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Introduccion

Los peces son, desde tiempos ancestrales, una fuente importante para la obtencion
de proteina animal, aportando vitaminas y sales esenciales, asi como aceites de la
serie omega-3 que-ayudan a controlar el colesterol y prevenir las enfermedades
cardiovasculares. Adicionalmente, es un producto facilmente comercializable y se
obtiene por pesca o biep”mediante la acuicultura. Esta dltima ha tomado gran
relevancia en los ultimos “afios, con un crecimiento del 8.9% desde 1970, en
comparacioén al 2.8% del sector terrestre (Vela Vallejo & Gonzales Posada, 2007).
La acuicultura representa una .grandiosa alternativa para producir animales
acuaticos de manera sustentable, evitando asi la explotacidon masiva de algunas
especies de importancia comercial, a-la vez que son una fuente generadora de
empleo. Tan sélo en 1979 representaba‘el 7% del consumo humano total mundial,
sin embargo en 1994 aumenté al 26%, reportandose en 2004 el 39 %, siendo uno
de los crecimientos mas rapidos;Unicamente” en la produccion de animales
acuaticos en 2014 se reporta 73,8 millones' de toneladas, con un valor estimado de
primera venta de 160.200 millones de USD.(EAO, 2016).

La produccion de especies continentales es la mas consistente en su aporte, con
un estimado de 47 millones de ton en comparacién con las maritimas, que producen
26 millones de ton aportando anualmente en conjunto 73.78 millones de ton, en
contraste con la produccion mundial por pesca de 91.1 millones de ton (FAO, 2014).
Dentro de los peces de aletas utilizados en la acuicultura destaca Mylopharyngodon
piceus (FAO, 2014), para la cual se reportaron 5.5 millones de ton, demestrando
que el ambiente acuatico que tiene mayor recurrencia es de agua ¢dulce, en
contraste a las especies como Catla catla que reportd 2.7 millones de ton siendo

marino.

En México, las especies de agua salobre o marina con algun grado de desarrollo en
el cultivo son, robalo blanco del Atlantico Centropomus undecimalis (Alvarez-

Lajonchére & Tsuzuki, 2008); el botete (Sphoeroides annulatus), el pargo lunarejo
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(Lutjanus guttatus) del Pacifico (Alvarez-Lajonchére et al., 2010), donde los niveles
de producciorde crias alcanzados hasta el momento (laboratorio y piloto-comercial)
son reducidosy_distan aun de alcanzar las magnitudes que se requieren a escala
comercial, como'se*ha logrado hacer con otras especies de peces que se producen
a nivel mundial en.el orden de millones de organismos/afio (Comision Nacional de
Acuicultura 'y Pesca [CONAPESCA, 2014]).

La familia Lutjanidae (pargos) esta representada por tres géneros y diez especies,
no obstante, Unicamente._el” género Lutjanus (ocho especies) y el género
Hoplopagrus (con una especie);"son de interés comercial y recreativo, distribuidos
en las plataformas continentales'de la-zona tropical y subtropical (Claro & Lindeman,
2008). Esta familia tiene una gran plasticidad por lo que han sido utilizados en
estudios de acuicultura orientados al desove, reproduccion y crecimiento mediante
fotoperiodo y temperatura controlada obteniendo resultados positivos (Arnold et al.,
1978; Turano et al., 2000; Martinez=Lagos, 2003; Botero-Arango & Castafio-Rivera,
2005; Papanikos et al., 2008 & Guerrero-Tortolero et al., 2008). En las costas de
Tabasco se ha reportado la especie Lutjanus griseus, que al igual que las otras
especies de su familia, cuenta con una gran apreciacién,en el mercado gracias a su
excelente calidad, de acuerdo a (ProcuraduriasFederal del'"Consumidor [PROFECO,
2019]) la apreciacion del kilogramo de pargo se encuentra en 120 pesos; cabe
sefalar que el consumo de pescado per capita en Méxicarha, experimentado un
dinamismo pasando de 8.9 en 2012 a 12k en 2015, (CONAPESCA, 2016).

Esta importancia ha generado interés en su cultivo, por lo que‘resulta imperioso
generar informacion que permita controlar la reproduccion “en cautiverio.
Paralelamente, este trabajo pretende inducir la maduracién de los<0rganismos

empleando fotoperiodo controlado.

Antecedentes

L. griseus, es una especie muy versatil puesto que es eurihalina y euritopica: se le

encuentra en casi todos los habitats marinos de la zona costera, desde agua dulce
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hasta 50_ppm y a profundidades desde unos pocos centimetros hasta 180 m
(Rathjen, 1959; Rivas, 1971; Starck, 1971; FAO, 1978; Cervigon, 1993). Es una
especie gonoctrica, sin embargo, como caso excepcional Baez et al., (1982),
reportaron un ejemplar hermafrodita con una génada de cada sexo. Sus génadas
son pares, de igual forma y tamafio en ambos sexos, no presenta caracteres
externos de dimorfismo sexual y las tallas minimas encontradas de organismos
maduros son 185 mm langitud estandar (LE) en los machos y 195 mm LE en las
hembras (Starck, 1971); ‘en”la plataforma suroeste (SW) de Cuba (Golfo de
Bataband), éste autor encontrd-€jemplares machos de L. griseus con las génadas
maduras, desde 180 mm longitud“patron (LH), 160 g de peso y un afio de edad. Su
época de desove es reportada desde-junio a septiembre (Starck, 1971), aunque
Domeier et al. (1996) plantean que el desove ocurre de junio a agosto.

Los principales desafios a los quesse enfrenta la acuicultura es la adaptacion en
cautiverio, maduracion y reproduceién de l0s organismos, consecuencia de la alta
vulnerabilidad al estrés (Castell6, 2013), porso cual se buscan alternativas
reproductivas menos invasivas, coma la.manipulacion de factores ambientales,
entre ellos el fotoperiodo, la temperatdra; conduetas sociales y estimulacién
quimica. De manera concreta, los peces estansujetos ainyproceso ritmico regulado
por factores ciclicos ambientales como el fotoperiodo y températura; los cambios de
estos factores a lo largo de las estaciones del afio crean condicignes propicias para
la maduracion simultanea entre reproductores. Estos cambios son percibidos
mediante receptores sensoriales de los mismos organismos; uno-@e los principales
organos sensoriales es el 6érgano pineal, cuya estructura secretoratieneda funcion
neuronal de la percepcién de informacién del fotoperiodo y la temperatura, y en la
codificacion de esta informacion en sefales nerviosas (neurotransmisores) y
neuroendocrinas (melatonina) que permiten la sincronizacion ambiental~de
NnUMerosos procesos ritmicos, como la reproduccion. Esta informacion neuronales
que percibe y codifica el 6rgano pineal deben alcanzar de manera directa o indirecta

el hipotdlamo y la hipdfisis para modular la sintesis de factores reguladores
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hipotalamicos y gonadotropinas hipofisiarias, las cuales dirigen los ritmos del
desarrollo‘gonadal y la reproduccién (Mufioz-Cueto, 2013).

La melatonina s la hormona que determina la mayoria de las actividades ritmicas
circadianas y estacionales de los vertebrados (Mufioz-Cueto, 2013). Los niveles de
melatonina plasméatica’se elevan durante la noche y descienden durante el dia, al
darse los cambios cicliecos_diarios se lleva a cabo la biosintesis de la melatonina
mediante la captacion y conversion de triptéfano a 5-hidroxitriptamina (serotonina)
en dos pasos enzimaticos:“inicia con la hidroxilacion de triptofano por triptofano
hidroxilasa conduce a la formacién de 5- hidroxipriptéfano que luego se descarboxila
por medio del aminoacido aromatico descarboxilasa para dar serotonina, en este
punto la serotonina puede ser N-acetilada por medio de un especifico serotonina N-
acetiltransferasa (NAT), para ahora sf darse la conversion de N-acetilserotonina
formado a melatonina es catalizad0 por hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT), es
importante considerar que existen-0tros compuestos metoxiindélicos que pueden
ser sintetizados a partir de seratonina_(Ekstrom#& Meissl, 1997; Falcoén et al., 2009;
Mufoz-Cueto, 2013). Hontela & Peter” (1980)( realizaron estudios en peces
Carassius auratus mediante el procedimientorde la pinealectomia (extirpacion de la
glandula pineal) y asi determinar el efecto,en los niveles de gonadotropinas,
encontrando que la pineal influye en el desarrollo gonadal a'través de la alteraciéon
de los ciclos diarios de los niveles séricos de GTH en peces\de colores, en otra
investigacion Khan & Thomas (1996) al trabajar en la influencia de,la melatoniana
en Micropogonias undulatus sobre los niveles de gonadotropinas Mipofisiarias y/o
de hormona liberadora de gonadotropinas, concluyendo que puede estimularse o
inhibirse la secrecion de GtH Il actuando a nivel predptico area hipotalamica-anterior
(POAH) y también directamente en la pituitaria para estimular GtH I1.

Los ajustes en los periodos de luz/oscuridad genera un efecto en los peces
dependiendo el de especie, etapa y comportamiento, se aplico 8L/16D y 24L en
larvas y juveniles de Lates calcarifer para evaluar el efecto de la luz prolongada en

el crecimiento, supervivencia, mostrando que durante los primeros 8-10 dias hay
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un aumento.en la tasa de crecimiento considerable, sin embargo no necesariamente
en la sobrévivencia (Barlow et al., 1995). Biswas en colaboracion (2005); al utilizar
el fotoperiodo~largo (16L/8D) y continuo (24L/0D) encontraron una diferencia
significativa en el Pagrus major respecto a su tasa de crecimiento en comparacion
a un estado normal. Otre estudio que se enfocé en la manipulacion del fotoperiodo
para la reproduccion, ¢recimiento y respuesta al estrés en el Pagrus major encontré
que las hembras expueStas a 16L/8D tuvieron desoves favorables, asi como no
hubo una respuesta significativa al estrés del experimento, respecto a crecimiento
24L/0D fue el mejor (Biswas et al., 2010). Algunas especies de pargos han sido
sometidas a este método, al igual.que a la manipulacion de la temperatura. En
Ocyurus chrysurus se han reportade-resultados positivos con 35.5 y 46.1% la
fertilizacion de huevos (Turano et ‘al.,, 2000). ElI pargo amarillo Lutjanus
argentiventris, respondié favorablemente al fotoperiodo logrando elevar la
fecundidad y producir desoves fuera-de temparada (Guerrero-Tortolero et al., 2008);
mientras que Lutjanus campechanus\ mostrd_un porcentaje de mas del 90% de
fertilidad (Arnold et al., 1978). La mayoria de*los éstudios se enfoca a la maduracion
de las hembras, sin embargo, en afios(recientes _sé\ha dado importancia a la
conservacion de germoplasma mediante‘Ja recolecta) y criopreservacion de
esperma.

Justificacion

El interés por cultivar pargos no es nuevo, pues existen varias especies sujetos a
investigacion por poseer alta apreciacion mercantil debido a la calidad de la carne.
En particular Lutjanus griseus presenta caracteristicas que la hacen atractiva para
su cultivo pues posee una gran plasticidad por ser resistente a cambigs, fisico-
quimicos, presentando amplia distribucion en las aguas costeras de Tabasco. La
familia Lutjanidae ha tenido buena respuesta al ser sometida al confinamientoy.sin
embargo en la reproduccién se presentan ain muchos retos, conseguir que el pez
se reproduzca de manera natural sin ejercer ningun tipo de hormona ayuda a

disminuir los gastos de produccion, y evita el desorden hormonal con su injerencia,
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obteniende*asi carne libre de hormonas y esteroides, que a su vez llegan al
organismo’ del,consumidor. De ser posible lo anterior, nos permitiria en un futuro
cercano utilizar’la criopreservacion aunado al fotoperiodo y obtener producciones

de pargos a lo large.del afio.

De tal manera, el presénte estudio se enfoca en generar informacion nueva sobre
el fotoperiodo en esta‘especie, que seran determinantes para elevar la produccion
de peces de manera Optimas, de excelente calidad y fortalecer el comercio de las

mismas con el menor gasto’posible.
Objetivo general

Determinar el efecto del fotoperiodo.enel proceso de maduracion esperméatica de

Lutjanus griseus

Objetivos especificos:
Obtener machos maduros con esperma fluido de’L..griseus mediante la

manipulacion del fotoperiodo.

Evaluar la calidad del esperma generado mediante fotoperiodo controlado.

Hipotesis: Los peces expuestos al fotoperiodo controlado fesponderan a los

estimulos ambientales simulados, generando la maduracion dexlas goénadas.
Materiales y métodos

La presente investigacion se llevara a cabo en las instalaciones de la’Estacion
Marina de Acuicultura (EMA) de la Divisibn Académica de Ciencias Bioldgicas
(DACBIO0Il) de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco (UJAT), ubigada en
Jalapita, Centla, Tabasco. Se emplearan reproductores silvestres de Lutjanus
griseus capturados en la laguna Mecoacan que son mantenidos en tanques de fibra
de vidrio circulares de 63.6 m® de capacidad (9m @, 1m altura), en condiciones del

agua similares a su habitat y alimentaciéon a saciedad aparente, mediante el
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suministrosde alimento comercial para peces marinos (Skretting Alimento Marine
MX® de 6mmn; 45% de proteina, 12% de grasa, 1.2% fibra y 1.5% fosforo).

Tratamiento profilactico. Se desparasitaran los peces con formol al 37% (0.2 mL

por litro de agua)durante una hora, aplicandose dos veces con diferencia de un dia.

Disefio experimental? Para determinar el efecto del fotoperiodo en la maduracion de
L. griseus, se realizara~un disefio completamente aleatorizado de un factor
(fotoperiodo), compuesto (por~dos tratamientos (natural y controlado) con dos
réplicas cada uno. El primer tratamiento mantendra las condiciones naturales que
se presenta en la EMA, en dos tinas de fibra de vidrio de 7 m? de capacidad (3m &,
1m altura) con diez organismos“gada uno, mientras que para el segundo se
habilitara un cuarto forrado completaménte con polietileno, con iluminacién 24 horas
(Lamparas de 200 W VOLTECK®), con‘caracteristicas similares y el equivalente al

namero de ejemplares colocados al.azar.

Medicion de parametros fisicoquimicoes. Se tomtard el pH con el potenciémetro
(EcoSense® pH 100A, EE.UU.), la salinidad ‘se™medird con el refractometro
(Aquafauna Bio marine Inc®, EE. UU), el oxigeno disuelto (OD) y la temperatura del
agua con (YSI Model 55® Handheld Dissolved Oxygen System, EE.UU.), la
temperatura ambiental se registrard con un termometro _ambiental diariamente.
Asimismo, se hard mediciones de amonio (NH3), nitritos (NO2).y, nitratos (NO3) una
vez por semana empleando el fotometro Aquaculture photometer® (HANNA
instruments, HI 83203, EE.UU.), estos datos se capturaran en umasase de datos
en Excel 2013 para su posterior analisis. Se haran recambios de agua,de 2 a 3
veces por semana y para eliminar restos de excreta y alimentos no ‘Consumidos

seran sifonado diariamente.

Alimentacion. Los peces de ambos tratamientos se alimentaran a saciedad_tres
veces al dia (9:00, 12:00 y 16:00 horas) con alimento comercial (Skretting Alimento
Marine MX® de 6mm, 45% de proteina, 12% de grasa, 1.2% fibra y 1.5% fosforo).
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Manipulacién de organismos. Al inicio del experimento, cada pez se le implantara
un inductor de transmision pasiva (PIT tag) (Avid Identification Systems, Inc.; Norco,
California, USA).Los transmisores se insertaran empleando una jeringa hipodérmica
cerca de la aleta_ventral, esta aguja sera deslizada bajo las escamas, usando la
punta de la jeringa‘para«realizar una incision lo suficientemente grande, como para
que el transmisor pudiera)ser insertado con la minima penetracion con el fin de evitar

danos.

Se realizaran tres biometriaS registrando el peso en gramos, longitud patrén (LP),
grosor y altura del pez. También se registrar4 el sexo de cada organismo y la
presencia / ausencia de esperma;estas medidas se tomaran al inicio, a los 30 dias
y a los 60 dias del experimento. El'peso se determinara empleando una balanza
(Ohaus®, Scout Pro SP-2001, EE.UU.)coruna precision de 0.001 g. la longitud y la
altura serdn medidas con un ictiOmetro convencional con precision de 1 mm. Antes
de cada manipulacién, los peces seran.anestesiados con aceite de clavo a una dosis
de 0.015 mL L. Una vez anestesiados, se realizara presion abdominal para la
obtencién de esperma y determinar la' ealidad del mismo. La supervivencia sera
estimada al final del experimento mediante centeo de l0s peces presentes.

Obtencion de muestras de esperma. La extraccion de esperma se hara con una
jeringa de 3 mL y se dispondra en tubos eppendorf de 2mL de.capacidad para
observar al microscopio en fresco, y en una dilucion de 1pul/ 200 pide~agua marina.

El resto se colocara a 4°C para realizar la activacion los dias posteriores.

Evaluacion espermética. La evaluacion de la calidad espermética se consideraran:
La fluidez del esperma al salir por el poro urogenital, para ello se aplicarajpresion
abdominal al pez y se determinara mediante los parametros propuestos por Alvarez-
Lajonchere y Hernandez Molején (2001); Cuando sale escaso semen con mucha
dificultad después del masaje abdominal (+), cuando hay trazas de semen espeso

y viscoso (++), cuando hay pequefios volimenes de semen fluido (hidratado) (+++)

©



y (++++) para cuando el semen es copioso. La motilidad de los espermatozoides se
medird en“segundos y a la vez el porcentaje de las células activas, para ello se
secara perfectamente el poro urogenital para evitar activar las células espermaticas
por agua de mar u‘orina; se utilizara 0.1 uL de semen mismo que serd diluido en
200pL de agua marina_ para activarlo simultaneamente a un cronémetro y registrar

el tiempo total de actividad al ser observado al microscopio éptico (Zeiss) a 40X.

La cuantificaciéon de células, espermatica se hara en la camara de Neubauer
improved® de 0.100mm de profundidad, equipada con dos cAmaras de conteo y se
empleara el método de conteo dé (Alvarez-Lajonchére, 2001).

Andlisis estadisticos. Para comparar los resultados entre tratamientos, se realizara
un andlisis de varianza simple (ANOVA), seguido de un contraste de rangos
multiples empleando el método HSD Tukey'y considerando un nivel de significancia
<0.05; todos los analisis estadisticos-se harédn 'mediante el programa Statgraphics
Centurion XVLI®y la construcciéon de todas’las graficas se haran en el paquete
Sigma Plot V. 11.
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RESUMEN

La manipulacién del fotoperiodo se ha empleado como un método alternativo no invasivo
para estimularfamaduracion sexual en peces. Consiste principalmente en incidir espacial y
temporalmente err elscontrol fisioldgico del animal sobre su periodo reproductivo. EXxisten
escasos estudios sobre el _efecto del fotoperiodo en machos de peces y mucho menos para
climas tropicales; debido‘a esto, este estudio se enfocd en inducir la maduracion gonadica en
machos de pargo mulato (Lutjanus griseus) comprimiendo la temporada de maduracion
sexual de 5 meses en 2 meses,.Jos‘meses comprimidos fueron de marzo a julio. A partir de la
cuarta semana de marzo (12 h y 30-min de luz) se realizaron ajustes de 2.4 minutos por dia
hasta alcanzar las horas correspondientes-al pico maximo estimado en el afio (13h 'y 42 min
de luz) horas de luz. EI 100% de los peces, confinados bajo fotoperiodo artificial tuvo una
respuesta significativa en la produccion de‘esperma. Ademas, se observd mayor fluidez y
mayor motilidad de los espermatozoides, habiendo un nimero mayor de células espermaticas
con respecto al fotoperiodo natural. EStes¥esultades permitirdn ampliar los meses de manejo
reproductivo de esta especie, empleando, fetoperiodo centrolado.

INTRODUCCION

La acuicultura ha tomado gran relevancia en 10s dltimos afios, con un crecimiento del 8.9%
desde 1970, en comparacion al 2.8% del sector terrestre (Vela Vallejo & Gonzéles Posada,
2007), adicionalmente representa una grandiosa alternativa parafproducir animales acuaticos
de manera sustentable, evitando asi la explotacion masiva de algunas’especies de importancia
comercial, a la vez que son una fuente generadora de empleo. En México, las especies de
agua salobre o marina con amplio potencial para su cultivo son; robalo blanco del Atlantico
Centropomus undecimalis (Alvarez-Lajonchére & Tsuzuki, 2008), el botete (Sphoeroides
annulatus), el pargo lunarejo (Lutjanus guttatus) del Pacifico (Alvarez-LajonChére, et al.,
2010). Sin embargo, los niveles de produccion de crias alcanzados hasta el momento«(labo-
ratorio y piloto-comercial) son reducidos y distan aun de alcanzar las magnitudes-que, se
requieren a escala comercial, como se ha logrado hacer con otras especies de peces quese
producen a nivel mundial en el orden de millones de organismos/afio (CONAPESCA, 2014).
La familia Lutjanidae estd representada por tres géneros y diez especies; no obstante,

unicamente el género Lutjanus (con ocho especies) y el género Hoplopagrus (con una




especie) son‘de interés comercial y recreativo. La obtencion de peces mediante la acuicultura
enfrenta desafios como la adaptacién en cautiverio, la maduracién y la reproduccién de los
organismos, consecuencia de una alta vulnerabilidad al estrés (Castello, 2013). Por esta
razon, se buscan atternativas reproductivas poco invasivas, como la manipulacion de factores
ambientales (fotoperiodo ystemperatura), conductas sociales y quimicas. De manera concreta
los peces estan sujetos hiologicamente a un proceso ritmico regulado por factores ciclicos
medioambientales como el{fotoperiodo y la temperatura. Los cambios de estos factores a lo
largo de las estaciones del afio_erean condiciones propicias para la maduracion simultanea
entre reproductores (Mufioz-Cuetoy2013). Los Lutjanidos tienen una gran plasticidad al ser
utilizados en estudios de acuicultura”en-el desove, reproduccion y crecimiento mediante
fotoperiodo y temperatura controlada ebteniendo resultados positivos (Arnold et al., 1978;
Turano et al., 2000; Martinez-Lagos 2003; Botero-Arango & Castafio-Rivera 2005;
Papanikos et al. 2008 & Guerrero-Tortolero,et al., 2008). En las costas de Tabasco se ha
reportado que la especie Lutjanus griseus, al igual/que otras especies de su familia, cuenta
con una gran apreciacion en el mercado.gracias a su excelente calidad y alto valor (Garcia-
Torcuato, 2006). Esta importancia ha generado interes-en. su cultivo, por lo que resulta
imperioso generar informacion que permita cantrolar la repreduccion en cautiverio. Por tal
motivo, en el presente trabajo se pretende evaluat.si la maduracion gonadica de machos en
L. griseus responde positivamente a la manipulacion del fotoperiodo.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y organismos empleados. La investigacion se realizo entlas instalaciones de la
Estacion de Acuicultura Marina (EAM) de la Division Académica de ‘€iencias Bioldgicas
(DACBIO0I) de la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco (UJAT), ubicada en Jalapita,
Centla, Tabasco. Se emplearon reproductores silvestres de Lutjanus griseus capturados en la
laguna Mecoacén que fueron trasladados a la EAM, donde se mantuvieron en agua.marina
en tanques de fibra de vidrio circulares de 63.6 m?® de capacidad (9m @, 1m altura). A su
llegada los organismos recibieron un tratamiento profilactico que consistio en bafios de
formol al 0.2% por una hora. La alimentacion se proporcion0 a saciedad aparente tres veces

al dia (9:00, 12:00 y 16:00 horas) mediante el suministro de alimento comercial para peces




marinos marca Skretting Marine MX® (45% proteina, 12% grasas, 1.2% fibra y 1.5%
fosforo).

Disefo experimental. El presente experimento tuvo una duracion de 60 dias, iniciando el 27
de marzo de 2017 Para determinar el efecto del fotoperiodo en la maduracion de machos de
L. griseus, se utiliz6 un_disefio completamente aleatorizado de un factor (fotoperiodo),
compuesto por dos tratamientos (fotoperiodo natural y fotoperiodo controlado) con dos
réplicas cada uno. En el primero se mantuvieron las condiciones ambientales naturales que
se presentan en el area de reproductores de la EAM durante los meses de estudio, mientras
que para el segundo se habilitd_un, cuarto forrado con polietileno negro, equipado con
iluminacion artificial (Lamparas VOLTECK® de 200 W) generandose un fotoperiodo que
comprimid las horas naturales de luz presentes en la zona durante los meses de marzo a julio
(Fig. 1). Para ello, el primer dia se tuvieron 12 horas y 30 minutos de luz, realizandose
cambios en la duracion de la iluminacion de 2.4 minutos cada dia, hasta alcanzar un méximo
de iluminacion diaria de 13 horas y 42-minutos, 1a cual se mantuvo hasta el Gltimo dia de
experimentacion (Fig. 2).

Las unidades experimentales consistieron en tanques de fibra de vidrio de 7 m? de capacidad
(3m @, 1m altura) con agua marina filtrada. En cada unidadexperimental se colocaron diez
organismos seleccionados aleatoriamente de un lote de reproductores de L. griseus, mismos
que promediaron en peso 180.47 g (+ 37.66) y 8.58 cm (+ 1.53) de longitud total. Al inicio
del experimento no se observaron diferencias estadisticamente-, significativas entre
tratamientos para el peso, longitud o factor de condicion de los peces (p > 0.10) Debido a
que L. griseus no presenta dimorfismo sexual, el sexo de cada organismo,era. desconocido al
inicio del experimento.

Medicién de parametros fisicoquimicos. Se midio el pH con el potenciémetro{EcoSense®
pH 100A, EE.UU.); la salinidad se tomo con el refractometro (Aquafauna Bio maring4Anc®,
EE.UU), el oxigeno disuelto (OD) y la temperatura del agua con (YSI Model 55® Handheld
Dissolved Oxygen System, EE.UU.), la temperatura ambiental se midio diariamente con un
termometro ambiental. Asimismo se realizaron mediciones de amonio (NHz), nitritos (NOg)
y nitratos (NOsz) una vez por semana usando un fotometro (HANNA instruments, HI 83203,

EE.UU.). Para mantener la calidad del agua se realizaron recambios dos a tres veces por




semana remplazandose el 80% del agua. Para eliminar restos de excretas y alimentos no
consumidos se‘realiz6 diariamente un sifoneo del fondo dos horas después de haber tenido
su ultimo alimento.

Manipulacién deorganismos. Al inicio del experimento, cada pez fue implantado con un
inductor de transmision pasiva (Avid Identification Systems, Inc.; Norco, California, USA).
Los transmisores fueron’insertados empleando una jeringa hipodérmica cerca de la aleta
ventral. La aguja empleada ‘para insertar el transmisor se deslizé debajo de las escamas,
usando la punta de la jeringa paratealizar una incision lo suficientemente grande, como para
que el transmisor pudiera ser insertado con la minima penetracion para evitar dafos.

Se realizaron tres biometrias registrandose-el peso en gramos, la longitud total (LT) y la altura
del pez. También se registrd el posible‘sexa de cada organismo considerando la presencia o
ausencia de esperma; estas medidas se tomaran al inicio, a los 30 dias y a los 60 dias del
experimento. El peso se determind empleandose una balanza analitica (Ohaus®, Scout Pro
SP-2001, EE.UU.) con una precision‘de 0.001 g.la’longitud y la altura fueron medidas con
un ictiometro convencional con precision\de 1 mm, Antes de cada manipulacion, los peces
fueron anestesiados con aceite de clavo a una dosis de 0015 mL L™, La supervivencia fue
estimada al final del experimento mediante conteo de los peces presentes.

Obtencién de muestras de esperma. Después de tres meses ‘de"Confinamiento, se procedio a
verificar el efecto de los tratamientos. Una vez anestesiados los"peces, se realiz6 una ligera
presién abdominal para la obtencidén de esperma y determinar la calidad del mismo. El
esperma obtenido se recolect6 con una jeringa de 3 mL y se dispuso‘en tubos eppendorf de
2mL de capacidad. Las muestras fueron observadas en fresco.

Evaluacion espermatica. Para evaluar la calidad espermatica se considero la fluidez y
consistencia del esperma al salir por el poro urogenital inactivo y se determinaron categorias
mediante los siguientes criterios creados para fluidez ex profeso: cuando no salg"semen a
pesar de hacer masaje abdominal (0), cuando sale escaso semen con mucha dificultad'después
del masaje abdominal (1), cuando hay trazas de semen espeso Yy viscoso (2), cuandohay
pequefios volimenes de semen fluido hidratado (3) y cuando el semen es abundante al primer
masaje (4); las categorias utilizadas en consistencia fueron cuatro, (poco) consistente al

percibirse al tacto el esperma ligeramente viscoso, (medio) cuando el fluido es mas




blanquecine®y entre los dedos presenta un hilo de viscosidad, se consideré (alto) al formarse
hilos espesos.de semen al separarse entre los dedos y (muy alto) cuando el color blanquecino
era mas evidente“y.se perciben hilos gruesos y altamente maleables de esperma. La motilidad
de los espermatozoides se midié en segundos y a la vez el porcentaje de las células activas,
para esto Ultimo se ‘secO. perfectamente el poro urogenital para evitar activar las células
espermaticas por agua de mar u orina; se tom6 0.1 puL de semen mismo que fue diluido en
200uL de agua marina para’activarlo y registrar el tiempo total de actividad con un
cronometro al ser observado al microscopio éptico (Carl Zeiss Primo Star, Germany) a una
magnificacion de 40X.

Conteo de espermatozoides: De cada'muestra de semen obtenida, se realizé una dilucion de
1:200 con agua marina. Cada muestra se“dejo reposar por 3 minutos previo a realizar el
conteo. El conteo de espermatozoides se realiza empleando una camara Neubauer improved®
de 0.10 mm de profundidad con dos camaras. Se consideraron cinco campos de conteo por
cada una de las cAmaras y se empledel-método desestimacion descrito por Clark & Hippel
2004; empleando la siguiente formula:| Y¥=Nx200x10x400/80; donde: N es el nimero de
espermatozoides en la muestra, 200 es el titulo,de la dilueién, 10 es el factor de correccion
de la profundidad de la camara para llevar a mim?, 400 es_eltotal de cuadros de la camara y
80 es el nimero total de cuadros contados.

Anélisis estadisticos. La evaluacion del estado morfoldgico de los peces se hizo mediante un
analisis de condicién multiple de Fulton (K) empleandose la formala-propuesta por Ricker
(1975). La normalidad de los datos se verifico empleando los valores Z de sesgo y curtosis
estandarizada (-2/+2) y la homocedasticidad se verific6 empledndose la,prueba de Bartlett.
Para determinar si existieron diferencias en los ambientes generados en 0s tratamientos se
realizd una comparacion de medias en pH, temperatura ambiental y temperatura del agua, y
una comparacion de medianas para salinidad y oxigeno disuelto, empleando la prueba de T
de Student (T) las variables de peso y longitud total se analizaron mediante contraste,de
medianas con la prueba de Mann-Whitney (MW). Los efectos de los tratamientos (se
evaluaron empleando una prueba de Chi cuadrada (y %) para fluidez, una tabla de contingencia
para el contraste de la consistencia, mientras que para la motilidad, porcentaje de células

activas y numero de espermatozoides/mL se empled la prueba de T de Student. Los datos de




porcentajes-fueron transformados a arcoseno para su anélisis (Zar, 1999), sin embargo los
resultados Son” mostrados en porcentajes. Todos los analisis estadisticos se realizaron
empleandose un“limite de confianza o = 0.05. Para ello se utilizé el programa Statgraphics
Centurion XVI1® y.da representacion grafica de los datos se hizo en el paquete SigmaPlot
v.11®. Los valores {son _presentados en medias (+ desviacion estandar) para variables
paramétricas y medianas/(£rango intercuartil) para las no paramétricas.

RESULTADOS

Al examinarse los peces al final"del experimento se determind que en el tratamiento de
fotoperiodo controlado se encontraron 16 machos en los 20 peces empleados, mientras que
en el tratamiento con fotoperiodo natural-se identificaron 15 machos de 20. Al término del
tratamiento, los peces bajo fotoperiode*artificial incrementaron su peso en 15.43 g,
duplicando el incremento logrado por los peces en fotoperiodo natural (7.65 g); sin embargo,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.10) en peso, longitud o
factor de condicion final entre los tratamientos (Tabla 1).

Se observé un efecto significativo del fotoperiodo ¢ontrolado (¥?; p < 0.01) en la cantidad de
peces que produjeron esperma. En los peces mantenidos-en fotoperiodo artificial se logré
obtener esperma del 100 % de los machos (16), mientras~que en el fotoperiodo natural,
Unicamente se obtuvo esperma en 9 organismos.(60 %). La“prueba de T empleada en el
conteo espermatico (mm?) sugiere diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (p = 0.03), siendo mayor en el tratamiento artificial (5¢14-millones de células +
1.64 €%) que en fotoperiodo natural (3.63 millones de células + 0.36 €°).

Los resultados de la tabla de contingencia para la fluidez del espermasindican un efecto
significativo del fotoperiodo controlado (y% p < 0.01) ya que 11 organismos presentaron
fluidez alta (3) o muy alta (8), mientras que en el fotoperiodo natural Unicamente dos lo
hicieron (un pez en cada categoria) (Tabla 2). Al evaluarse la consistencia del esperma, los
resultados sugieren que no existe una diferencia estadisticamente significativa (; p=0:07).
Sin embargo, se observa una tendencia a que el fotoperiodo artificial tenga mas peces,con
una consistencia alta (32%) en contraste al natural con 4% en la misma categoria. El contraste
de valores de motilidad indica que no existen diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos (p > 0.10).




Los ambientes creados por los tratamientos generaron algunas condiciones ligeramente
particulares. L@ prueba de T de Student indico que la temperatura del agua presentd una
diferencia altamente significativa (p < 0.001) siendo 1.77 °C maés alta en el fotoperiodo
artificial (28.97 °C £40,75) que en el fotoperiodo natural (27.20 °C + 1.48). De igual manera,
el contraste de medianas'de Mann Whitney para la concentracion de oxigeno sugiere que este
pardmetro fue més alto (p =)0:016) en los tanques mantenidos bajo fotoperiodo natural (5.56
mg/L + 1.30) con respectolal fotoperiodo controlado (5.69 mg/L + 1.51). La salinidad fue
ligeramente mas alta (MW; p'< 0:01) en el fotoperiodo natural (34.01 ppm + 4.00) que en el
fotoperiodo controlado (33.00 £-3.00). Las variables pH y temperatura ambiental no
presentaron diferencias estadisticas”significativas (T, p > 0.10), registrndose valores
promedio de 8.57 Ul (x 0.13) y 29.00:°CG*(+ 0.82) en el fotoperiodo controlado y 8.56 Ul
(£0.15) y 28.97 °C (= 1.21) en el fotoperiodo natural. De acuerdo al ANOVA de los
pardmetros de calidad de agua, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos para las concentraciones de\nitritos, nitratos y amonio (p > 0.05). Los
valores promedio (£ DE) de parametros enel fotoperiodo controlado fueron de 2.08 (+ 2.46);
5.02 (£ 0.09) y 4.30 (x 3.27), respectivamente® Mientras-que para el fotoperiodo natural
fueron de 4.08 (£ 5.8); 4.98 (= 0.09) y 4.15 (£(3.65), respeetivamente.

DISCUSION

El fotoperiodo empleado en L. griseus como estrategia de maduracion gonadica en machos,
mostré notables diferencias en el nimero de organismos que produjeron.esperma en contraste
a los pocos peces que respondieron en el fotoperiodo natural, aunquela calidad espermatica
en ambos no fue estadisticamente diferente, excepto en la fluidez quesSi.se mostré una
diferencia lo cual es muestra de la maduracion de los peces y la calidad. Estes resultados nos
permiten sustentar que si se puede madurar a L. griseus fuera de temporada<al acelerar el
proceso mediante el fotoperiodo, y es posible reproducirlos en diferentes periodos,del-afio.
Para este experimento no se considero a las hembras, debido a que la especie no presenta
dimorfismo sexual y no se pudieron identificar desde el inicio; aunque en un principio(se
considerd sincronizarlos al final no fue posible, por lo que seria interesante hacer una

evaluacion para las hembras y observar los efectos en la calidad de huevo y fecundidad.




Se conoce_.gue los cambios anuales en el fotoperiodo actian sobre la glandula pineal y el
hipotalamo*“los*cuales secretan y sintetizan hormonas como la testosterona, progesterona,
estradiol y la hormana liberadora de gonadotropina que son responsables de la reproduccion,
(Frantzen et al., 2004;:Prayogo et al., 2012, Aragon-Flores et al., 2014). Ademas, es prudente
mencionar que no todas. fas especies de peces reaccionan de la manera esperada a las
modificaciones de luz; en peces de aguas templadas como lo han reportado Hansen et al.,
2001 & Hildahl et al., 2013; Jas hembras del bacalao atlantico (Gadus morhua) mostraron
una menor fecundidad y huevos/mas pequefios, inhibicidn en el desarrollo sexual y desove
al ser expuestas a horas de luz prelengadas; también se ha visto este efecto en otras especies
como el salmon atlantico (Salmo salar).y-tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus (Aragon-
Flores et al., 2014);en el caso particular.de,O. niloticus se ha observado que su respuesta a
dias largos (8:16) y (14:10) de luz-oscuridadyes excelente teniendo un efecto significativo al
acelerar la maduracién, y aumentando.da produccion de huevos y la fecundidad asi como, la
secrecion de hormonas como el estradiol, testosterona y GRH (Campos-Mendoza et al.,
2004). En peces tropicales, las hembras reportan una_ buena produccién de huevos y buena
fecundidad fuera de temporada en Lutjanus argentiventris, en dias largos (14L-10D) asi
como un aumento significativo en los niveles de testeSterona en comparacion a los
tratamientos 8L:16D, 10L:14D, y 12L.:12D (Guerrero-Tortolero,et al., 2008), en la hembras
L. analis, al ser confinados a un acondicionamiento empleandosfototermoperiodo se obtuvo
maduracion avanzada y completa, con un porcentaje de fertilizaciondel.70% (Botero-Arango
et al., 2005). Los estudios realizados en machos son limitados, un estudio realizado en la
trucha alpina (Salvelinus alpinus) que es un pez templado respondi6,favorablemente al
presentar altos niveles de KT11 testosterona que es la hormona fundamental‘en la maduracion
de peces, se obtuvo machos maduros 8 semanas antes que en el tratamiento natural (Frantzen
et al., 2004). En 1999, Pefia & Dominguez, encontraron niveles de Norepinefrina (€fecto en
la respuesta al estrés) mas elevados en el hipotalamo en el fotoperiodo de 24 horas oscuridad
en contraste al confinamiento natural en Tilapias del Nilo (O. niloticus), se ha demostrado
sistematicamente que este neurotransmisor tiene un efecto en la produccion de la hormona

luteinizante (HL), que a su vez interviene en el desarrollo gonadal.




Por otra parte, se ha reportado que la temperatura es un elemento que tiene incidencia en la
sincronizacion<de los peces que indica si las condiciones son apropiadas para la reproduccion
y lamaduracionrde.los gametos (Estrada-Godinez et al., 2014); a pesar de ello, en este trabajo
no se consider6~como un factor determinante, sin embargo, si se obtuvo una mayor
temperatura en el tratamiento artificial que en el natural, lo cual es producto de una mayor
incidencia de luz que enda escala de compresion hecha coincide con los meses en los que la
temperatura es mas alta. ES importante mencionar que la diferencia de temperatura era 1° C
en contraste al fotoperiodo natural, y seria pertinente razonar si este resultado es atribuible
Unicamente a la luz.

CONCLUSION

El fotoperiodo en machos para madurarlos®es una buena alternativa, sin embargo se requieren
mas estudios, enfocados en la temperatura‘y fotoperiodo y saber que efecto produce esta
combinacidn, y asi tener una perspectiva mas amplia de como funciona este proceso en los
peces tropicales, debido a que se podria“pensar ‘que por ser del trépico no hay un efecto
significativo del ambiente en los peces, sin‘fembargo alshaberse evaluar en este experimento
la incidencia de la luz, obtuvimos resultados significatives,-sin embargo al no haber podido
controlar la temperatura desconocemos que efecto producirfa,al combinarlos y simular algo
mas detallado, donde las temperaturas por lo general son altas y constantes, debido a la
geografia de la zona tropical.

La técnica de fotoperiodo al ser empleada en otras especies tropicales, permitiria un mayor
control en la produccion de los peces, incluso se podria probar en especies mas cotizadas, y
seguir trabajando para poder emplearse posteriormente técnicas de,€rio preservacion
espermatica para una produccion de peces fuera de temporada. Es importante que se sigan
realizando estudios en machos, porque por lo general solo se realizan en hembras y existe un
desabasto de informacidn en estos.
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Anexos figuras
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Figura 1. Valores promedio semanal de fotoperiodo y temperatura.a.lo largo de un afio en
estanques de maduracién de reproductores de la Estacion de Acuicultura Marina. El recuadro
en lineas punteadas indica el tiempo y las condiciones de fotoperiodo a simufar y el recuadro

sombreado representa las semanas de duracion del experimento.
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Figura 2. Valores promedio semanal para foteperiodo y geémperatura bajo condiciones
naturales (simbolos abiertos) y obtenidas bajo fotoperiodo controlado (simbolos obscuros).

Las semanas del afio indican aquellas en las que se llevd a cabo el €xperimento.



Anexos tablas

Tabla 1. Valores’promedio (+ DE) de Peso, Longitud Total (LT) y Factor de condicion de Fulton (K)
de los peces empleadas al inicio y al final del experimento.

INFEIAL FINAL
TRATAMIENTO
PES@ (g) LT (cm) K PESO (9) LT (cm) K
FOT. 17432 .+ 1843 £+ 276 +|189.74 £+ 1894 + 277
CONTROLADO  38.43 1.46 0.23 41.23 1.25 0.77
188.04 "y £.18.72 £ 284 £]19569 £ 1993 + 255
FOT. NATURAL 36.75 144 0.33 34.24 1.76 0.52

Tabla 2. Frecuencia de observaciones de*fluidez del esperma en organismos sometidos a diferentes
regimenes de fotoperiodo.

CATEGORIAS DE FLUIDEZ
TRATAMIENTO | NO | BAJA | MEDIA! ALTA | MUY,
© () |an 1), | ALTA
(1v)
FOT.NATURAL |6 |4 3 1 1
FOT.
conTROLADO | 90 |1 4 3 8






