducidas, lo que activd un mecanismo de crecimiento compensatorio. Esto sugiere que el EE
tenia un efecto adverso sobre su crecimiento o que la alteracion en la palatabilidad del alimento redujo su
consumo. La magnitud de la respuesta compensatoria depende de la duracidn y la severidad de las
condiciones adversas, de modo que, a mayor restriccién, mayor es el efecto compensatorio en el
crecimiento. En este caso, la exposiciéon a 20 mg/kg de EE en el alimento entre los 30 a 50 dde, mostré

efectos mas adversos, generando un crecimiento compensatorio mas marcado.

Por otro lado, la ausencia de diferencias en la longitud patrén y el peso entre machos y hembras dentro
de cada tratamiento puede explicarse por el estado de inmadurez sexual de los organismos. Al no haber
alcanzado un desarrollo sexual suficiente, los peces no invirtieron energia en la maduracién gonadal, sino
en el crecimiento somatico. En esta especie, los machos alcanzan la pubertad antes que las hembras, entre
el primero y segundo afio, lo que reduce su tasa de crecimiento debido a la demanda energética requerida
para la maduracién sexual. En cambio, las hembras maduran alrededor de los cuatro anos, lo que les
permite crecer durante un periodo mas prolongado antes de alcanzar la madurez sexual, logrando asi
mayores tallas. Esto explica la falta de diferencias en peso y longitud entre sexos en los organismos

analizados. De manera similar a lo reportado por kenneth y Ludwig (2003) con lobinas hibridas.
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Capitulo 5. Conclusiones

La exposicion a la hormona sintética 17a-etinilestradiol a una concentracion de 20 mg/kg en el alimento y
suministrada entre los dias 30 a 50 dde, es capaz de producir una mayor proporcién de hembras (80% a
los 195 dde). Sin embargo, la exposicidn entre los 60 y 80 dde también indujo una mayor proporcién de

hembras en comparacidn con el grupo control.

La exposicion a la hormona por un periodo de 20 dias fue suficiente para la producciéon mayoritaria de
hembras en los tratamientos expuestos entre los 30 a 50 dde. Sin embargo, con base en los resultados de
otros estudios en los que la lobina rayada se expuso a la metiltestosterona, se recomienda que la duracidn

de la exposicién al 17a-etinilestradiol se realice por un periodo mayor de treinta dias o mas.

La concentracion de 10 mg/kg de EE en el alimento suministrado de los 30 a los 50 dde, fue capaz de
producir un 67% de hembras, mientras que la concentracion de la hormona a 20 mg/kg en el alimento
produjo hasta un 80 % de hembras. Este resultado indica que para lograr una transformacion total de la
progenie (100%) es necesario evaluar el uso de concentraciones de EE superiores a 20 mg/kg de alimento,

para asegurar la produccién mayoritaria de hembras.

En relacion con el periodo del desarrollo mas adecuado para la exposicion de los peces a la hormona, el
mayor éxito se tuvo entre los 30 y 50 dde, lo cual confirma que este es el periodo labil para la especie y es

el periodo de mayor sensibilidad a los efectos de la exposicidn a las hormonas exdgenas.

Las concentraciones de 10 y 20 mg/kg de EE en el alimento no ocasionaron alteraciones en el desarrollo

de las génadas, sin embargo, se registré una reducida proporcién de organismos intersexuales.
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Anexos

Anexo A

Tabla 4. Solucién fijadora Davidson

Preparacion de un litro (1000 ml) de solucién fijadora

Reactivo

Volumen (ml)

Formaldehido 37%
Etanol 96%
Glicerina

Agua de mar filtrada
Acido acético

200
300
100
300
10



Anexo B

Tabla 5. Solucion descalcificadora

Preparacion de 100 ml de solucidn descalcificadora.

Reactivo Volumen (ml)

Acido nitrico concentrado | 5
Agua destilada | 95

60



Anexo C

Tabla 6. Proceso de deshidratacidn en procesador de tejidos

Reactivo

Tiempo en horas

Etanol 70%
Etanol 96%-|
Etanol 96%-Il

Etanol 100%-|
Etanol 100%-II
Etanol 100%-I1I

Benceno |
Benceno I
Parafina |
Parafina Il
Parafina Il

NNNNNEFENNNNPRE

61



Anexo D

Tabla 7. Proceso de desparafinacion de laminillas histolégicas

Reactivo Tiempo

Xileno | | 8 minutos

Xileno Il | 8 minutos
Etanol 100% | 15 inmersiones
Etanol 95% | 15 inmersiones
Etanol 70% | 15 inmersiones
Etanol 50% | 15 inmersiones
Etanol 30% | 15 inmersiones

Agua corriente | 3 minutos




Anexo E

Tabla 8. Proceso de tincidon con hematoxilina-eosina

Reactivo

Tiempo

Hematoxilina de Myers
Agua corriente
Alcohol acido (0.3ml HCI / Etanol 70%)
Agua corriente
Carbonato de litio
Agua corriente

Agua destilada

Etanol 96%

Eosina “Y”

Etanol 96%-|

Etanol 96%-II

Etanol 100%-I

Etanol 100%-II

Xileno-I

Xileno-Il

7 minutos

2 minutos

1 minuto

2 minutos

1 minuto

2 minutos

30 segundos

1 minuto

30 segundos
10 inmersiones
10 inmersiones
15 inmersiones
15 inmersiones
3 minutos

5 minutos



