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GLOSARIO

CELULAS FOLICULARES: Células que envuelven al gameto femenino formando
el foliculo, estas células proveen los elementos con que se nutre el gameto
femenino (Estrada & Uribe, 2002).

BISEXUAL: Consiste en una gonada con tejido testicular y ovarico inmaduro. Este
término es usado para describir la morfologia gonadal, no infiere sobre el potencial

reproductivo del individuo (Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008).

DIANDRIA: En esta existen dos tipos de machos. Machos primarios son aquellos
que desde el inicio se desarrollan como machos, mientras que los machos
secundarios son aquellos que derivaron de una hembra funcional (Sadovy de
Mitcheson & Liu, 2008).

ENDODERMO: Es una de las tres primeras poblaciones celulares en las que se
diferencian los blastébmeros, células originadas en las primeras etapas del
desarrollo embrionario, durante la gastrulacion. El endodermo se sitla en la parte
interna del embrién y forma estructuras en el organismo adulto como el epitelio

digestivo y las glandulas gastricas (Estrada & Uribe, 2002).

EPITELIO: Complejo de células estructuradas en forma de capa que limitan y
recubren a cualquier superficie del cuerpo, luz o conducto, estdn unidas
lateralmente, carecen de vasos sanguineos y se apoya en una membrana basal
(Estrada & Uribe, 2002).

ESPERMATOGENESIS: Es un proceso que tiene lugar en el epitelio germinal, se
lleva a cabo en tres fases: 1) fase proliferativa, implica divisiones mitéticas de las
espermatogonias, 2) meiosis, divisidbn donde se reduce el nUmero de cromosomas
dando lugar a los espermatocitos primarios, secundarios y espermatidas y 3)
espermiogénesis, fase en la cual las espermatidas se diferencian en

espermatozoides (Méndez-Marin, 2008).
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ESPERMATOGONIA: Célula sexual masculina esférica, de nucleo denso y
diploide que se divide activamente por mitosis y células que iniciaran el proceso
meiotico formando espermatocitos primarios (Estrada & Uribe, 2002).

FASE DE TRANSICION SEXUAL: Es el momento en el cual las gonadas
muestran clara evidencia de tejido testicular y ovarico, demostrando degeneracion
de alguno de estos tejidos. Implica el cambio de sexo en el individuo (Sadovy de
Mitcheson & Liu, 2008).

GONOCORISMO: Condicién de una especie o poblacion en la que todos sus
individuos se reproducen exclusivamente como hembra o macho durante su vida,

independientemente de su morfologia gonadal (Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008).

GRANULOS DE VITELO: Forma mas usual de almacenamiento de reservas en el
ovocito (Estrada & Uribe, 2002).

HERMAFRODITA FUNCIONAL SECUENCIAL: Tipo de patrén sexual que puede
ser protoginico o protandrico (Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008).

HERMAFRODITA FUNCIONAL SIMULTANEO: Individuo que puede reproducirse
como hembra o macho al mismo tiempo o dentro de un corto lapso de tiempo
(Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008).

HERMAFRODITA PROTANDRICO: Consiste en el cambio sexual es de macho a
hembra funcional. Puede mostrar monoginia o diginia (Sadovy de Mitcheson & Liu,
2008).

HERMAFRODITA PROTOGINICO: Consiste en el cambio sexual es de hembra a
macho funcional. Pueden mostrar monandria y diandria (Sadovy de Mitcheson &
Liu, 2008).

HERMAFRODITISMO FUNCIONAL: Condicién de especies o poblaciones en la
que una porcion de sus individuos funciona con ambos sexos en algin momento
de su vida. Pueden ser simultaneos o secuenciales (Sadovy de Mitcheson & Liu,
2008).

viii



HERMAFRODITISMO NO FUNCIONAL: Porcion de individuos de una especie o
poblacibn que pueden presentar tejido testicular y ovérico, y solo puede
reproducirse como hembra o macho en su vida. Desde la perspectiva funcional,

este estado es gonocoérico (Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008).

MONANDRIA: Condiciéon en la cual todos los machos derivan de hembras
funcionales y son llamados “machos secundarios” (Sadovy de Mitcheson & Liu,
2008).

OVARIOS: Organos pares presentes en la mayoria de los vertebrados, existen
diversas formas (alargada, ovalada o irregular) y tamafios; situados en la cavidad
abdominal, suspendido en la cavidad del cuerpo por el mesovario. Contiene las
células sexuales femeninas, las ovogonias, las que a través de la ovogénesis

constituiran los ovocitos (Estrada & Uribe, 2002).

OVOCITO: Célula germinal femenina que a través de division celular meidtica se

convertira en un ovulo maduro (Estrada & Uribe, 2002).

OVOGENESIS: Es un proceso que se inicia cuando las ovogonias se dividen por
mitosis e inician la meiosis formando ovocitos primarios. Los principales eventos
gue caracterizan el proceso son: a) formacion de células germinales en etapas
tempranas de la ontogenia; b) transformacién de las células germinales en
ovogonias y proliferacion por mitosis de estas células; c) transformacion de las
ovogonias en ovocitos (inicio de la meiosis); d) crecimiento de los ovocitos durante
el arresto meidtico; e) desarrollo de foliculos ovéricos; f) reinicio de a meiosis
(maduracién) y g) expulsion del ovulo del foliculo (ovulaciéon) (Méndez-Marin,
2008).

PATRON SEXUAL: Se refiere al tipo reproductivo caracteristico de una especie o
poblacion y puede describirse como gonocérico o hermafrodita (Sadovy de
Mitcheson & Liu, 2008).

SEXO FUNCIONAL: es el sexo reproductivo de un individuo (Sadovy de
Mitcheson & Liu, 2008).



TEJIDO CONECTIVO MESENQUIMATICO: Es un tipo de tejido conectivo formado
por células indiferenciadas y por una matriz extracelular amorfa que no contiene
coladgeno ni fibras elésticas. En los embriones, a partir de este tejido se forman por
diferenciacion otros como los tejidos conectivos propiamente dichos, cartilago u
0seo, entre otros (Estrada & Uribe, 2002).

TESTICULOS: Son 6rganos pares, alargados fusiformes o irregulares en peces,
situados en la cavidad abdominal, a un costado o debajo de la vejiga natatoria. En
ellos se lleva a cabo la maduracion de los gametos masculinos mediante el

proceso de espermatogénesis (Estrada & Uribe, 2002).



RESUMEN

La hibridacion es una estrategia utilizada en la piscicultura para obtener un
mejor rendimiento de los individuos; ademas el analisis de la biologia reproductiva
permite disefiar estrategias para el manejo adecuado y manipulacion de las
especies con potencial acuicola. La cabrilla arenera (Paralabrax
maculatofasciatus) ha sido objeto de estudios para lograr su producciéon mediante
el cultivo, presenta un crecimiento lento y precocidad sexual, razon por la cual se
han realizado investigaciones para inducir poblaciones monosexo y la produccion
de organismos triploides, no obstante los resultados han sido poco alentadores.
En el presente trabajo, se evalud el desarrollo morfolégico de las gonadas del
hibrido de P. nebulifer x P. maculatofasciatus durante el desarrollo ontogenético,
desde los 15 hasta los 730 dias después de la eclosion (DDE). Se registro la
longitud patrén (LP, mm) y el peso del individuo, las gonadas y el higado (g). Las
muestras fueron fijadas en formaldehido fosfatado (10%); posteriormente se
realizaron cortes transversales de 3 pm, teflidos con la técnica hematoxilina-
eosina. Se calculé el diametro tedrico de los ovocitos, se estimo el indice
gonadosomatico (IGS), hepatosomatico (IHS) y la talla media de madurez sexual
(Tm) mediante un modelo logistico. La aparicion de los primordios gonadales en el
hibrido se detectaron en individuos de 9.97 £ 0.23 mm LP. El andlisis histolégico
reveld cuatro estadios ovaricos: 1) inmaduro, Il) desarrollo, Ill) con capacidad de
desove y 1V) regresion. Adicionalmente se describieron siete etapas que
incluyeron doce fases de desarrollo. El estadio | predomind en peces <104 mm
LP, el estadio Il también fue observado en individuos >83 mm LP. El diametro de
los ovocitos entre las fases de desarrollo mostré diferencias significativas
(P<0.001). El valor mas alto del IGS (3.32) se present6 en individuos de 138 a 148
mm LP. El IHS tuvo el valor maximo (3.77) en peces de 94 a 104 mm LP. Se
detectd la presencia de dos machos, uno de 124 mm LP y el otro de 155 mm LP.
La Tm se estimd en 123.9 mm LP. Debido a la evidencia histolégica y distribucion
de tallas, el hibrido muestra un patron sexual de tipo hermafrodita protoginico con

un desarrollo ovarico asincroénico.
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ABSTRACT

Hybridization is a strategy used in the context of fish culture for a better
performance of organisms. Analysis of reproductive biology allows to design
strategies for the proper management and manipulation of species with
aguaculture potential. The spotted sand bass Paralabrax maculatofasciatus has
been subject of numerous studies to achieve its production through fish farming,
this species has a low growth and sexual precocity, reason why there have been
investigations for the induction of monosexual populations and the production of
triploids organisms. Nevertheless, the results have done little to solve the problem
of growth. The present study evaluated the morphological development of the
gonads corresponding to the hybrid of P. nebulifer x P. maculatofasciatus during
the ontogenetic development from day 15 to day 730 after hatching (DAH).
Standard length (SL) was registered (mm), and the total weight of the fish, gonads
and liver (g). Samples were fixed in formaldehyde phosphated (10%); later,
transversal cuts (3 um) were performed, stained with hematoxylin-eosin technique.
The theoretical diameter of oocytes, gonadosomatic index (GSI), hepatosomatic
index (IHS) were calculated and the average size at sexual maturity (Tm) was
estimated using a logistic model. The apparition of the primordial germ cells in the
hybrid was detected in individuals starting from 9.97 + 0.23 mm SL. The analysis
exposes four ovarian stages: 1) immature, Il) development, Ill) spawning capable
and IV) regression. Seven phases that include twelve sub phases of development
were described. Stage | predominated in individuals < 104 mm SL; stage Il was
observed in individuals > 83 mm SL. Significant differences (P < 0.001) between
diameters of oocytes corresponding to the different phases of development were
found. The highest value of the GSI (3.32) occurred in individuals from 138 to 148
mm SL. The HSI had the maximum value (3.77) on specimens between 94 and
104 mm SL. The presence of two males was detected, one corresponding to 124
mm SL, and the other to 155 mm SL. The estimate of Tm was 123.9 mm SL. Due
to the histological evidence and size distribution, the hybrid shows a protogynous

hermaphroditism sexual pattern type with asynchronous ovarian development.
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1.- INTRODUCCION

En México, los serranidos son un grupo de peces marinos de importancia
comercial; en 2012 en Baja California Sur la produccién de este grupo ascendio a
las casi 5,600 toneladas con una derrama economica de 40 millones de pesos
(CONAPESCA, 2013). La cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus
(Steindachner, 1868) ha sido objeto de estudios para lograr su produccion
mediante el cultivo, sin embargo se han identificado condicionantes como la baja
tasa de crecimiento (Sanchez-Gallegos, 2007; Rosales-Velazquez, 2008) dada por
su precocidad sexual, razén por la cual se han realizado investigaciones para la
induccion a poblaciones monosexo y la produccion de organismos triploides
(Alcantar-Vazquez, 2005; Rosales-Veladzquez, 2008; Alcantar-Vazquez, 2010), no

obstante, estos trabajos no alcanzaron a solucionar la problematica planteada.

Con respecto al verdillo P. nebulifer (Girard, 1854), en la Carta Nacional
Pesquera 2010 (DOF, 2010) se sefiala como una especie objetivo, de importancia
comercial para las pesquerias riberefias desde Santa Cruz, California hasta Bahia
Magdalena, BCS. Asimismo, el verdillo posee alta demanda en el mercado por la
calidad de su carne y es considerada como una de las 10 mejores especies para
la pesca deportiva en California, pues alcanza tallas de hasta 70 cm (Aburto-
Oropeza et al., 2008; Mason & Lowe, 2010). No obstante, se ha investigado poco
de ella y los estudios realizados estan encaminados a conocer habitos
alimentarios, uso del habitat, filogenia y concentracion de metales pesados
(Roberts et al., 1984; Phillips et al., 1997; Mason & Lowe, 2010; McKinzie et al.,
2014). Los trabajos que abordan tematicas reproductivas y de cultivo son muy
escasos (Oda et al., 1993; Baca-Hovey et al.,, 2002; Sadovy & Domeier, 2005;
Martinez-Brown, 2012).

La produccion de hibridos es una herramienta biotecnologica propuesta en
la acuicultura para obtener un mejor rendimiento de las especies cultivadas
(Palmiter et al., 1982). En ella, se combinan cualidades favorables de dos
especies genéticamente diferentes para aprovechar el vigor hibrido (heterosis), ya

gue se obtiene en algunas de estas cruzas, peces con indices de crecimiento
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mejorados, mejoras de la calidad de la carne, mayor resistencia a las
enfermedades y a condiciones ambientales extremas (Bartley, 2001; FAO, 2011).
Algunos casos de éxitos son la lobina rayada hibrida (Morone chrysops x M.
saxatilis) (Smith, 1988; Wang et al., 2006; Cotter et al., 2008), el bagre hibrido
(Ictalurus punctatus x I. furcatus) (Kossowski, 2001; Argue et al., 2003; Arias et al.,
2012) y el mero hibrido (Epinephelus fuscoguttatus x E. polyphekadion) (James et
al., 1999).

Se ha sefialado que la reproduccion de las diferentes especies de peces
depende de la combinacion Optima de factores ambientales, tales como la
temperatura para el desarrollo de la progenie, la cantidad y calidad de alimento, la
densidad de depredadores, entre otros (LIluch-Cota et al., 2007). En acuicultura, la
adecuada manipulacién de la reproduccion es importante, pues se debe tener
conocimiento de los momentos clave, como el desarrollo y la maduracion sexual
para asegurar una produccion exitosa (Luin et al., 2013). Por esta razon, es
necesario generar investigacion basica sobre aspectos reproductivos en las

especies que presentan cualidades para ser cultivadas.

El analisis del desarrollo gonadico de los especimenes por medio de la
histologia, permite determinar durante el desarrollo embrionario, el tiempo en que
se presentan las génadas indiferenciadas, asi como el inicio de la diferenciaciéon y
las caracteristicas morfolégicas de las génadas durante este proceso (Sanchez-
Gallegos, 2007; Rosales-Velazquez, 2008), asi como también la temporada

reproductiva, la proporcién de sexos y la talla de primera madurez.

En el presente estudio se incluyen aspectos morfolégicos relacionados con
el desarrollo gonadico de hibridos de P. nebulifer x P. maculatofasciatus, para
llegar a determinar cual es su patrén reproductivo. Para ello se realiz6 un
seguimiento desde la gametogénesis inicial hasta la maduracion, a través de la

observacion microscopica de cortes histologicos de las gonadas.



2.- ANTECEDENTES
2.1.- Gametogénesis inicial

En los vertebrados, el desarrollo de las génadas se da a partir del borde
superior de la capa visceral del mesodermo, donde aparecen formando una banda
longitudinal de epitelio que tapiza la cavidad del cuerpo, a este engrosamiento se

le llama “cresta germinal” (Kardong, 2009).

Sanchez-Gallegos (2007) realiz6 la descripcibn de las gonadas de
Paralabrax maculatofasciatus a partir de un cultivo bajo condiciones controladas,
desde el desarrollo larvario hasta su transformacion al juvenil, donde encontro la
formacién de las crestas germinales a los 11.6 mm LP; concluyé que la aparicién
de las células gonadales se relaciona con la talla y esta fuertemente relacionado
con condiciones ambientales como la temperatura. Asimismo, Rosales-Velazquez
(2008) al realizar un estudio encaminado a la masculinizacion de individuos de
esta especie, definié el periodo labil entre los 18 y los 40 mm LP y sefialé este

periodo como el ideal para el manejo reproductivo.

Maack & Segner (2003) realizaron el seguimiento del desarrollo y
diferenciacion sexual del pez cebra (Danio rerio) y encontraron células germinales
primordiales (PGCs, por sus siglas en inglés) en la cavidad dorsolateral del cuerpo
a las dos semanas después del desove. Posteriormente, en la quinta semana, el
90% de los peces analizados presentaba una génada de tipo ovarico. Cabe
sefalar que entre la semana 5-8 se encontraron alteraciones en la morfologia
ovarica, los autores sugieren que esta alteracion es debido a la transformacién del
ovario a un testiculo inicial, ya que esta especie es hermafrodita protoginica.
Entre los 13-23 mm LT (8 semanas) 55% de los individuos presentaron ovarios
bien diferenciados, mientras que el resto de los peces presentd células masculinas

como espermatocitos y espermatidas.

Bogdanova (2004) describio el patron de desarrollo en Coregonus lavaretus
baeri, un pez de agua dulce de la familia Salmonidae. Observo las PGCs a los 30
dias después de la eclosion (DDE) (0.17 + 0.003 cm) y hasta los 82 DDE (4.5 +
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0.26 cm) la diferenciacion a ovario. Después de 100 dias, a los 9.2 cm
aproximadamente detectaron individuos hermafroditas, sin embargo los
salmoénidos son considerados gonocoricos y atribuyen este fendmeno a las altas

temperaturas en el lago Chud.

En Pseudobagrus fulvidraco reportaron el hallazgo de las PCGs a los 3
DDE (7.8 mm LT), las PGCs presentaron una morfologia alargada y oval, unida
por tejido conectivo; a los 12 DDE (146 mm LT) se inicio la diferenciacion a ovario.
Esta especie también es gonocdrica, la diferenciacion hacia macho se observo
cuando las espermatogonias se distinguieron de las PGCs a los 20 DDE, con una
talla de 230 mm LT. Cuando alcanzaron una talla de 984 mm LT (100 DDE) las
espermatogonias y los espermatocitos incrementaron 'y los primeros

espermatozoides se detectaron (Park et al., 2004).

Komatsu et al. (2006) detectaron en Siganus guttatus, un teledsteo marino,
un par de primordios gonadales a los 24 DDE (17.7 £ 0.2 mm LT). Esta especie es
gonocorica, la diferenciacion hacia ovario y hacia testiculo se observo a los 31
DDE (20.3 £ 0.2 mm LT). En peces de 129 a 157 DDE (145.6 £ 2.6 mm LT) se
encontraron ovarios en ovogénesis activa, caracterizados por la presencia de
ovocitos perinucleolares. Por otro lado, se hallaron testiculos con proliferacion
espermatogénica en peces de 100 DDE (95.9 £ 2.0 mm LT). Una peculiaridad de
esta especie, es el desarrollo de las gonadas en la cavidad ventral, mientras que
en la mayoria de los peces se da en la cavidad dorsal. Otra diferencia es la
presencia de una estructura dual en la que células somaticas encierran a las
células germinales (como cordones sexuales) Yy el tejido somatico esta rodeado

de dicha estructura.

2.2.- Patron sexual en Paralabrax spp.

El hermafroditismo es un fendmeno natural reportado en 27 de las 448
familias de teledsteos. En la familia Serranidae se han confirmado el gonocorismo
y el hermafroditismo simultdneo y secuencial (protoginia) en 20 de los 64 géneros

gue la conforman (Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008). La posicion filogenética del



género Paralabrax, basados en estudios genéticos y morfologicos, lo colocan
como un grupo basal de la subfamilia Serraninae, la subfamilia mas basal de la
familia Serranidae (Pondella Il et al., 2003), no obstante por mas de cuatro
décadas se ha tratado de determinar su patron sexual. Una de las razones mas
importantes en la dificultad de sefialar si una especie es gonocérica o hermafrodita
es la falta de estructuras morfolégicas que distingan a un macho primario de uno
secundario. Ademas, la distincion entre especies hermafroditas funcionales y no
funcionales es de suma importancia, porque esto puede proporcionar sefiales

filogenéticas (Sadovy de Mitcheson & Liu, 2008).

Borquez et al. (1988) describieron la anatomia gonadal de Paralabrax
humeralis en Isla Santa Maria, Antofagasta, Chile. En sus observaciones
detectaron la presencia de organismos bisexuales, en los individuos pequefios
predomind la porcion ovérica y en los individuos mas grandes, la porcion testicular
con algunos ovocitos remanentes. Concluyeron que no corresponde a una
protoginia propiamente dicha, ya que las hembras que invierten sexualmente no
han alcanzado la madurez y estos individuos son machos funcionales. Por lo

anterior, determinaron que P. humeralis es una especie gonocérica secundaria.

El comportamiento reproductivo de P. maculatofasciatus es complejo, se ha
reportado que el patron sexual de diferentes poblaciones de la region sur de
California varia de gonocérico funcional a protoginico estricto (Hovey & Allen,
2000). Ademas en el Alto Golfo de California, Hastings (1989) encontr6 que la
especie se comporta como protoginica, ejemplares de menor talla eran hembras,
mientras que los machos eran de mayor tamafio. De igual manera, la cabrilla
arenera (Paralabrax maculatofasciatus) se considera como hermafrodita
protoginica en Bahia Magdalena y Bahia de La Paz (Lluch-Cota, 1995; Ocampo-
Cervantes, 2002; Ochoa-Baez et al., 2012). Asimismo en la Bahia de La Paz, se
ha reportado que el desarrollo de la gonada en esta especie es de tipo asincrénico
(Sergio-Ferreira, 1997).



Oda et al. (1993) estudiaron la biologia reproductiva de Paralabrax
clathratus, P. maculatofasciatus y P. nebulifer en Ventura y Mission Bay,
California. En su investigacion encontraron que las tres especies presentaron una
membrana central en la cavidad de los testiculos (lumen) y sinusoides
esperméticos en la pared gonadal, la evidencia histolégica solo les permitid
concluir que P. maculatofasciatus es hermafrodita protoginica, mientras que en las

otras dos especies esta condicidn es incierta.

Baca-Hovey et al. (2002) realizaron un estudio de la poblacion de P.
nebulifer en la parte sur de California, de los 436 individuos analizados, dos fueron
clasificados como individuos en transicién, ademas de que todos los machos
presentaron lumen. En conclusion, sefalaron que esta especie es gonocdrica

funcional, que presenta una capacidad latente para cambiar de sexo.

Sadovy & Domeier (2005) describieron el patrén sexual en cuatro especies:
Paralabrax maculatofasciatus, P. nebulifer, P. auroguttatus y P. clathratus al sur de
California, EU y en las islas cercanas a Punta Eugenia, B.C.S. Los autores
sefialan que las cuatro especies son gonocoricas funcionales, que pasan por una
fase bisexual no funcional en la etapa juvenil y posteriormente se da una clara
diferenciacion hacia macho o hembra, encontraron en todos los individuos, de
ambos sexos, un lumen ovarico derivado de esta fase bisexual inicial. Asimismo,
resaltan que ciertos aspectos de la morfologia gonadica pueden ser utilizados para
estudios de filogenia, no obstante la plasticidad del patron sexual per se, limitan su

valor para tales estudios.

Erisman & Allen (2006) analizaron el comportamiento reproductivo de
Paralabrax clathratus en la Isla de Santa Catalina, California. Sefialan que esta
especie forma grandes agregaciones durante el desove, lo cual es similar a otros
serranidos gonocaricos funcionales, corroborando asi esta condicion explicada por

estudios histoldgicos anteriores de la especie.



2.3.- Hibridacién en acuicultura

En acuicultura se ha desarrollado con éxito la hibridacion de algunos peces.
La lobina rayada hibrida (Morone chrysops x M. saxatilis) presenta una tasa alta
de crecimiento y gran tolerancia a variaciones de la temperatura y el oxigeno
disuelto, asi como un mayor crecimiento en talla y peso (Smith, 1988; Wang et al.,
2006; Cotter et al., 2008). Del mismo modo, el bagre hibrido (Ictalurus punctatus x
I. furcatus) presenta mayores porcentajes de carne y mayor resistencia a
enfermedades que sus progenitores (Kossowski, 2001; Argue et al., 2003; Arias et
al., 2012); de igual manera, en el mero hibrido (Epinephelus fuscoguttatus x E.
polyphekadion), se demostré un mejor crecimiento durante la engorda (James et
al., 1999). Por otra parte, Martinez-Brown (2012) realiz6 la cruza entre una
especie especialista (P. nebulifer @) y una especie generalista (P.
maculatofasciatus &), concluyé que al cruzarse dos especies filogenéticamente
cercanas se obtuvo un hibrido viable, que no presenta ontogenia pedomorfica con
respecto a las especies parentales. Por tal situacién, se considera al hibrido como
un candidato para el desarrollo de su cultivo.

Puede existir esterilidad en las especies hibridas, debido a que las especies
parentales generalmente presentan un numero distinto de cromosomas y no
pueden encontrar un par homélogo en la meiosis, la meiosis se interrumpe y no
pueden formar gametos viables (Bartley et al., 2001). Por ejemplo, Park et al.
(2003) analizaron a través de descripciones histologicas la viabilidad reproductiva
de Pleuronectes ferrugineus x P. americanus, ellos encontraron que el desarrollo
gonadal fue retardado, con ovocitos y espermatdcitos de tamafio notablemente
menor que el de las especies parentales, por lo que concluyen su probable
esterilidad.

No obstante, Luin et al. (2013) determinaron histol6égicamente la capacidad
reproductiva del hibrido de Epinephelus fuscoguttatus x E. lanceolatus, en los
individuos encontraron ovocitos en vitelogénesis y testiculos en etapa madura.
Sugieren que la maduracion sexual esta presente de manera normal, pero aun se

debe analizar la viabilidad de los ovocitos y espermatozoides del hibrido.



3.- JUSTIFICACION

Debido a la importancia comercial del verdillo y la cabrilla arenera en el
mercado local e internacional (Aburto-Oropeza et al., 2008; Mason & Lowe, 2010;
CONAPESCA, 2013), es necesario ampliar el conocimiento en los procesos
reproductivos del hibrido. La comprension del desarrollo de sus gbénadas y su
maduracion es de gran utilidad en disciplinas como la acuicultura, ya que permite
disefiar estrategias adecuadas para su cultivo y de esta manera alcanzar a través

de biotecnologias reproductivas, la talla comercial deseada (Diaz & Neira, 2005).

En este sentido, el presente trabajo es una contribucién en el conocimiento
reproductivo de los hibridos de Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus, al
analizar las tallas en las cuales se da la aparicion de los primordios gonadales, la
diferenciacion sexual y la maduracion de la gbnada, se generara informacion util
para posteriormente disefiar estrategias de cultivo adecuadas al desarrollo de este
hibrido.



4.- HIPOTESIS

La familia Serranidae muestra una amplia gama de estilos reproductivos,
abarcando gonocorismo, hermafroditismo simultaneo, incluye la protoginia y la
protandria. Particularmente el género Paralabrax ha causado controversia por mas
de cuatro décadas; la asignacion del patron sexual ha abarcado la protoginia y el

gonocorismo, sin llegar a un consenso definitivo.

Con base en estudios previos en Paralabrax maculatofasciatus y P.
nebulifer donde se clasifican como hermafrodita protoginico y gonocdrico
funcional, respectivamente, se espera que el patrén sexual del hibrido de P.

nebulifer x P. maculatofasciatus sea el hermafroditismo protoginico.



5.- OBJETIVOS
5.1.- General:

Describir la morfogénesis de las gonadas del hibrido de Paralabrax nebulifer
x P. maculatofasciatus durante el desarrollo ontogenético.

5.2.- Particulares:
* Analizar la morfologia de la gbnada indiferenciada.
» Definir el tipo de reproduccion y desarrollo de ovocitos.
» Establecer la talla media de madurez sexual.

« Examinar la relacion que existe entre el indice gonadosomatico y el indice

hepatosomético con respecto al estadio de desarrollo gonadal.
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6.- MATERIALES Y METODOS
6.1.- Sistema cerrado de cria larvaria

A partr de un lote de hibridos de Paralabrax nebulifer x P.
maculatofasciatus (n=480), los peces se sembraron en un sistema cerrado de cria
larvaria (SCCL) conformado por ocho tanques cilindricos de fibra de vidrio de 300
I, donde se realizé la incubacion de los embriones, la cria de las larvas y la
produccion de los juveniles requeridos para el presente estudio, de acuerdo con
Martinez-Brown (2012).

La temperatura del agua se mantuvo controlada a 22.51 + 0.46 °C por
medio de temperatura ambiental con un aire acondicionado tipo mini split
(Japando®); la concentracion de oxigeno disuelto y el pH permanecieron en los
niveles adecuados con aireacion y recirculacion constante, los cuales fueron
monitoreados con el sistema multiparametro YSI 556 MPS. El fotoperiodo se
realiz6 con dos temporizadores electrénicos, de los cuales, uno mantuvo
encendidas seis lamparas fluorescentes de 08:00 a 21:00 h, distribuidas
equidistantemente sobre la linea central, paralela a las dos lineas de tanques. El
otro temporizador mantuvo encendidas ocho lamparas de 08:15 a 20:45 h. La cria
larvaria se llevd a cabo de los dias 40 hasta los 90 después de la eclosién (DDE),
a partir del cual se suministr6 una serie de alimentos inertes (marca INVE),
posteriormente se utilizé alimento inerte de la marca Nutripec marino 4210 con

42% de proteina 'y 10% de lipidos.
6.2.- Obtencidn y fijacién de muestras.

Con la finalidad de cubrir todo el desarrollo gonadico, se utilizaron muestras
tomadas del periodo inicial, de marzo, abril, octubre a diciembre de 2012 y enero
de 2013, las cuales corresponden de los 10 a los 326 DDE (n=89). Para este
estudio el muestreo fue de febrero a junio de 2013 (n=133), las cuales abarcaron
de los 344 a 470 DDE. Ademas, para completar la descripcion morfologica se
utilizaron muestras tomadas de agosto a noviembre de 2013 y marzo de 2014, las
cuales corresponden de los 520 a los 730 DDE (n=39). Los peces se sacrificaron
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con una sobredosis de anestésico (Eugenol). Posteriormente, se realizé la
biometria, tomando en cuenta la longitud patrén (LP) en milimetros (mm), asi

como el peso del pez, de la gonada y del higado en gramos (Q).

Las muestras fueron fijadas en una solucion de formaldehido fosfatado (10
%) y puestas en viales de vidrio en sus primeras fases de desarrollo. Para el caso
de juveniles de los 40 y hasta los adultos a los 730 DDE, en los cuales fue posible
la deteccion visual de la gonada se disectaron transversalmente desde el ano

hasta el inicio de las aletas pectorales para su extraccion y fijacion.
6.3.- Proceso histoldgico

El procesamiento histolégico se llevd a cabo en el laboratorio de
Morfofisiologia, en el CICIMAR-IPN. Del periodo inicial se analizaron 68 de 89
muestras, de este estudio 110 de 133 y del periodo final, 20 de 39 muestras. Las
larvas del hibrido se sometieron a un proceso de doble inclusién (Alginato-
Parafina) basado en la metodologia descrita por Mufieton-Gomez et al. (1989), la
cual consistioé en poner dentro de un recipiente pequefio (1.5 x 1 cm) una cantidad
de alginato de sodio al 1%, posteriormente la larva fue colocada en la posicién en
la que se desea que salga el corte y finalmente se agreg6 al recipiente unas gotas
de cloruro de calcio al 0.25 molar, con la finalidad de que el alginato se endurezca,
el resultado de este proceso fue una pastilla con la larva dentro de ella, de esta
manera las larvas pudieron ser puestas en el procesador automatico de tejidos
Tissue Tek Il modelo 4640-B (Miles laboratories Inc., Tokio Jap6n) para su
deshidratacion e inclusion en parafina; por otro lado, las génadas de los peces
pasaron por el proceso tradicional de deshidratacion e inclusiéon en el procesador

antes mencionado.

Posteriormente se realizaron cortes de 3 um en un micro6tomo rotatorio
Microm modelo HM 355 S, las preparaciones histologicas se tifieron con
hematoxilina-eosina (Sheehan & Hrapchak, 1980). La hematoxilina por su
naturaleza basica, tifie estructuras acidas (basofilas) en tonos azul y puarpura,

como por ejemplo los nudcleos celulares; el uso de eosina tifie componentes
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bésicos (acidéfilos) en tonos de color rosa, gracias a su naturaleza acida, como el
citoplasma.

Las preparaciones histolégicas se observaron con un microscopio Optico
(Olympus Bx50), a diferentes aumentos (4x, 10x, 20x, 40x y 100x) y se
fotografiaron con una camara digital (CoolSNAP-Pro, Media Cybernetics). Para
determinar los estadios de madurez de las génadas se siguieron las descripciones
de Wallace & Selman (1981); Tyler & Sumpter (1996); Ocampo-Cervantes (2002);
Sanchez-Gallegos (2007) y Brown-Peterson et al. (2011).

6.4.- Distribucién del didmetro de los ovocitos

Se determind el area del ovocito con imagenes digitalizadas, mediante el
programa informatico Image-Pro Plus® 6.0 (Media Cybernetics). Fueron medidos
40 ovocitos de cada preparacion histologica seleccionada al azar cuando el nucleo
de la célula fuera visible. Debido a que los ovocitos cambian conforme éstos
crecen y desarrollan, el diametro de los ovocitos del set de datos fue

estandarizado mediante la ecuacién para el diametro teérico:

DT = \[44/n

Donde DT es el didmetro tedrico, A es el area del ovocito y 1 un valor
constante (Saout et al., 1999). Se calcul6 la media y la desviacién estandar, la
variacion del diametro de los ovocitos se analizé mediante una prueba de varianza
de una via (P=0.01) (Zar, 2010).
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6.5.- Indicadores reproductivos

Se determiné el indice gonadosomético (IGS) y el indice hepatosoméatico
(IHS) de febrero de 2013 a marzo de 2014, para evaluar su relacion con el
desarrollo de la gonada, segun lo propuesto por Ericcson et al., (1985).

Pg Ph
IGS=—x 100 [HS = —x 100
Pt Pt
Donde: Donde:
IGS= indice Gonadosomatico. IHS= indice Hepatosomatico.
Pg = Peso de la gbnada. Ph = Peso del higado.
Pt= Peso total del organismo Pt= Peso total del organismo

Los datos obtenidos de los indices se sometieron a pruebas de normalidad
y homoscedasticidad de Shapiro-Wilk (Zar, 2010). La variacion del IGS e IHS se

analizé mediante una prueba de varianza de una via (P=0.05).

6.6.- Talla media de madurez sexual
Se estimé la longitud a la cual 50% de los individuos alcanzan la madurez
sexual (Lso) mediante un modelo logistico (King, 1995), usando el procedimiento

no lineal de minimos cuadrados, descrito como:

1

Tm =
M T exp[—r X (LP — Lgg)]

Donde Tm es la proporcion de individuos maduros dentro de la clase de
talla (intervalos de 10 mm de longitud), r es la pendiente de la curva que describe
la tasa de cambio en Tmde 0 a 1, y Lso es la longitud patron (LP) a la cual 50% de
los especimenes se encuentran sexualmente maduros, para establecer este
criterio se utilizé como estructura indicadora a los ovocitos vitelogénicos y con

nacleo migratorio.

Para la realizacion de los analisis estadisticos se utilizo el programa
informatico SigmaPlot® 12.0 (Systat Software Inc.).
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7.- RESULTADOS

7.1.- Variables morfométricas

En la tabla | se observa la longitud patrén y el peso promedio por mes de

los 261 individuos que se analizaron en este estudio.

Tabla

l.- Variables morfométricas de
nebulifer x P. maculatofasciatus. Los datos que se resaltan en el sombreado
corresponden a este estudio.

individuos del

hibrido Paralabrax

Longitud patrén (mm) Peso (g)

Mes n Min. Max. Promedio Min. Méx. Promedio
mar-12 23 7.77 9.86 8.80 £ 0.64 0.01 0.20 0.05 £ 0.07
abr-12 9 17 35 2422 +591 0.12 0.79 0.3+0.2
oct-12 21 45 98 68 £ 16.91 1.70 22.90 85+6.2
nov-12 12 84 92 88.63 £2.87 12.90 20.00 17.0+£2.1
dic-12 12 87 95 91.83+2.66 15.90 20.30 184+1.6
ene-13 12 61 107 92.25 + 14.55 4.80 28.20 199+7.2
feb-13 18 91 128 110.11 + 10.02 16.50 53.40 35.4 +£10.7
mar-13 24 94 135 116.88 +10.43 23.50 65.70 428+11.1
abr-13 30 100 137 119.83 +9.88 26.90 67.00 449 + 115
may-13 30 105 140 125.33 + 8.09 28.50 77.50 51.6 + 10.6
jun-13 31 104 144 124.48 +9.71 28.20 76.50 49.7 +12.3
ago-13 2 141 154 147.50 £ 9.19 86.50 94.50 90.5+5.7
sep-13 6 102 145 129 + 16.88 24.30 78.80 55.7 £ 21.6
oct-13 4 140 157 149.25 +8.10 69.60 103.30 86.025 + 16.7
nov-13 4 143 155 147.25 +5.44 64.20  99.00 78.7+14.6
mar-14 23 116 174 137.09 + 12.74 36.80 143.50 71.13+18.7

7.2.- Analisis histoldgico de la génada indiferenciada

Se observaron, mediante cortes histologicos, 31 individuos de entre 7.77

mm y 35 mm de longitud patron y se definieron cinco clases de talla con un

intervalo de 5 mm. La aparicion de los primordios gonadales fue en aumento a

partir de la clase de 7.77 hasta los 27.8 mm (Fig. 1).
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Figura 1. Proporcion de aparicion por clase de talla de los primordios gonadales de
individuos del hibrido Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus.

A los 15 DDE, los peces alcanzaron LP de 9.97 £ 0.23 mm y 0.26 + 0.05 g.
Los individuos presentaron un par de primordios gonadales, localizados en la
pared dorsal del cuerpo, sostenidos por una banda de tejido mesodérmico; su
forma es alargada, constituida por epitelio celémico, en su interior se encuentran
aparentemente las células germinales primordiales (PGCs). A los 43 DDE los
peces alcanzaron una LP de 21.00 = 3.22 mm y 0.23 + 0.10 g. A esta talla los
primordios gonadales aumentan de tamafio, clasificAndose como una gonada
indiferenciada, se pueden apreciar claramente las PGCs, presentando un nucleo

grande, central y redondo, con un nucléolo evidente en su interior (Fig. 2 A-C).

Alos 44 mm LP y 2.9 g de peso, la gbnada presenta cambios significativos
en su morfologia, lo cual marca el inicio de la diferenciacién sexual del ovario.
Inmersas en el epitelio germinativo se pueden apreciar células diferenciadas en
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ovogonias, caracterizandose por presentar citoplasma escaso, un nucleo redondo

y central (Fig. 2 D).

B)

20 pm

Figura 2.- Microfotografias de la gametogénesis inicial del hibrido Paralabrax nebulifer x
P. maculatofasciatus. A) Primordios gonadales, individuo de 9.97 mm LP, B) gbénada
indiferenciada, C) acercamiento de la génada indiferenciada, individuo de 21 mm LP, D)
diferenciacion a ovario, individuo de 42 mm LP. Primordios gonadales (Pg), rifién (R),
tejido mesodérmico (Tm), células germinativas primordiales (PGCs), ovogonias (Ov).

7.3.- Analisis histologico de las gbnadas en crecimiento

La caracterizacion del desarrollo ovarico se realizd con base en el analisis
histologico de las gbénadas de P. nebulifer x P. maculatofasciatus. Se identificaron
cuatro estadios de desarrollo ovarico: inmaduro (1), desarrollo (Il), con capacidad
de desove (Ill) y regresion (IV), siete etapas de desarrollo y 12 fases del ovocito,

cada fase celular se describe en la tabla Il.
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Tabla Il.- Clasificacion de los estadios del desarrollo ovarico del hibrido Paralabrax nebulifer x P.
maculatofasciatus (Wallace & Selman, 1981; Tyler & Sumpter, 1996; Ocampo-Cervantes, 2002;

Sanchez-Gallegos, 2007 y Brown-Peterson et al., 2011).

. Diametro
Estadio Etapas de L . . :
1 Fase Descripcién del crecimiento de los ovocitos  promedio
Gonéadico Desarrollo
(um)
Ovogonia Se caracterizan por formar grupos o nidos en el 8.37 +
(Ov) epitelio germinal. 5.96
NUCIEQIO Célula con nucleo grande y solo un gran nucléolo.  24.52 +
cromatina : . e
| o (Nc) Citoplasma ligeramente basdfilo. 9.77
Crecimiento
Inmaduro primario Perinucleolar Se observan dos nucléolos en la periferia del 50.23 +
inicial (Pi) nacleo. Incremento en el volumen del citoplasma. 15.10
Perinucleolar OVOFItO de fo_rrpz_a irregular con cinco 0 mas 8254 +
) nucléolos periféricos. Las células foliculares
final (Pf) 24.80
(granulosa) son planas.
Ovocito de forma mas esférica, caracterizado por
Alveolo la presencia de alveolos corticales, como 128.58 +
Alveolo cortical (Ac) pequefias vacuolas localizadas en la periferia del 27.21
cortical citoplasma del ovocito.
Inclusiones Presencia de inclusiones lipidicas en el 177.33 £
" lipidicas (Lp) citoplasma, se observa una delgada zona radiata. 41.49
Desarrollo Incremento de tamafio, ndcleo central, citoplasma
Vitelogénesis Vitelogénesis con abundantes gotas lipidicas pequefas y 215.04 +
1 1(vtg 1) esféricas. Granulos vitelinos escasos. La 34.16
granulosa y la zona radiata son mas evidentes.
Vitelogénesis Vitelogénesis . El ovocito aurpenta Su tamano debido al 3129 +
incremento de granulos de vitelo redondos en la
2 2 (Vig 2) AR ; 48.77
periferia del citoplasma.
. o . A Los granulos de vitelo incrementan su tamafio y
Vitelogénesis  Vitelogénesis ocupan todo el citoplasma. La zona radiata 353.05 #
3 3 (Vtg 3) . 46.07
Incrementa su grosor.
1
c NUCIGO. El ndcleo migra hacia el polo animal. Los 347.44 +
on migratorio X : .
. granulos de vitelo ocupan todo el citoplasma 40.04
capacidad - (Nm)
Maduracion
de desove de ovocitos
Vitelo Los granulos de vitelo se proteolizan y los 365.55 +
coalescente lipidicos se fusionan para formar una gran o
51.61
(Ve) vacuola.

Estadio a: Ovocito aun esférico, la zona radiata
vV . . se disocia y fragmenta. Estadio B: la zona radiata
Atresia Atresia (At) O S .
con mayor disociacién o invaginaciones, pierde

Regresion J ~
su forma esférica y reduce su tamafio.

18



En el estadio | se aprecia claramente en la gonada la diferenciacion a
ovario, de forma alargada y sacular, cubierta por una capa de tejido conjuntivo. La
estructura de la génada esta constituida por lamelas proyectadas desde la pared
hasta el lumen ovarico. Se pueden distinguir distintos tipos celulares, desde nidos
de ovogonias, nucléolo cromatina, ovocitos perinucleolares iniciales con forma
irregular con dos nucléolos en la periferia del nudcleo, hasta ovocitos
perinucleolares finales, de forma poligonal con cinco o mas nucléolos periféricos;
estos dos ultimos tipos celulares se mantuvieron presentes en todos los estadios
de madurez. Ademas se distinguieron células foliculares (granulosa) planas (Fig.
3).

Los ovarios en desarrollo, estadio Il, han incrementado su tamafo;
predominan cuatro tipos de ovocitos. Los primeros del tipo alveolo cortical (Ac), se
caracterizan por presentar numerosos nucléolos, con citoplasma granular y
pequefias vacuolas en su periferia. El segundo, ovocitos en fase de inclusiones
lipidicas, presentan inclusiones o vacuolas lipidicas distribuidas en todo el
citoplasma, las cuales incrementan en tamafio y numero a medida que avanza la
maduracion. La zona radiata se observa bien definida y delgada. Ovocitos en
vitelogénesis 1 se observan con nucleo central y grande, el citoplasma contiene
abundantes inclusiones lipidicas y granulos de vitelo esféricos y pequefios. El
altimo tipo son ovocitos en vitelogénesis 2, los cuales muestran un incremento en
su tamafo por la proliferacién de granulos de vitelo redondos en la periferia del
citoplasma. La zona radiata muestra estriaciones y subsecuentemente las células

cubicas de la granulosa (Fig. 3).

En el estadio lll, el ovario esta caracterizado por tres tipos de ovocitos. Los
ovocitos en vitelogénesis 3 presentan todo el citoplasma cubierto por granulos de
vitelo, la zona radiata alcanza su maximo grosor y las células de la granulosa son
evidentes. El siguiente tipo son ovocitos en los cuales el nucleo esta desplazado
hacia el polo animal (Nm); finalmente, en ovocitos con vitelo coalescente, los
granulos de vitelo y las inclusiones lipidicas se fusionan para formar una gran

vacuola (Fig. 3).
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El estadio 1V, en regresion, se observaron ovocitos en diferentes fases de
atresia (At) (Fig.3).

Figura 3.- Microfotografias de secciones de ovario donde se muestran los diferentes estadios de
desarrollo de génadas de hembras del hibrido Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus. 1)
Inmaduro, 1l) Desarrollo, 1ll) Con capacidad de desove, 1V) Regresion. Nidos de ovogonias (Ov),
ovocito nucléolo cromatina (Nc), ovocito perinucleolar inicial (Pi), ovocito perinucleolar final (Pf),
ovocito alveolo cortical (Ac), ovocito inclusion lipidica (Ip), ovocito vitelogénesis 1 (Vtg 1), ovocito
vitelogénesis 2(Vtg 2), ovocito vitelogénesis 3 (Vtg 3), nicleo migratorio (Nm), vitelo coalescente (Vc)
y atresia (At). Nucleo (n), nucléolo (nu), vitelo lipidico (%), vitelo proteico (*), zona radiata (zr) y
granulosa (gr).
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En la distribucién de frecuencias por clase de talla se observé que el
estadio inmaduro estuvo presente en todas las clases de tallas de los peces,
dominando con un 97% desde los 61 hasta los 104 mm de longitud patron. A partir
de los 83 mm fue posible detectar la presencia del estadio desarrollo, mostrando la
mayor frecuencia entre los 149 a 159 mm (31%). El estadio con capacidad de
desove se presentd en mayor proporcion entre los 138 y 148 mm (12%). Se
observaron ovocitos en regresion a partir de los 83 mm y hasta los 159 mm LP. La
clase de talla de 72 a 82 mm no estuvo representada la distribucion de las

frecuencias de tallas (Fig. 4).
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Figura 4.- Distribucioén porcentual de los estadios de madurez gonédica por clase de talla
del hibrido Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus.
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El desarrollo de los ovocitos se describio por talla (Fig. 5), clasificandose en
7 etapas: crecimiento primario (CP), alveolo cortical (Ac), vitelogénesis 1, 2 y 3
(VTG 1, 2 y 3), maduracion del ovocito (Mo) y atresia (Atr). Se observaron ovocitos
en CP en todos los peces analizados en el estudio, siendo mas frecuentes de los
61 a los 104 mm LP (97%). La etapa de Ac se detecto en individuos a partir de los
83 mm y en el intervalo de 127 a 137 mm LP obtuvo su mayor frecuencia (10%).
La Mo estuvo mejor representada en la clase de 138 a 148 mm LP (7%). La mayor

proporcion de Atr se observé en individuos de 149 a 159 mm LP (28%).
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Figura 5.- Distribucion porcentual de las etapas de desarrollo de los ovocitos por clase de
talla del hibrido Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus.
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7.4.- Distribucién del didmetro de los ovocitos

Se midieron 2921 ovocitos, en general se observd una diferencia
significativa entre los estadios de desarrollo ovéarico (P< 0.01), asi como también
diferencia significativa entre el tamafio de los ovocitos como una funcion de la fase
de desarrollo (P< 0.01), excepto en vitelogénesis 3 y maduracion del ovocito
(P>0.05). El incremento del diametro medio de los ovocitos se muestra en la figura
6.

500 1

| - Inmaduro Il - Desarrollo Il - Capacidad
de desove
400 -
3
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Figura 6. Variacion del diametro del ovocito del hibrido Paralabrax nebulifer x P.
maculatofasciatus. Ovogonia (Ov) (n=273), Nucléolo cromatina (Nc) (n=43), Perinucleolar
inicial (Pi) (n=1556), Perinucleolar final (Pf) (n=329), Alveolo cortical (Ac) (n=160),
Inclusiones lipidicas (Lp) (n=53), Vitelogénesis 1 (Vtg 1) (n=167), Vitelogénesis 2 (Vtg 2)
(n=198), Vitelogénesis 3 (Vtg 3) (n=84), Nucleo migratorio (Nm) (n=48), Vitelo coalescente
(Vc) (n=10). Se muestra la desviacion estandar del didmetro (—) por tipo de ovocito.

Al realizar el analisis del diametro promedio de los ovocitos durante el

periodo de estudio se encontrd que la fase de inmadurez incluye ovocitos que van
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de los 8 a los 82 um, siendo més frecuentes a los 50.23 pm (n=1556). La fase de
maduracion fue menos frecuente, el diametro promedio de los ovocitos oscilo
entre los 128 y 365 um (n=720) (Fig. 7).
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Figura 7. Distribucién del diametro de ovocitos en fase inmadura y en maduracién
del hibrido Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus.
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7.5.- Machos

De los 261 peces que se obtuvieron en éste estudio, se realizaron cortes
histoldgicos de 198 individuos, en ellos se detectd la presencia de Unicamente un
macho de 124 mm de longitud patron a los 456 dias después de la eclosion. En la
gonada se observo tejido testicular, representado por esparmatogoénias de 6.44 +

1.38 um. Asimismo, se observaron espermatocitos y espermatidas (Fig. 8).

Figura 8.- Microfotografia de macho del hibrido Paralabrax nebulifer x P.
maculatofasciatus. A) tejido testicular con presencia de espermatocitos (Ec) y
espermatidas (Et), B) acercamiento a las espermatogonias (Eg).

Otro hallazgo relevante fue la presencia de un individuo a los 626 DDE y
155 mm de longitud patréon. En este individuo se observaron espermatocistos (ES),
conteniendo en su interior espermatocitos y espermatidas, células caracteristicas
del tejido testicular unidas, mediante un epitelio germinal continuo (Epg), a
ovocitos perinucleolares, las cuales pertenecen a tejido ovarico. Ademas se pudo

observar la presencia de un ovocito en atresia a (Fig. 9).
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Figura 9.- Microfotografia de individuo hibrido de Paralabrax nebulifer x P.
maculatofasciatus. A) Testiculo con presencia de espermatocistos (ES) y ovocitos en fase
perinucleolar inicial (Pi) unido por epitelio germinal (Epg), B) espermatocitos (Ec) y
espermatidas (Et), C) Ovocito en atresia a inmerso en el tejido testicular.
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7.6.- Talla media de primera madurez sexual

Para la estimacion de la talla de primera madurez sexual (Tm) se incluyé a
hembras que presentaran estructuras histologicas (ovocitos vitelogénicos y ndcleo
migratorio) que permitiera clasificarlas como maduras, dichas hembras estuvieron
dentro de un intervalo de tallas de 83 a 159 mm LP. Se estimo la Tm con un valor
de 123.9 mm LP (Fig. 10).

1.2 -

Proporcién de hembras maduras

0.0 T T T T 1
80 100 120 140 160 180

Talla (mm)

Figura 10. Modelo ajustado de la longitud de primera madurez (Tm) del hibrido
Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus
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7.7.- Indicadores reproductivos

Se obtuvieron los indices gonadosomatico (IGS) y el hepatosomatico (IHS)
de febrero de 2013 a marzo de 2014, el andlisis de varianza (ANOVA) mostro
diferencias significativas tanto en el IGS, asi como en el IHS entre los meses
analizados (P<0.05). El IGS presentdé un patron ascendente donde el valor mas
alto correspondié al mes de octubre 2013 (IGS=2.8), mientras que el IHS se
comportdé de manera inversa, registrandose el maximo en agosto 2013 (IHS=3.28)
(Fig. 11).
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Figura 11.- Andlisis de varianza del IGS Vs IHS del hibrido de Paralabrax nebulifer x P.
maculatofasciatus.

El andlisis del IGS por clases de talla presenté dos maximos, el primero con
un valor de 1GS=3.13 entre los 127 y 137 mm LP; el segundo, entre los 138 y 148
mm LP (1GS=3.32). El valor minimo (IGS=0.60) se presentd en individuos de 83 a
93 mm LP (Fig. 12A). Por otro lado, el IHS tuvo el valor maximo (IHS=3.77) en
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peces de 94 a 104 mm LP y el valor minimo de IHS=1.21 en peces de 83 a 93 mm

LP (Fig. 12B).
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Figura 12.- Distribucion del IGS (A) e IHS (B) por
nebulifer x P. maculatofasciatus

Clases de talla (mm)

clases de talla del hibrido Paralabrax

Al comparar el crecimiento de los ovocitos y el IGS por mes se puede

observar que el incremento de ambos valores es simultaneo, excepto en agosto,

donde el IGS presenta un valor bajo debido a que solo se obtuvo una muestra en

ese mes (Fig. 13).
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Figura 13.- Variacion del diametro de ovocitos e IGS del hibrido Paralabrax nebulifer x P.
maculatofasciatus.
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8.- DISCUSION

La familia Serranidae muestra una amplia gama de estilos reproductivos,
abarcando gonocorismo (sexos separados) y hermafroditismo simultaneo,
incluyendo protoginia (cambio de hembra a macho) y protandria (cambio de
macho a hembra) aunque esta Ultima, en condiciones controladas de laboratorio
(Oda et al., 1993; Hovey & Allen, 2000; Sadovy & Domeier, 2005). Dentro de esta
familia se encuentra Paralabrax maculatofasciatus, especie que ha sido objeto de
diversos estudios enfocados en lograr su produccion en cultivo, sin embargo
debido a su precocidad sexual (Sanchez-Gallegos, 2007; Rosales-Veladzquez,
2008), dada por su condicién protoginica, no alcanza la talla comercial deseada.
Por esta razén, se han empleado técnicas como la induccion sexual con hormonas
y la triploidia, pero estas alternativas no han logrado solventar la probleméatica
planteada (Alcantar-Vazquez, 2005; Rosales-Velazquez, 2008; Alcantar-Vazquez,
2010).

La hibridacién es una técnica empleada en la acuicultura para obtener
beneficios de la cruza de dos especies, lo que se conoce como vigor hibrido
(Bartley, 2001; FAO, 2011). Entre las cualidades de esta técnica es la obtencion
de organismos con altas tasas de crecimiento, resistencia a enfermedades,
condiciones ambientales extremas y en algunos casos esterilidad o poblaciones
monosexo. Sobre esta base se realiz6 la cruza entre dos especies de serranidos,
P. nebulifer y P. maculatofasciatus (Martinez-Brown, 2012), no obstante en este
trabajo se caracteriza el sistema reproductor y la diferenciacion sexual de este

hibrido con el propdsito de tener un manejo adecuado.
8.1.- Gametogénesis inicial

Con base en las observaciones histolégicas de los individuos del hibrido de
Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus fue posible apreciar la cresta germinal
alos 9.97 + 0.23 mm LP a los 15 dias después de la eclosion (DDE), localizados
en la pared dorsal del cuerpo y sostenidas por una banda de tejido mesodérmico.

La gonada indiferenciada, con células germinales primordiales (PGCs) en su
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interior, se pudo observar a los 43 DDE en peces de 21 = 3.22 mm LP; la
diferenciacion hacia ovario se observo en individuos a partir de los 44 mm LP.

Hallazgos similares report6 Sénchez-Gallegos (2007) en individuos de
Paralabrax maculatofasciatus en cultivo, donde observo la cresta germinal a los
11.6 mm LP a los 32 DDE, con temperatura promedio de 23.4 °C; y con una
gonada indiferenciada a una talla de 45.9 mm y hasta los 65.29 mm LP las células
diferenciadas en ovogonias. Contrario a lo anterior, el desarrollo de estas
estructuras en el hibrido se aprecian a una talla y edad mas inicial; esto puede ser
en respuesta a la temperatura, la cual se mantuvo en un promedio de 22.5 °C.
Esto ultimo concuerda con lo reportado por Lluch-Cota (1995), Nakamura et al.
(1998), Ocampo-Cervantes (2002), Bogdanova (2004) y Mank et al. (2006),
quienes sefialaron que factores ambientales como la temperatura y el fotoperiodo
pueden influir en la determinacién sexual de los peces, por lo que deben ser
especialmente cuidados cuando se pretenda realizar el cultivo de una especie en

particular.

Por otra parte, Maack & Segner (2003), realizaron el seguimiento del
desarrollo y diferenciacién sexual del pez cebra (Danio rerio), en el cual detectaron
las PGCs en la cavidad dorsolateral del cuerpo dos semanas después del desove.
A las cuatro semanas diferenciaron ovogonias, nucléolo crométina vy
perinucleolares. En la quinta semana el 90% de los peces presentaba una génada
de tipo ovarico, hasta la séptima semana se hallaron las primeras estructuras
masculinas. Entre la semana 5 — 8 se encontraron alteraciones en la morfologia
ovarica, debido a la transformacién de ovario a un testiculo inicial, ya que esta
especie es hermafrodita protoginica. Finalmente entre los 13 - 23 mm LT (8
semanas) 55% de los individuos presentaban ovarios bien diferenciados, el resto

presento espermatocitos y espermatidas.

Este mismo patrdon de desarrollo lo sefiala Bogdanova (2004) en Coregonus
lavaretus baeri, un salmonido en el cual observaron las PGCs a los 30 DDE, a una
talla de 0.17 + 0.003 cm, y hasta los 82 DDE (4.5 £ 0.26 cm) la diferenciacion a
ovario. Después de 100 DDE (9.2 cm) detectaron individuos hermafroditas, sin
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embargo los corégonidos son considerados gonocoricos y atribuyen este
fendémeno a las altas temperaturas en el lago Chud.

Komatsu et al. (2006), describieron el proceso de diferenciacion sexual en
Siganus guttatus distinguiendo claramente un par de primordios gonadales a los
24 DDE, con una LT de 17.7 + 0.2 mm. La diferenciacion hacia ovario y hacia
testiculo de esta especie gonocorica se observo a los 31 DDE (20.3 + 0.2 mm LT).
Se apreciaron ovogonias y espermatogonias Unicamente en el interior de
estructuras como cordones sexuales. En peces de 129 a 157 DDE (145.6 + 2.6
mm LT) se observdé ovogénesis activa, caracterizada por la presencia de ovocitos
perinucleolares. Por otro lado, en peces de 100 DDE (95.9 + 2.0 mm LT) se
hallaron testiculos con proliferacion espermatogénica. Esta especie difiere de otros
teledsteos y del hibrido de este estudio, en algunos aspectos de su proceso
reproductivo; por un lado el desarrollo de las génadas se observo en la cavidad del
lado ventral, mientras que en la mayoria de los peces este desarrollo se da en la
cavidad celomica del lado dorsal. Otra diferencia significativa entre la especie
estudiada por Komatsu et al. (2006) es la presencia de una estructura dual en la
que células somaticas encierran a las células germinales (como cordones
sexuales) vy tejido somatico rodeando dicha estructura. Ademas, los autores
mencionan que las células germinales se produjeron y proliferaron en el interior de

en estos cordones.

En un estudio realizado por Park et al. (2004) encontraron las PGCs de
Pseudobagrus fulvidraco a los 3 DDE (7.8 mm LT), las PGCs presentaron una
morfologia alargadas, ovaladas y unidas por tejido conectivo. En el dia 12 DDE
(146 mm LT) se inicio la diferenciacion a ovario, pudiéndose observar ovocitos de
7 — 9 um de diametro. A los 30 DDE (460 mm LT) se hallaron ovocitos
perinucleolares de 40 a 50 um. Esta especie es gonocoérica y la diferenciaciéon
hacia macho se observdé cuando las espermatogonias se diferenciaron de las
PGCs a los 20 DDE (230 mm LT). A los 100 DDE (984 mm LT) se encontro un
incremento en las espermatogonias y espermatocitos asi como la deteccion de los

primeros espermatozoides.
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En el presente estudio se observo que la génada Unicamente desarrollo
hacia ovario y fue hasta los 148 y 185 mm LP (456 y 626 DDE, respectivamente)
que se observd tejido testicular maduro, lo que podria sugerir la condicién

protoginica para este hibrido.

Nakamura et al. (1998) sefialaron que, en especies gonocdricas, la
diferenciacion morfologica testicular es dificil de detectar, esto es porque las
células germinales destinadas a convertirse en testiculo permanecen en latencia
por mucho tiempo, en Anguilla japonica por ejemplo, la transicion de
espermatogonia a espermatocito se da antes de su migracion reproductiva hacia
el mar. Como se puede observar el patron de desarrollo de las gonadas es similar
en la mayoria de los peces 6seos, los tiempos y tallas en que se manifiestan las
diversas estructuras es particular de cada familia y pueden variar incluso dentro
del mismo género o especie, por lo cual este seguimiento se debe realizar de

manera independiente.
8.2.- Evaluacion reproductiva

Al realizar el andlisis de la estructura ovéarica del hibrido Paralabrax
nebulifer x P. maculatofasciatus se puede sefialar que es del tipo cistovarico, dado
que presentan una cavidad ovarica central, caracteristica que ha sido sefialada
para los Actinopterygii mas evolucionados (Hoar, 1957). De igual modo, el
desarrollo ovarico que presenta es de tipo asincronico, ya que se observaron
ovocitos en todos los estadios de desarrollo, esta caracteristica ha sido reportada
para otros serranidos, tales como Paralabrax clathratus y las especies parentales
del hibrido, P. nebulifer y P. maculatofasciatus (Hastings, 1989; Oda et al., 1993;
Lluch-Cota, 1995; Sergio-Ferreira, 1997; Hovey & Allen, 2000; Baca-Hovey et al.,
2002; Ocampo-Cervantes, 2002; Ochoa-Baez et al., 2012). No obstante, Estrada-
Godinez et al. (2011) reportaron para Mycteroperca rosacea un desarrollo ovarico
de tipo sincronico en grupos, lo cual hace evidente las diferencias del patron

reproductivo de las especies de esta familia.
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De acuerdo con los estadios de desarrollo ovéarico encontrados en el hibrido
de Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus, estos fueron similares a los
encontrados por Lluch-Cota (1995), quién reporto cinco estadios ovaricos en P.
maculatofasciatus en Bahia Magdalena, basandose en el tipo celular de ovocito
méas avanzado. El estadio 1 lo conformaron ovocitos mononucleolares, estadio 2
ovocitos polinucleolares, estadio 3 ovocitos en vitelogénesis incipiente, estadio 4
ovocitos en vitelogénesis avanzada (incluyendo migracion nuclear) y estadio 5
ovocitos hidratados. Las caracteristicas descritas fueron similares a las
encontradas en este estudio, las mediciones del didmetro de los ovocitos no
fueron realizadas, ademas la nomenclatura difiere debido a que el autor se basé
en el estudio de Smith & Young (1966).

Ocampo-Cervantes (2002) describiéo tres fases de crecimiento de los
ovocitos para la poblacibn de esta misma especie en la Bahia de la Paz;
clasificandolas en crecimiento primario (I) donde incluyé ovogonias y ovocitos
perinucleolares (70.1 = 12.6 um); crecimiento secundario (lI) lo conformaron
ovocitos con alveolos corticales (130.1 = 20.6 um), inclusiones lipidicas (185.3 +
31.1 um), vitelogénesis inicial (322.0 + 32.7 um), y vitelogénesis final (480.0 +
56.5 um). La fase de hidratacion-maduracion (lIl) estuvo conformada por ovocitos
en hidratacion avanzada (793.7 + 74.5 um). Los ovocitos del hibrido de este
estudio en las primeras fases de desarrollo son de tamaifio similar, sin embargo a

partir del inicio de la vitelogénesis son de tamafio considerablemente menor.

La tendencia antes mencionada se pudo observar también en el trabajo
realizado por Oda et al. (1993), quienes analizaron ovocitos de P. clathratus, P.
maculatofasciatus y P. nebulifer. No obstante, la metodologia empleada para la
medicion fue distinta, por lo que las diferencias encontradas por Ocampo-
Cervantes (2002) y Oda et al. (1993) podria deberse a que en el presente estudio
se calculd el diametro tedrico de los ovocitos con base en la metodologia de Saout
(1999). O bien, este fenOmeno podria ser una consecuencia del proceso de
hibridacion, sin embargo, no existen estudios en los que se evallie el diametro de

los ovocitos de otros hibridos y sus especies parentales para confirmarlo.
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El analisis de la distribucibn de los ovocitos mostr6 un incremento
consecutivo en el diametro, asi como diferencias significativas entre los estadios
ovaricos; Wallace & Sellman (1981), Tyler & Sumpter (1996) y Brown-Peterson et
al. (2011) sugieren que la razén de dichas diferencias es porque durante el
proceso de desarrollo, los ovocitos sufren una serie de cambios entre los que
destaca la acumulacion de vitelo y la aparicion de gotas de aceite en el citoplasma
de la célula, por ello los ovocitos presentan una fluctuacion de tamafio en cada
etapa y se observa una alta desviacion estandar. Ademas, la vitelogénesis es el
evento responsable por el enorme crecimiento de los ovocitos en muchos

teledsteos y puede representar hasta un 95% del tamafio final del huevo.

Se estim0 una talla media de madurez sexual (Tm) de 123.9 mm LP para el
hibrido de Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus utilizando un modelo
logistico para su determinacion, asimismo se detectaron individuos con inicios de
madurez sexual a partir de los 83 mm LP. En contraste a lo encontrado en este
trabajo, Borquez et al. (1988), sefialaron que las hembras de P. humeralis
alcanzan la primera madurez sexual a los 193 mm LP. Por otro lado, en el alto
Golfo de California, Hastings (1989) encontro tallas minimas de madurez sexual
en P. maculatofasciatus de 92 mm LP para el caso de las hembras y de 102 mm
LP para los machos. Para las costas de California, Oda et al. (1993) encontraron
gue la hembra funcional mas pequefia de P. maculatofasciatus fue de 158 mm LP,
de P. nebulifer 235 mm LP y P. clathratus 238 mm LP.

Lluch-Cota (1995) determind la talla minima de madurez para P.
maculatofasciatus de la poblacion de Bahia Magdalena, BCS. La hembra mas
pequefia que exhibié ovocitos vitelogénicos alcanzé una talla de 65 mm LP, sélo
un poco mayor que la hembra mas pequefia observada, un ejemplar inmaduro de
62 mm LP, mientras que el macho mas pequefio con actividad espermética y
capacidad de eyaculacion fue de 61 mm LP. Ochoa-Baez et al. (2012) calcularon
la talla de primera madurez para la poblacion de la Bahia de La Paz de ambos
sexos de esta especie en 161.2 £ 24.6 mm de LP. La similitud de estos valores

puede atribuirse a que algunas de las especies de la subfamilia Serraninae son
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pequefias y su longevidad es baja (2 a 6 afos) por lo que alcanzan la madurez
sexual a tallas y edades iniciales (Thresher, 1984; Petersen, 2006; Ochoa-Baez et
al., 2012).

8.3.- Indicadores reproductivos

Los valores del indice gonadosomatico (IGS) encontrados en el hibrido
analizado en el presente trabajo, fluctuaron entre 0.61 a 3.3, donde el valor
maximo (3.32) lo obtuvieron peces entre 138 y 148 mm de LP. Esto valores se
asemejan a los reportados por Ochoa-Baez et al. (2012) trabajaron con la
poblacién de Paralabrax maculatofasciatus de la Bahia de La Paz, reportaron los
valores medios del IGS en un intervalo de 1 a 3, con valores extremos en
diciembre y marzo (>6.0) y los minimos (<1.0) de agosto a octubre de 1992.

Asimismo individuos entre 200 y 260 mm tuvieron un valor medio del IGS (2.9 £1).

Los valores del IGS reflejaron un patron ascendente lo cual coincidié con
los registros del crecimiento en el didmetro de los ovocitos. Los valores mas bajos
del IGS se presentaron cuando los individuos se encontraban en estadio de
inmadurez o desarrollo y los maximos valores cuando tuvieron capacidad de
desove. Arias et al. (2006) encontraron relaciones similares en Brycon amazonicus
y sugieren que el IGS es un buen indicador de la maduracién gonadal. Del mismo
modo, Clardy et al. (2014) sefialaron que aunque los valores de IGS son buenos
indicadores, el andlisis histolégico puede refinar y delinear con mayor precision el
desarrollo de la génada, por lo que en este estudio la utilizacion de ambos
métodos ofrece mayor seguridad para establecer el proceso de maduracién

gonadica.

Por otro lado, el indice hepatosoméatico (IHS) mostrdé un patrén inverso al
del IGS, es decir los valores mas altos se presentaron cuando la génada estaba
en estadio inmaduro y los mas bajos cuando los ovocitos entraba en el proceso de
vitelogénesis. Guraya (1994) y Morini et al. (2002) atribuyen esta tendencia a que
el higado acumula proteinas y lipidos como colesterol y triglicéridos, previo a la

maduracién, para posteriormente llevar a cabo la sintesis de vitelogenina, la cual
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es transportada por medio del torrente sanguineo hacia la gbnada, donde pasara a
formar parte del vitelo de los ovocitos en crecimiento. Después de registrarse la
maduracion de los ovocitos se observo que el IHS incremento nuevamente,
mientras que el IGS decrecid, esto sugiere el fin del periodo reproductivo y que la
acumulacion de nutrientes ya no se enfocan en el crecimiento de los ovocitos o

proceso reproductivo en general.

Durante el proceso reproductivo se llevan a cabo cambios energéticos y
bioquimicos considerables en los diferentes 6rganos de los peces teledsteos. En
este sentido, el IGS y el IHS pueden dar una idea del estadio de madurez de los

individuos.
8.4.- Patron sexual

La asignacion del patron sexual es un aspecto de gran interés en la familia
Serranidae y en particular en el género Paralabrax, ya que se han descrito
especies tanto gonocéricas como hermafroditas. Sadovy & Shapiro (1987)
establecieron que caracteristicas fuertemente indicativas de protoginia son: una
membrana central en la cavidad de los testiculos, individuos en transicion,
ovocitos atrésicos en diferentes etapas en los testiculos, sinusoides espermaticas
en la pared gonadal, produccion experimental de individuos de transicion o de
inversion sexual a través de manipulacion del sistema social. Otros rasgos como la
frecuencia de tallas bimodal, los machos son mas grandes que las hembras, la
proporcién de sexos de la poblacibn esta sesgada hacia hembras, cuerpos
amarillos y ovocitos en los testiculos son atributos no especificos que pueden
tener muchas causas, siendo la protoginia una de ellas. De la misma forma, las
distribuciones de frecuencia de edad bimodales también son inespecificos, pero

tienen menos problemas de interpretacion.

En el presente estudio se sigui6 histolégicamente el desarrollo gonadico del
hibrido Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus desde los 15 hasta los 730
DDE observandose estructuras ovaricas en la mayoria de los peces (n=196). Se

detecté un macho de 124 mm LP (456 DDE) caracterizado por tejido testicular
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maduro ademas de la presencia de lumen. Sadovy & Shapiro (1987) y Sadovy de
Mitcheson & Liu (2008) sefialaron que en la mayoria de las especies protoginicas,
la génada se desarrolla como ovario, sin ningun rastro de tejido testicular;
generalmente el tejido ovarico desaparece durante o después de la reversion
sexual. El testiculo conserva el lumen y la forma lamelar del ovario, por lo que la
presencia de esta estructura en el testiculo es una fuerte evidencia presuntiva de
un antiguo desarrollo femenino. Estos autores indican que para evaluar el origen
ovarico de un testiculo, este debe cumplir dos caracteristicas: 1) la cavidad debe
estar revestida y sin uso en el transporte de los espermatozoides y 2) los ovarios
de las hembras en la poblacion deben contener un lumen similar. En el testiculo
descrito anteriormente se pudo observar que el interior del lumen estaba vacio, sin
presencia o evidencia de espermatozoides, asimismo la morfologia del lumen en

las hembras analizadas es similar.

De la misma forma se observé la gonada de un individuo de 155 mm LP
(626 DDE), en ella se detectaron espermatocitos, esperméatidas vy
espermatozoides, células caracteristicas del tejido testicular, ademéas de lumen
central, ovocitos previtelogénicos y en atresia. Sadovy & Shapiro (1987) y Sadovy
de Mitcheson & Liu (2008) indicaron que la presencia de ovocitos no funcionales
en los testiculos puede obedecer a diferentes causas: 1) remanentes de un
antiguo estado ovarico, 2) consecuencia de alguna variacion ambiental, 3)
resultado de una etapa bisexual temprana o femenina en la fase juvenil, o bien 4)
ocurre ocasionalmente en muchas especies gonocodricas. Asimismo la presencia

de ovocitos atrésicos en el testiculo puede indicar la reversion sexual.

La cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) ha sido ampliamente
estudiada en términos reproductivos y ha sido sefialada como gonocorica y
hermafrodita protoginica desde la bahia de San Diego, Ca. hasta el Alto Golfo de
California (AGC) (Hastings, 1989; Oda et al., 1993; Lluch-Cota, 1995; Hovey &
Allen, 2000; Ocampo-Cervantes, 2002; Ochoa-Béez et al. 2012), mientras que el
verdillo (P. nebulifer) es clasificado como gonocérico funcional (Baca-Hovey et al.,

2002). No obstante, los peces catalogados como transformantes o bisexuales en
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todos estos estudios han sido pocos (1 a 10 individuos), mientras que en el
presente trabajo, los posibles machos derivados de la reversion sexual fueron dos

(1% de la poblacién analizada).

Al realizar el analisis de tallas de la poblacion se encontré que la hembra
mas grande fue de 174 mm LP, en el caso de los machos la talla fue de 124 y 155
mm LP. Por lo que se observo, existe un traslape de tallas, pues existieron
hembras de mayor y menor talla que los machos. En la poblacion del AGC,
Hastings (1989) reporta una marcada diferencia en las tallas, encontrando machos
significativamente mas grandes que las hembras. Lluch-Cota (1995) sefial6 la
presencia de organismos en transformacion sexual, la presencia de machos y
hembras en todos los intervalos de tallas, dominando las hembras en las tallas
menores Yy los machos en tallas mayores, ademas de la presencia de hembras que
no se transformaron sexualmente. Ocampo-Cervantes (2002) reporta 10
individuos en transicién, 5% del total de ejemplares capturados. 50% de los
individuos presentaba tejido testicular en diferentes clases de actividad, con restos
de ovocitos en estadio perinucleolar. Del total de las hembras, la talla minima fue
168 mm LP, mientras que la talla maxima (232 mm LP) correspondié a un macho.
Se observé una sobreposicion de tallas en ambos sexos, pero sefiala una
incidencia mas alta de hembras en tallas menores a los 200 mm LP, mientras que

los machos tienen tallas mayores a 200 mm SL.

Sadovy & Domeier (2005) analizaron el patrén sexual de cuatro especies
del género Paralabrax, incluidas las especies parentales del hibrido bajo estudio.
Con base en observaciones histologicas y de tallas, concluyeron que las cuatro
especies son gonocéricas, ya que no existen evidencias suficientes para
clasificarlas como hermafroditas, pero pasan por una fase bisexual no funcional en
la etapa juvenil, por esta razon en los testiculos se puede observar el lumen como
un remanente de esta condicidon juvenil. Sadovy de Mitcheson & Liu (2008)
sefalaron que la protoginia esta confirmada en dos géneros de la subfamilia
Serraninae: Centropristis y Chelidoperca, cuatro géneros de la subfamilia

Anthiinae: Hemanthias, Hypoplectrodes, Pseudanthias y Sacura, y cuatro géneros
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de la subfamilia Epinephelinae: Cephalopholis, Epinephelus, Mycteroperca y

Plectropomus.

En la presente investigacion se mantuvieron a todos los peces a
temperatura controlada (22.5°C) y bajo el mismo régimen alimentario (pellets), por
lo que la influencia de estos factores en el desarrollo gonadico es minima, mas no
es descartable. Debido a las estructuras encontradas en el hibrido y por los
antecedentes mencionados, se puede sefialar que el patron sexual es el
hermafroditismo protoginico, los machos mantienen el lumen, como una estructura
de la etapa bisexual, por lo anterior el macho con ovotestis se clasifica como
secundario, derivado de la transformacion de una hembra, mientras que el otro
individuo es catalogado como macho primario, lo cual establece la condicién de
diandria, reportada para P. maculatofasciatus en Bahia Magdalena (Lluch-Cota,
1995). Otra posible explicacién a los hallazgos es que debido al proceso de
hibridacién, podria tratarse de una poblacibn monosexo, dada la baja incidencia de

machos.

Con los resultados obtenidos en el presente experimento, se prevé la
necesidad de realizar otros ensayos dirigidos a esclarecer las interrogantes
derivadas de esta investigacion, tal es el caso de evaluar el desarrollo de las tres
especies (Paralabrax nebulifer, P. maculatofasciatus y el hibrido)
simultdneamente, evaluar el efecto de la temperatura y la alimentacion en el

desarrollo de las gonadas, asi como también la viabilidad de sus gametos.
8.5.- Hibridacion en acuicultura

Desde la década de los 70’s, la hibridacion es una técnica empleada en
acuicultura para obtener organismos con cualidades especificas y mejorar el
rendimiento de la produccién. En este sentido se espera que las especies hibridas
mejoren la tasa de crecimiento con respecto a sus especies parentales, que se
puedan producir poblaciones monosexo o bien exista esterilidad, obtener un buen

sabor de la carne, resistencia a enfermedades y tolerancia a la manipulacion y
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condiciones extremas de cultivo (Chevassus, 1983; Bartley et al., 2001; Rahman
et al., 2013).

En lo concerniente a aspectos de la manipulacién sexual, la produccién de
animales estériles o poblaciones monosexo puede ser ventajoso para reducir la
reproduccion no deseada o para mejorar la tasa de crecimiento, evitando la
canalizacion de la energia en la reproduccion (Bartley et al., 2001; Rahman et al.,
2013). Por lo anterior es necesario evaluar dicha condicidbn en especies que
tienen potencial para ser cultivadas, tal es el caso del hibrido de Paralabrax

nebulifer x P. maculatofasciatus.

Park et al. (2003) reportaron la probable esterilidad del hibrido de
Pleuronectes ferrugineus x P. americanus dado que en la evidencia histoldgica
pudieron observar ovocitos y espermatocitos de tamafio menor que el de las
especies parentales a la misma edad (18 meses), ademas de abundante tejido
mesenquimatico. En contraste con lo anterior, Luin et al. (2013) determinaron que
las génadas (masculinas y femeninas) del hibrido de Epinephelus fuscoguttatus x
E. lanceolatus alcanzan la madurez, y sefialan que aun se debe analizar la

viabilidad de sus gametos.

En el presente estudio se pudo observar que tanto los ovarios como los
testiculos de Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus llegaron al estadio de
madurez, ademas cerca de los 900 DDE se detect6 un desove espontaneo, no
obstante es necesario evaluar la calidad del desove, si los huevos han sido
fertilizados, asi como también continuar observando el desarrollo gonadal de los

hibridos y otros parametros que permitan sefalar su fertilidad.
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9.- CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion del
hibrido de Paralabrax nebulifer x P. maculatofasciatus se establece que la
migracion de las células germinales primordiales (PGCs) comienza en organismos
gue alcanzan una talla aproximada de 10 mm LP, son estructuras pareadas en la
region superior de la cavidad toracica, lo cual marca el inicio de la formacion de las
gonadas. Asimismo, se diferenciaron cuatro estadios gonadicos y el tipo de
desarrollo es asincronico, evidenciandose ovocitos en todas las fases de
crecimiento. La talla media de madurez sexual (Tm) fue de 124 mm LP. Con
respecto al IGS, coincidié con el crecimiento de los ovocitos por lo que se puede
calificar como un buen indicador macroscopico de la madurez sexual. El IHS
muestra una tendencia decreciente en relaciéon con el IGS. El macho secundario
con presencia de ovotestis, indica la condicion de diandria. Finalmente, se
concluye que el patron reproductivo del hibrido de Paralabrax nebulifer x P.
maculatofasciatus es el hermafroditismo protoginico.
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10.- RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS PARA TRABAJOS
FUTUROS

Con base en los resultados derivados de esta investigacion, se pueden

recomendar los siguientes puntos.
En una primera etapa:

1. Es necesario evaluar el desarrollo de las tres especies (Paralabrax
nebulifer, P. maculatofasciatus y el hibrido) simultaneamente, para sefialar
semejanzas y diferencias en el desarrollo bajo las mismas condiciones de
cultivo.

2. Se recomienda evaluar el efecto de la temperatura, el fotoperiodo, la
densidad, la alimentacion y otros factores que puedan influir en el desarrollo
de las génadas.

3. Es indispensable valorar la calidad del desove y si los huevos han sido
fecundados, asi como la viabilidad de los embriones.

En una segunda etapa:

4. Se recomienda realizar di hibridos a partir de la cruza de los hibridos y la
retrocruza con ambos progenitores, con el fin de valorar su viabilidad,
crecimiento y resistencia a enfermedades, para poder realizar una mejor

seleccién con fines de cultivo.

Finalmente, en una tercera etapa:

5. Se recomienda el uso de técnicas histoquimicas o moleculares, tales como
PAS vy la identificacibn de gen vasa, que permitan la observacion de la

migracion de las PGCs en las primeras fases del periodo larvario del pez.

6. Se sugiere realizar la certificacion molecular del hibrido.
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