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17 Introduccion

El grupo de los robalos constituye una de las pesquerias mas importantes del Golfo
de México.~Su importancia econémica se debe a que son considerados como
alimento de ‘altosvalor proteinico, forma parte de la pesca artesanal y deportiva de
aguas interiores y costeras, y actualmente es considerada como una especie con
potencial para la aeticultura. Debido a estas caracteristicas, se ha generado una
fuerte explotacién del) recurso, ocasionando que las capturas disminuyan;
particularmente, los organismos tallas mayores a los 90 cm, que generalmente son
hembras, provocando que~las poblaciones silvestres disminuyan (Alvarez-
Lajonchere y Hernandez-Mollején, 2001; Alvarez-Lajonchere et al., 2004; Perera-
Garcia et al., 2008; Loran-Nufiez eteal., 2012).

Por ello, investigadores de paises come-Estados Unidos, Cuba, Puerto Rico y Brasil
han externado su preocupacién_por llevar a cabo acciones que aseguren la
continuidad del manejo de este recurso, ‘enfocandose principalmente a especies
como el robalo blanco (Centropomus undecimalis) y el robalo chucumite
(Centropomus parallelus) (Tucker y Campbell,\1988; Taylor et al., 1998; Alvarez-
Lajonchere et al., 2002; Cerqueira y Tsuzuki, 2009). En México, los principales
avances sobre manejo en cautiverio se han realizado“en.los estados de Yucatan y
Tabasco con el robalo blanco y el robalo chucumite (Sanchez et al.,, 1999;
Contreras, 2011; Ibarra-Castro et al., 2011). Los estudios realizados hasta el
momento se han dirigido hacia la induccion del desove y la obteneion de larvas; las
cuales han sido adaptadas con alimento comercial, no obstante, a’los avances, es
necesario redoblar esfuerzos en la obtencion de una metodologia que funcione de
manera adecuada y que genere certeza en la conservacion del recurso_(lbarra-
Castro et al., 2011; Contreras, 2011; Sanchez et al., 1999).

Respecto al robalo prieto (Centropomus poeyi), los estudios realizados sobre.su
biologia y ecologia son escasos; no obstante, que es la segunda especie mas
apreciada después del robalo blanco (Chavez, 1981). Esta especie presenta

caracteristicas muy atractivas tales como, tallas maximas notables de hasta 88.5
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cm, son animales robustos y al estudiar la relacién peso-longitud este autor concluye
que™as.hembras son mas grandes y pesadas que los machos (Chavez, 1981).
Ocurre €n.a vertiente y costas del Golfo de México, desde Tampico, Tamaulipas
hasta la Laguna de Términos en el estado de Campeche; sin embargo, algunos
autores senalan, que su distribucion se limita hasta Frontera, Tabasco (Chavez,
1981). En cuanto al comportamiento reproductivo se tiene poca informacion, por lo
cual se asume qué es\igual que el resto de los robalos, es decir, es considerada una
especie protandrica hefmafrodita que madura sexualmente primero como macho y
posteriormente cambia @ hembra. Se sabe que pasa la mayor parte de su ciclo de
vida en ambientes dulceacuicelas y cuando adultos migran periédicamente al medio
marino durante la temporada.reproductiva (Chavez, 1981; Caballero, 1996; Tringali
y Bert, 1996; Peters et al., 1998):

Como especie con un alto potencialspara acuicultura, se requieren estudios
enfocados al conocimiento de’la biologia reproductiva en condiciones controladas,
por ejemplo: alcanzar los primeros-estadios de maduracion en cautiverio, una
vitelogénesis completa y estimular.el’proceso de la maduracion final ovocitaria que
permita la induccién al desove mediante el ‘uso. de hormonas analogas. Esto
permitira la obtencion de huevos, larvas y’juveniles.que puedan ser incorporados a
la acuicultura. También es urgente realizar-estudios ‘erientados al conocimiento del
desarrollo gonadico temprano y su diferenciacion sexualpara definir a ciencia cierta
si la especie es hermafrodita protandrica. Esta informacion/servira de referencia
para implementar estudios de inversion sexual orientada ¢a producir hembras
reproductivas viables de tallas mas pequefas que permitan\terminar con la
dependencia de hembras reproductoras de gran tamafo, provenientes del medio

silvestre.

En el presente estudio, se pretende generar conocimiento basico y aplieado que
permita establecer pautas de manipulacion del ciclo reproductivo del robalo.prieto
C. poeyi, en condiciones de cautiverio, contribuyendo asi a la conformacion de*un

paquete tecnoldgico para el manejo y conservacion de esta especie.



27 Antecedentes

2.1.- Posicion taxondmica, distribucion geografica y aspectos generales

El grupo deflos robalos pertenece al orden Perciformes, suborden Percoidei y a la
familia Centropomidae, la cual contiene el género Centropomus. La distribucién de
este grupo de peces, es endémica de ambos litorales tropicales del continente
americano, con 12 éspecies muy semejante en sus caracteristicas anatémicas y
morfolégicas (Nelson, 2006;,Castro-Aguirre et al., 1999). En las costas del océano
Pacifico ocurren C. medius, C. viridis, C. robalito, C unionensis, C. armatus y C.
nigrescens; mientras que las costas del Atlantico se presentan C. pectinatus, C.
undecimalis, C. ensiferus, C. patallelus, C. mexicanus y C. poeyi (Rivas, 1986).

En el caso de C. poeyi su distribucién parece ser endémica de México, aunque es
posible que su distribucion alcance las-costas de Belice, la vertiente y costas del
Golfo de México, desde Tampico, en el.estado de Tamaulipas, hasta la Laguna de

Términos en el estado de Campeche (Chavez, 1981).

Los robalos habitan en ambientes acuaticos continentales y en zonas estuarinas no
muy profundas con presencia de manglares®y _'generalmente con sustratos
pedregosos, su carne es color blanca, suayve y agradable al paladar, son especies
catadromas las cuales prefieren aguas saladas parfa su reproduccién y
posteriormente, los juveniles migran hacia aguas salobres o dulces (Rivas, 1986;
Cerqueira, 2002). Estos animales tienen un régimen carnivorosprefiriendo peces y
crustaceos, estos ultimos representan gran parte de la dietatde los juveniles
(Chavez, 1963, Fuentes, 1973).

2.2.- Manejo en cautiverio del robalo prieto

Con base en algunas caracteristicas bioldgicas de las especies, se han realizado
algunos estudios para generar una tecnologia que permita la produccién masivade
alevines, juveniles, y el proceso de la engorda de estas especies en cautiverio.(Si

bien es cierto, que el cultivo del robalo asiatico Lates calcarifer ya es una realidad,



paraJlas especies de robalos en México y el continente americano no se da la misma
situaeion, aunque los esfuerzos mas sobresalientes a nivel experimental han sido
enfocados.a C. undecimalis y C. parallelus. Para el caso de C. poeyi, a pesar de ser
la segunda.especie de mayor importancia en el Golfo de México los esfuerzos han
sido encaminados solo a evaluar aspectos de sus pesquerias (Loran-Nufez et al.,
2012; Perera-Garcia et al., 2008; Chavez, 1981). En nuestro pais, dos instituciones
han llevado a cab® el'manejo de especies de robalos en cautiverio; la UNAM en sus
instalaciones de Sisals~Yucatan, donde se trabaja con C. undecimalis y la UJAT en
sus instalaciones de la Estacidon de Acuicultura Marina de Jalapita, Tabasco. En esta
ultima, se ha trabajado con.C.-undecimalis, C. parallelus y C. poeyi. La mayoria del
trabajo se ha enfocado a acondicionar grupos de robalos al manejo en cautiverio y
a realizar investigaciones sobrereproduccion inducida con hormonas comunmente

usadas en acuicultura.

2.3.- Mecanismos de determinacion, diferenciacion y reversion sexual en

peces teledsteos.

Se han propuesto diversos modelos» para: tratar de explicar el proceso de
determinacién sexual en peces teledsteos como el homogamético-heterogamético
y el autosomal-multifactorial (Trombka y“Avtalion, 1993). La determinacién sexual
se define como la suma de elementos genéticos que.son responsables de la
existencia de las gonadas y depende de la combinacion.de los cromosomas de
ambos progenitores (Baroiller et al., 1999). Los genes determinantes del sexo son
los responsables de la presencia de las gonadas, de la forma,-diferenciacion a
testiculo u ovario y la presencia o ausencia de cavidad ovarica (Piferrer, 2001). Se
sabe que la expresion sexual en los peces teledsteos puede verse afectada por
factores genéticos, sociales y ambientales que pueden desviar la prepercion 1:1
machos: hembras (Piferrer, 2001; Devlin y Nahagama, 2002). Estos factores-pueden
afectar la orientacion de las células germinales y somaticas dentro de la gdnada
primordial (Piferrer y Donalson, 1989 y 1994, Piferrer, 2001; Devlin y Nahagama,
2002). El desarrollo de las génadas y la diferenciacion de estas en peces teledsteos

estan controlados por hormonas de la glandula pituitaria (gonadotropinas) y



regulados por la liberacion de los factores de las gonadotropinas (GnRH) y otras
moléetlas de origen neuroendocrino y gonadico (Pandian y Sheela, 1995; Piferrer,
2001; Devilin y Nahagama, 2002). Es por ello, que la descripcién del desarrollo
gonadico temprano es un aspecto importante en los peces, debido a que permite
conocer la‘\estructura, morfologia y el momento exacto en que ocurre la
diferenciacion sexual de las génadas. Este proceso incluye diferentes eventos que
tienen lugar en los primordios gonadicos, tales aspectos van desde la migracion de
las células germinales-primordiales (CGPs), la formacién de las crestas germinales
de las génadas indiferenciadas, hasta la diferenciacién a testiculos u ovarios. En
peces teledsteos gonocoéricos.se ha demostrado que la diferenciacién sexual ocurre
primero en las hembras y posteriormente en los machos, aunque, se ha reportado
que en las tilapias O. mossambicus.y O. niloticus el proceso de diferenciacion sexual
ocurre simultdneamente en ambossexos (Patifio et al., 1996; Piferrer, 2001; Devlin
y Nagahama, 2002).

El proceso de reversion sexual.es. una adaptacidon que ocurre en los peces
teledsteos que presentan hermafroditismo# Elthermafroditismo, se presenta en
aquellas especies en las cuales en un mismo individuo se observan gonadas con
tejidos ovarico y testicular. Se conocen basicamentedres tipos de hermafroditas: los
secuenciales (protandricos y protdginos), los simultaneos (sincrénicos continuos y
asincronicos) y los seriales (Pandian, 2012; Gémez, 1995; Caballero, 1996). Para
explicar este fendmeno existen al menos cuatro modelos, €\primero considera que
la reversion sexual ocurre en tallas y edades diferentes, es unfeéndémeno continuo y
prolongado, pero que, al llegar a la primera madurez sexual, sglojuna parte de la
poblacién cambia de sexo y de la misma manera ocurre en los proximos eventos
reproductivos y asi sucesivamente. Otros dos modelos se fundamentan en la
necesidad vy dificultad de los individuos de encontrar pareja, estos me@delos son
denominados hermafroditismo por densidad poblacional baja y dispersion de'genes.
Finalmente, el modelo de la cuota sexual menciona que los individuos cambian-de
sexo porque en el proximo acto reproductivo tendrian mas éxito que con el sexo
actual, este proceso es activado por cambios demograficos o alteraciones de

comportamiento en el sistema social en el cual viven y como consecuencia de
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interacciones con otros individuos (Ghiselin, 1969; Goémez, 1995; Nakashima et al.,
1995;Allsop, 2003). En robalos existen evidencias histolégicas que demuestran que
son hermafroditas protandricos, debido a que, durante su ciclo de vida, inician su
maduracidn.sexual como machos y después ocurre un proceso de reversion sexual
a hembras; esta, condicion ha sido evidente en gbénadas en periodo de cambio de
sexo con C. undecimalis donde se han encontrado simultdneamente lamelas

ovigeras y conductos que contienen esperma (Taylor et al., 2000).

Hasta el momento no se.han llevado a cabo estudios para conocer este proceso de
manera mas precisa en los robalos. Sin embargo, un estudio sobre estructura
poblacional realizado en el Rio Grande en Texas, EE. UU., sugiere que los juveniles
de robalo blanco a tallas de hasta. 360 mm de longitud presentan epitelio germinal y
conducto espermatico definido, caracteristico de testiculos diferenciados en peces
teledsteos (Huber, 2007).

2.4.- Obtencion de poblaciones.-monosexo y su fundamento teérico

La plasticidad del desarrollo sexualide los peces teledsteos permite manipular el
proceso de diferenciacion sexual y puede ser-efectiva aun con la presencia del
material genético que determina el sexd (Yamamotoe,, 1969; Trombka y Avtalion,
1993; Pandian y Sheela, 1995; Piferrer, 2001; Devlin y.Nahagama, 2002; Goudie et
al., 1983). La base de esta teoria fue propuesta por ¥amamoto (1969) quien
menciona que al final de la cascada de eventos, los esteroides sexuales son los
inductores naturales responsables del proceso de diferenciacion gonadica. La
sensibilidad para la inversion del sexo inducida por un esteroide.ha sido base para
el desarrollo de técnicas para la obtencién de poblaciones monosexo en varias
especies de peces (Baroiller et al., 1999). Sin embargo, dicha propuesta/nho prueba
que los esteroides son los inductores naturales de la diferenciacién gonadica, pero
proporciona elementos que han servido para explorar el proceso fisiol6égico de la
diferenciacion sexual en peces (Pandian y Sheela, 1995; Piferrer, 2001; Devlin)y
Nahagama, 2002). La inversidn sexual es el proceso mediante el cual una génada

indiferenciada y genéticamente comprometida hacia un sexo en particular es



indugida para desarrollarse hacia otro sexo (Pandian y Sheela, 1995; Piferrer, 2001;
Devilin“y, Nahagama, 2002). Este proceso esta regulado por la capacidad de las
células germinales de diferenciarse en ovogonias o espermatogonias. Pero también
este evento-funciona como un estimulo del desarrollo de células germinales
determinadas 'del segundo sexo-quiescente (Devlin y Nahagama, 2002; Omoto et
al., 2002). Los estudios de inversién sexual en peces han permitido el control de
aspectos tales come=Jla reproduccion en organismos precoces, control mismo del
evento reproductivo, manipulacién del sexo para obtener un sexo en particular con
caracteristicas deseables.»”para su cultivo y la obtencibn de organismos

reproductivamente viables a tallas mas tempranas.

La inversion sexual, mediante™el uso de hormonas sintéticas en peces, como
proceso para la obtencion de poblaciones monosexo puede ser orientada en dos
vertientes: obtencién de poblaciones_de sélo machos (masculinizacion) o bien la
produccion de poblaciones dé/sdlo hembras (feminizacion). Los métodos mas
empleados para la obtencién de-pablaciones monosexuales son la separacion
manual, la cual, es efectiva en_organismostadultos y se fundamenta en la
observacion directa de la forma de la papila urogenital, esta técnica presenta ciertas
desventajas en aquellas especies que nopresentan/diferencias estructurales en la
forma de la papila. Otro método es la hibridacion;.el cual consiste en la cruza
selectiva de organismos para producir machos y/o hembras con caracteristicas
deseables. Un tercer método incluye la administracion oral\de esteroides, en esta
técnica el esteroide se adiciona al alimento que sirve comosVvehiculo para hacer
llegar el esteroide al individuo. En el tratamiento por inmersién,) la hormona es
disuelta en agua y los alevines se introducen por periodos cortos o_prolongados
segun convenga (Green et al., 1997). Finalmente, la técnica de bio-encapsulado o
enriquecimiento en nauplios de Artemia sp, consiste en afadir el esteroide)al agua
de incubacion o de cultivo por un tiempo determinado con la finalidad de que'dichas
sustancias se adhieran a los tejidos de los nauplios de artemia y sirvan como.via
para transportar el compuesto a los alevines de peces (Stewart et al., 2001, Vidal-
Lopez et al., 2012).



Los esteroides comunmente empleados para inducir el desarrollo de un sexo en
partiedlar son la 17-a metiltestosterona con efecto masculinizante y el 17-3 estradiol,
que presenta propiedad feminizante. La diversidad de los estudios para demostrar
la efectividad-de estas hormonas sintéticas en peces ha quedado demostrada en
diversas publicaciones. Entre ellas, encontramos los estudios realizados por
Johnstone et al: (1978) con Oncorhynchus mykiss, Goudie et al. (1983) con bagre
de canal Ictalurus punctatus, Nakamura (1984) con O. keta, Happe y Zohar (1988)
con la dorada Sparus-aurata y Colombo y Grandi (1990) con Anguilla anguilla. Por
otro lado, se ha observadoe que en el pargo de cabeza negra Acanthopagrus
schlegelii es posible inducir la.inversion del sexo obteniéndose porcentajes de hasta
100% de hembras utilizando.estradiol en la dieta a razon de 4 mg/kg de alimento
por cinco meses de tratamiento” (Chang y Lee, 1992). Otros reportes como el
Strissmann et al. (1996), donde utilizando alimento impregnado del esteroide E2 a
dosis de 20 y 50 mg/kg de alimento desde 105 a 179 dias lograron obtener 100 %
hembras en el pejerrey Odontestis-bonaeriensis. En el caso del robalo blanco, Vidal
et al. (2012) realiz6 un estudio con,juveniles’silvestres, para evaluar el efecto de la
aplicacién 17-3 estradiol via oral mediante una estrategia de sustitucién parcial del
alimento, aplicando una dosis de 50 mglkg de-alimento a diferentes tiempos de
exposicion. Los resultados muestran que a/partir de.les 21 y hasta los 42 dias de
tratamiento se pueden obtener porcentajes altos de_feminizacion variando entre
87% y 93%.

2.5.- Eje Hipotalamo-Hipéfisis-Gonada en peces teleésteos

Los sistemas nervioso y endocrino de los vertebrados actuansde manera
sincronizada para coordinar el evento reproductor de los teledsteos, siendo el eje
hipotalamo-hipdfisis-gébnada el que controla dicho proceso. El funcionamiento
general del control hormonal que ejerce el sistema neuroendocrino sobre €l.proceso
de ovogénesis y espermatogénesis es el siguiente: fotorreceptores de la retina o
quimiorreceptores del epitelio olfatorio son los encargados de captar y convertir.los
estimulos ambientales en sefiales electroquimicas que se dirigen via neuronas

sensoriales al cerebro y de ahi al hipotalamo, donde son procesadas induciendo a
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la secCrecion de hormonas peptidicas como GnRH (hormona liberadora de
gonadotropina) y en ciertas especies el GRIF (factor inhibidor de la liberacién de
gonadotropina). Estas hormonas se dirigen a la glandula pituitaria donde inducen y
regulan lajgpreduccion de las hormonas gonadotropinas, que luego son liberadas al
torrente sanguineo por donde circula hasta llegar a las goénadas, 6rganos
productores de esteroides (E2 y T, principalmente) que son los que directamente

controlan el desarrollo, gonadal (Patifio, 1995).
2.6.- Biologia reproductiva en el robalo prieto

Existen algunos estudios relacionados con aspectos de la biologia reproductiva de
esta especie. Chavez (1963) _y~Fuentes (1973) en la Laguna de Alvarado en
Veracruz, México; Carvajal (1975)*hizo un estudio en la Laguna de Términos en el
estado de Campeche. Con relacidn.a‘lajmadurez sexual para robalo prieto estan los
trabajos de Chavez (1963) y Carvajal (1975), pero no hacen referencia acerca de la
talla 50 % (Lm) como indicador‘en-a que las hembras alcanzan la madurez sexual.
El maximo pico reproductivo para’ el robalo”prieto en la Laguna de Alvarado,
Veracruz se presenta en el mes de julio: La temparada de reproduccion abarca los
meses de junio a septiembre, en este estudio.seyobservan machos en estado
reproductivo hasta el mes de septiembre;*Caso contrario sucede con las hembras
las cuales solo se observan hasta agosto (Loran-Nufiez et al., 2012). Las tallas de
madurez sexual en estadios IV al V (Nikolsky, 1963) para.machos fue de 72.7 cm
de longitud total, mientras que para hembras considerando los estadios IV al VIl fue
73.8 de longitud total; la hembra mas pequefa reportada fue de60.ecm (Loran-Nufiez
et al., 2012). Al parecer en esta especie la temporada de reproduccionwpuede variar
de acuerdo con la zona o region como sucede con el robalo blanco (Marshal, 1958;
Chavez, 1961; Chavez, 1963; Taylor et al., 1998; Tucker et al., 1987; Caballero et
al, 1996). Esta aseveracion concuerda con la Com. Personal de Pecadores,de la
Laguna de Termino en Campeche donde indicaron que el maximo pico reproductivo

de la especie ocurre en el mes de enero.
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2.7.-Induccién a la maduracion final y al desove en peces teledsteos

Existen especies, que a causa del estrés producido por el cautiverio no se
reproducen’en estas condiciones, debido a la inhibicion de la produccién y liberacién
de las hormonas sexuales estimulantes del desarrollo gonadal y en ocasiones por
el mal manejo’quge.se les da a los organismos. Bajo condiciones naturales, se sabe
que el ciclo reproductor de los peces se inicia cuando se producen cambios
especificos en el medio.ambiente. Los factores de tipo exdgeno que influyen sobre
el ciclo reproductor son..temperatura, fotoperiodo, oxigeno disuelto, pH, salinidad,
feromonas, sustrato de ‘desove, lluvias, ciclo lunar, factores sociales (Carbajal,
1997).

El desarrollo gonadal puede sérsControlado por la manipulacion de los factores
ambientales como el fotoperiodo, latemperatura, pH, salinidad, sustrato de desove,
ciclo lunar, lluvias, entre otros«Sin embargo, debido a los elevados costos que
implica la adaptacion y mantenimiento de'un sistema que controle estas variables,
el mas practico y confiable método’de control*sobre dicho proceso consiste en el
uso de quimicos exodgenos como hormonas: que-estimulan el normal desarrollo
gonadal (Harvey y Hoar, 1979). Actualmente, la teenologia para produccién de crias
en Centropomidos se basa fundamentalmente en laCaptura de peces sexualmente
maduros e inducidos al desove a través del método“de inyecciones e implantes,
hasta el momento no ha sido posible obtener desoves.de manera natural en
cautiverio. Los resultados han sido promisorios cuando manejo.es el adecuado y la
alimentacion la mas cercana a su medio natural. Estudios realizados para inducir la
maduracioén final y desove, usando la hormona gonadotropina coridénica humana
(GCH) muestran que esta hormona a dosis de 500 1U/kg de peso produce ovulacion,
gametos viables y sobrevivencia larval en el robalo blanco; mientras?que en
reproductores silvestres de C. parallelus con tallas de 210 a 1740 g Se.0btuvo
gametos y porcentajes de 70 a 90 % de fertilizacion a temperaturas de a 25.°C y
salinidad de 29 a 35 ups (Neidig et al., 1999; Godinho et al., 2000). Otros estudios
usando implantes de cuatro analogos de hormonas liberadoras de gonadotropina
(GnRH; salmén (sGnRH), pollo (cGnRH-II), esparidos (sbGnRH) y mamiferos
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(mGnRH)) en el robalo blanco con dosis de 10 pg/kg/dia durante cinco dias,
muestran resultados positivos con mGnRH, sGnRH y cGnRH-II lo cual permiten el
éxito en”la, ovulacion (Skapura et al.,, 1999); en Tabasco, México, los esfuerzos
realizados/para la obtencién de un protocolo de induccion en Centropémidos ha
dado resultados, positivos al usar el método de implantes e inyecciones; en el
primero se obtuvieron desoves en un 100 % de los tratamientos; mientras que al
aplicar inyecciones de, GnRH-a se increment6 el diametro de los ovocitos, la autora
de este estudio mengiona que la dosis de 150 pg/kg fue la mejor al presentar el
mayor diametro de ovocitossdespués de la induccién (Contreras-Garcia, 2011); sin
embargo, Sanchez-Zamora et-al. (1999), al aplicar implantes de la hormona LHRH-
con dosis de 50 y 100 pyg/animalen robalo blanco mencionan que no hubo respuesta
hormonal a la induccién a la maduracién ni a los estimulos manuales y que la falta
de maduracion se debidé a que losg@animales fueron de tallas muy pequefnas y aun
no alcanzaban madurez sexual, las dosis empleadas fueron bajas y que pudo
deberse a los cambios de salinidad, temperatura generados por la época de lluvias
y nortes en la zona de estudio, este mismorautor 10 afios después, menciona que
al realizar cambios en la dieta y salinidad, pringipalmente, obtienen al menos cuatro
hembras maduras y 70 % de machos espermiantes«Sanchez-Zamora et al., 2009).
Los resultados mas importantes hasta el momento-gbtenidos con implantes de
analogos de GnRH en los robalos, esta el estudio de |barra-Castro et al., (2011) al
usar implantes con dosis de 121+31 ug kg~' en hembras y83+6 ug kg~' en machos

se obtiene un total de 70, 936 juveniles de 45 dias post eclasion.

En el caso del robalo prieto, se han realizado algunos ensayos/con reproductores
silvestres y recientemente con especimenes en cautiverio donde se\ha logrado
obtener larvas y estas llevadas a la etapa de juvenil, mediante la aplicacion de
hormonas analogas. Sin embargo, la técnica aun no es del todo precisa, ni se ha
corroborado de manera experimental por lo que se requiere profundizar.en este
sentido y evaluar otros alcances en el desarrollo de un paquete tecnolégico

adecuado para la especie.
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37 Justificacion

El manejo', reproductivo es el primer paso en la elaboracion de paquetes
tecnologicos en acuicultura. La demanda de alimento a nivel mundial y nacional es
cada vez mayor;.por lo que, es indispensable integrar nuevas especies que sean
viables para la acuicultura. Es por ello, que es importante generar conocimiento que
permitan conocer algunos aspectos relevantes sobre técnicas de induccion a la
reproduccién y control del evento reproductivo en diferentes etapas del ciclo de vida
de los organismos. El rabalo prieto es una especie que se considera endémica de
Meéxico la cual, presenta caracteristicas atractivas para su incorporacion como
especie potencial a cultivar. Sin embargo, la unica fuente de obtencion de semilla y
reproductores es del medio silvestre, lo que hace inviable mantener esta Unica
fuente del recurso, aunado a ello, los ‘ejemplares que se obtienen del medio silvestre
son organismos grandes que _generalmente mueren en el proceso de captura,

cuarentena y aclimatacion.

Dentro de estas ultimas técnicas se encuentran Ja.induccién a la maduracion final y
desove mediante la aplicacion de hormonas amalogas como la GnRH-a y la
inversion sexual en larvas, juveniles o adultos para obtener del sexo deseado a
tallas mas pequenas. Este proceso se lleva a cabo empleando hormonas sintéticas

como detonadores de la diferenciacién sexual y reversidén’sexual.

En el presente estudio, se pretende contribuir en dos vertientes del manejo
reproductivo en cautiverio. 1) la obtencion de lotes de hembras viables a temprana
edad mediante la induccién de inversion sexual de machos juveniles y adultos a
hembras viables, empleando esteroides sintéticos, asimismo, evaluar”que el
proceso de inversién sexual no regresa a su condicion inicial, previo coneCimiento,
descripcion del desarrollo gonadico temprano y la diferenciacion sexual‘y (2) la
induccion controlada del desove de hembras feminizadas viables, mediante la

aplicaciéon de inyecciones e implantes de GnRH-a.
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47 Hipétesis de Investigacion

El robalo prieto C. poeyi es una especie hermafrodita protandrica, de la cual se sabe
poco en relacion a su biologia reproductiva. Existe informacién que indica que la
especie habitasrios y lagunas de agua dulce y unicamente incursiona al mar a
desovar, realizando, migraciones entre estos ambientes durante la temporada de
desove. Durante estosumovimientos, la especie es capturada en grandes volumenes
constituyendo una pesqueria comercial importante. En el Laboratorio de Acuicultura
Tropical se han venido desarrollando estrategias que permitan controlar el desove
en cautiverio, aunque aun-€xisten vacios en la informacién; sin embargo, la
informacion existente para €7 undecimalis puede servir de referencia. Para la
realizacion de la presente investigacion se plantean las siguientes hipotesis: (1) el
proceso de desarrollo gonadico y la diferenciacion sexual en C. poeyi en cautiverio
mantiene caracteristicas morfolégicas.y temporalidad similares a la de otros peces
teledsteos; (2) para fortalecer-el“"manejo seproductivo en cautiverio, es factible
producir poblaciones 100% hembras, mediante tratamientos con E2 en diferentes
etapas de su ciclo de vida (juvenil temprane;-juvenil tardio y adulto), estos
organismos revertidos a hembra mantendran sud-condicion, siendo totalmente
funcionales, y (3) las hembras obtenidas mediante) reversion sexual inducida
responderan a tratamientos con analogos de GnRH-a; alcanzando la maduracién

gonadal, produciendo ovocitos viables y participando activamente en desoves.
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5. Objetivos

Objetivo general
e Evaluar el manejo reproductivo de C. poeyi, bajo condiciones de cautiverio,
incluyendo aspectos del desarrollo gonadico temprano, la manipulacion de la

diferenciacidn y la reversion sexual, la maduracion final y el desove.

Objetivos especificos

e Describir el desarrollo.gonadico temprano y la diferenciacion sexual de C.

poeyi.

e Evaluar el efecto de la administracién oral de 17- estradiol en el alimento

para la inversion sexual.de juveniles de C. poeyi.

e Inducir la reversion sexual*de machossadultos a hembras funcionales de C.

poeyi mediante la aplicacién desdmplantes con 17- 3 estradiol.
e Evaluar la efectividad de diferentes dosis de GhnRH-a empleando inyecciones

e implantes en la induccién de la maduracién_y-desove de C. poeyi de

hembras tratadas con estradiol.
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6. Materiales y Métodos

6.1.- Las diferenciacion gonadal temprana sugiere la existencia de
hermafroditismo protandrico en el robalo mexicano Centropomus poeyi

(Centropomidae, Perciformes, Teleostei).
6.1.1.- Obtencion“de.organismos.

Los organismos empleados en la presente investigacion fueron obtenidos de
desoves controlados llevados a cabo en la Estacion de Acuicultura Marina de la
Division Académica de Ciencias Bioldgicas de la UJAT, ubicada en Jalapita, Centla,
Tabasco. Se emplearon reproductores silvestres de C. poeyi capturados en la zona
costera del estado de Tabasco y fueron mantenidos en tanques plasticos circulares
de 63 m3® (9 m @), con condiciones: de\calidad de agua éptimas y alimentacion a
saciedad aparente, mediante”el suministro de alimento comercial para peces
marinos (Europa®, 55 % de prot€ina) y trozos de peces forrajeros, principalmente
crias de tilapia Oreochromis niloticus;topén-Bormitator maculatus y sardinas de los

géneros Dorosoma y Astyanax.
6.1.2.- Obtencién de huevos y larvas.

Para la obtencion de huevos y larvas viables se utilizé6 a' una hembra y tres machos
del lote de reproductores (peso promedio de 5,850.g y 3,328 =+ 112 g,
respectivamente), los cuales fueron inducidos al desove dsando implantes de
colesterol hechos a mano con una dosis de 200 ug/pez de LHRHa'(Syndel, Western
Chemical, Fendale, WA, USA), siendo posteriormente colocados en\un tanque
circular de fibra de vidrio de 4 m de diametro con agua marina (salinidad de 30 ppt
1+ 1.4 y temperatura de 28 + 1.6 °C). El desove ocurrié el dia 05 de octubre de 2014;

27 horas después de la induccion.
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6.1.3# Cultivo de larvas y juveniles.

Una vez eclosionadas, las larvas fueron colocadas a una densidad de 200 larvas/L,
en tanques/circulares de fibra de vidrio de 500 L de capacidad con un recambio de
agua del 80%, y aireacion continua. La salinidad (28.9 £ 1.1 ppt), oxigeno disuelto
(6.5 + 0.8 mg/L), y.la temperatura (27.5 £ 1.8°C) fueron monitoreadas diariamente.
Alos 15 dph, la salinidad se disminuy6 gradualmente (5 ppt/dia) hasta que los peces
se encontraran en aguda.dulce. La alimentacion de las larvas consistio en microalgas
y mezcla de rotiferos Braehionus plicatilis y B. rotundiformis (30 org/ml) a 13 dph se
agregaron nauplios de artemia (30 org/ml). Las larvas fueron destetadas con
alimento comercial (Gemma wean™, Skretting; composicion proximal: 62%
proteina, 14% lipidos, 8% ce€nizas, 0.2% fibra), empezando el dia 20 ph y
continuando hasta los tres meses. Del lote final de organismos juveniles obtenido,
se tomaron 700 individuos de manera_aleatoria, siendo repartidos equitativamente
en tres tanques circulares de”2,000 L conectados a un sistema de recirculacion
cerrado. Los peces se mantuvieron-en este sistema hasta la realizacion de los
muestreos. La alimentacion se proporciond a'saciedad aparente cuatro veces al dia
con alimento comercial marca Europa™, (Skretting; composicion proximal: 55%
proteina, 15% lipidos, 12% cenizas, 1.0%fibra and/8.5% humedad) de 3.0, 4.0 y
6.0 mm de diametro. Diariamente, fueron sifonearon.les restos de comida, heces y
al menos un 10 % de agua del sistema. Los parametros de temperatura, pH y
oxigeno disuelto se midieron diariamente, los nitratos, nitritds.y amonio una vez a la
semana. El oxigeno disuelto (5.92 + 0.036 mgL") se midié constin oximetro (YSI 55,
California, USA), la temperatura del agua se midié con un termometro (YSI® 55,
California, USA), registrandose valores promedio de 29.8°C = 0.11. El pH (6.8 &
0.04) fue medido con un potenciémetro (Denver Instruments UB-10,-Denver, Co-
lorado, USA). Semanalmente, se midieron, con un equipo multiparamétricoy(Hanna
Instruments, HI 98311, Rhode Island, USA), las concentraciones de amonio{0.1
0.03 mg L), nitritos (0.01 + 0.015 mg L") y nitratos (0.3 + 0.02 mg-' L),

respectivamente.
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6.1.4+ Recolecta y procesamiento de muestras para histologia.

Semanalmente, se recolecté una muestra de cinco peces, iniciando a partir de los
136 dias posteriores a la eclosion (dpe) y hasta el dia 185. A partir de esa fecha, la
recolecta se‘realizd6 cada dos semanas, hasta cumplidos los 367 dpe. Al principio
los peces se procesaron completos, una vez que fue posible extraer las gdnadas
completas de cada organismo, se proceso solamente tejido gonadal. Los peces
completos se fijaron-por.un periodo de 18 a 24 horas, mientras que las génadas que
se extrajeron a peces mas, grandes se mantuvieron en el fijador por un periodo de
8 a 12 horas, en ambos ‘casos se utilizd una solucién de Bouin como fijador. Una
vez trascurrido el periodo deffijacion estipulado, las muestras se lavaron con agua
corriente y se mantuvieron en alcohol etilico al 50% hasta su procesamiento. Para
el procesamiento de las muéestras se siguieron las técnicas histolégicas
convencionales, las laminillas obtenidas se tifieron con una tincidon basada en

hematoxilina-eosina (H-E) y Tricromica de_ Masson (Aguilar et al., 1996).
6.1.5.- Criterios para la clasificacion histolégica.

Para analizar las muestras histolégicag”se empleG.un microscopio optico (Zeiss®,
Gottingen, Germany) con los objetivos 10X, 40X y ¥00X. La descripcion histoldgica
de cada una de las preparaciones, se consideraron l0s.criterios de Nakamura et al.
(1998) con Oreochromis niloticus; Devlin y Nagahama (2002) con peces teledsteos;
Striussmann y Nakamura (2002) con Oncorhynchus rhodurus; Meijide et al. (2005)
con Cichlasoma dimerus y de algunos trabajos con adultos de G- undecimalis por
Grier y Taylor (1998), Grier (2000) y Huber et al.,_(2014) con juveniles de la misma
especie. De igual manera, para describir las caracteristicas merfoldgicas se
siguieron las recomendaciones de Devlin y Nagahama, (2002), Pandian, (2013) y

Nishimura y Tanaka, (2014) con peces teledsteos.
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6.2.-~Feminizacion funcional del robalo mexicano Centropomus poeyi

utilizando 17- estradiol en la dieta.

Se mantuvjeron reproductores silvestres en tanques circulares de 63 m? de plastico
(9 m &) con10% de intercambio diario de agua y fotoperiodo natural en la Estacion
de Acuicultura Marina (MAS -UJAT), de la Division de Ciencias Biologicas, de la
Universidad Juarez'Autonoma de Tabasco ubicada en Jalapita, Centla, Tabasco.
En cada evento de'desove, una hembra madura y dos machos (peso promedio de
5.550 £ 223 g y 3.000 +68-g, respectivamente) fueron inducidos utilizando implantes
de colesterol hechos a mano,con 200 pg por pez de LHRHa (Syndel, Western
Chemical, Fendale, WA, EE¢#UU.) y colocado en un tanque de desove de fibra de
vidrio (4 m &, 1 m de profundidad). El desove comenz6 después de 27 horas; los
huevos fertilizados se recogieron‘usando una malla de malla suave de 400 ym. Los
embriones se colocaron en tanques_de fibra de vidrio de 500 L, y la incubacién
comenzo 44 horas mas tardesLas larvas se mantuvieron en estos tanques con un
intercambio diario de agua del 80% -y aireacién continua. La salinidad (28.6 + 1.9
ppt), el oxigeno disuelto (6.6 £ 1.1._mg L-1)"y.Ja temperatura (27.1 + 2.5 ° C) se
controlaron diariamente. A los 15 dpeda salinidad se redujo gradualmente (5 ppt por
dia) hasta que los peces estuvieron e agua dulce: Los tanques se llenaron con
agua salada y se almacenaron con una mezcla<“de las microalgas verdes
Tetraselmis chuii, Tetraselmis suecica y Nannochloropsis aculata (2-4x105 células
/mL). La alimentacién con rotiferos se inicid6 con Brachianus rotundiformis a una
densidad de 20 org / mL, en el dia 11 la densidad disminuyé™a 15 org / mL y se
agrego B. plicatilis a una densidad de 15 org / mL haciendo un total de 30 rotiferos
/mL hasta el dia 22. A los 13 dpe, se anadieron nauplios de Artemia a\la mezcla a
una densidad de 30 org/mL, hasta el dia 22. Las larvas fueron alimentadas con
alimento comercial (Gemma wean ™, Skretting; composicién proxima: 62% de
proteina, 14% de lipidos, 8% de ceniza, 0,2% de fibra) a partir de los 20,dpe vy
continuando durante seis meses. Después de seis meses, los peces fueran
alimentados con Europa ™, (Skretting, composicion proxima: 55% de proteina, 15%
de lipido, 12% de ceniza, 1.0% de fibra 'y 8.5% de humedad).
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6.2.2+ Obtencion de muestras.

Se llevaron_a cabo dos experimentos en el Laboratorio de Acuicultura Tropical,
Division “Académica de Ciencias Bioldgicas, Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco. Losyjuveniles se obtuvieron a partir de desove inducido en octubre de 2013
y octubre de 2014. Dado que la produccién de alevines de robalo mexicano no es a
gran escala, el numero de peces en cada réplica fue limitado. 120 y 240 juveniles
fueron seleccionados-al.azar para los experimentos, respectivamente. Las muestras
en el experimento () fueren 340 dias después de la eclosion (dpe) con testiculos
bien definidos. Para el experimento (ll), las muestras tenian 227 dpe y estaban en
el proceso de diferenciacion sexual a testiculos. La condicion gonadal se determiné

con tincién convencional con hématoxilina-eosina.
6.2.3.- Diseiio experimental.

Para evaluar la efectividad de’los tratamientos con dosis de E2 en la dieta, se
llevaron a cabo experimentos por, separado utilizando un disefio completamente
aleatorizado con un factor (dosis de~E2). Cada_experimento consistié en cuatro
tratamientos que se realizaron por triplicado. En‘elprimer experimento, se evaluaron
tres dosis 40, 50 y 60 mg de E2 kg-1 de alimento<En.el segundo experimento los
tratamientos fueron dosis de 10, 20 y 30 mg de E2'kg-1 de alimento. En ambos
experimentos, se incluyd un grupo control (0 mg E2 kg-1 desalimento). Diez juveniles
fueron colocados aleatoriamente en cada unidad experimental para el primer
experimento, con una longitud total promedio inicial de 150.2 mm*(+ 1.6) y un peso
de 30.1 g (= 9.8). Para el segundo experimento, utilizamos 20 juveniles por réplica,
con una longitud total promedio inicial de 73.7 mm (+ 4.5) y un peso de"2:8 g (+ 0.4).
Ambos experimentos se llevaron a cabo en un sistema de recirculacion. cerrado, que
consta de doce tanques circulares de 2.000 L de capacidad. Todos los tanques se
llenaron con agua dulce no clorada y se mantuvieron bajo filtracion quimica y
mecanica durante el experimento. Se construyo un filtro para eliminar el E2 residual
y los sedimentos en el agua usando un tanque de plastico de 200 L (50 cm O, altura

100 cm) que contiene tres camas: a) 5 Kg de carbon activado granular (Silva et al.,
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2012)"contenido en bolsa de malla de mosquito; b) 10 Kg de conchas de ostras
trituradas; y c) 10 Kg de grava. El agua se recirculé utilizando una bomba de
aspiraciénJacuzzi® de 1.5 HP equipada con un filtro de arena, y se instal6 en la
parte superior de un depdsito de 5.000 litros. Los desechos de cada tanque se
extraian a diario, y se realizaba un reemplazo del 30% del agua una vez a la
semana. Las réplicas del grupo de control se mantuvieron en tanques similares

separados del sistema de recirculacion.
6.2.4.- Dietas experimentales.

En ambos experimentos, 16s”’peces fueron alimentados con alimento comercial de
peces marinos Europa® (55%"de-proteina) impregnados con las diferentes dosis de
E2. Para la preparacion del alimentoiimpregnado de la hormona se realiz6 el método
propuesto por Pandian y Sheela (1995), variando las dosis para cada tratamiento.
Los alimentos para los grupos.de control se impregnaron unicamente con alcohol
etilico 96% (usado como vehiculo para E2 en los otros tratamientos). Los peces
fueron alimentados hasta saciedad aparentesa las 8:00, 11:00, 14:00 y 17:00 h,

durante un periodo de 60 dias para ambos experimentos.
6.2.5.- Evaluacién de crecimiento y supervivencia.y, analisis histologico.

Una vez que concluy6 el periodo de exposicion de 2 llevamos a cabo tres
muestreos (30, 180 y 300 dias después del tratamiento) dsando un procedimiento
similar en ambos experimentos. Al final de cada tratamiento”yyen los muestreos
posteriores, el peso se determind con una balanza analitica (Ohaus®, Pine Brook,
Nueva Jersey, EE. UU.), Con una precision de 0,001 g, y se midi6 la lengitud total
con calibradores vernier digitales (Carbon Fiber Composites Digital® Atlanta,
Georgia, EE. UU.), Con una precision de 0,1 mm. Las mediciones se realizaron en
todas las muestras en cada tratamiento. La supervivencia se evalué contando los
peces de cada unidad experimental. Para determinar la proporcion de sexes,.las
submuestras se tomaron aleatoriamente de cada repeticion en cada tiempo de
muestreo (n = 3, 2y 1), totalizando 18 por tratamiento en el experimento | y 27 para

el experimento Il (n = 3, 3 y 3). Un total de 12 peces (experimento I) y 33
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(experimento 1) por tratamiento se mantuvieron después de la evaluacion de la
propercion sexual para realizar los ensayos de viabilidad. Los peces muestreados
se sacrificaron con una sobredosis de metanosulfonato de tricaina (MS-222; 1g L-
"). Posterigrmente, los peces se disectaron, retirandose las gonadas, las cuales se
fijaron por 24. 1 _en solucion de Bouin, y se mantuvieron en alcohol etilico al 50%.
Las muestras se procesaron y tifieron con hematoxilina-eosina (H-E) (Aguilar et al.,
1996). Brevementegesta técnica consiste en deshidratar muestras en soluciones
alcohdlicas consecutivas (50 a 100%), limpiar con xileno e incrustar en parafina,
obtener secciones de 5 umy tenir con H-E y montar las secciones en balsamo de
Canada. Los portaobjetos se.€xaminaron con un microscopio compuesto (Zeiss®,
Gottingen, Alemania) con‘.es objetivos 10X y 40X. El sexo se asigné

histolégicamente usando los criterios para adultos de C. undecimalis de Grier y

Taylor, (1998) y Grier (2000); para“juveniles de la misma especie reportados por
Huber (2014); y para otras especieside peces teledsteos (Nakamura et al., 1998;

Devlin y Nagahama, 2002; StrussmannyNakamura, 2002; Meijide et al., 2005).
6.2.6.- Maduracion y viabilidad de_hembras tratadas con E2.

Los 45 peces restantes de los tratamientos con 50 y,60 mg / kg-1 (24) y del grupo
de control fueron trasladados a la estacién marina(MAS-UJAT) para pruebas de
engorde y desove e implantados con un implante PIT“(Avid Identification Systems,
Inc., Norco, California, EE. UU.), en la cavidad corporal“para su identificacion por
tratamiento. Las etiquetas PIT fueron insertados usando una aguja hipodérmica de
calibre 12 cerca de la aleta pélvica. A los cuatro afios de edad, ddrante la temporada
de desove (julio-septiembre), los peces mantenidos para los ensayos+de viabilidad
reproductiva se anestesiaron con aceite de clavo de olor (0,015 ml L*) para verificar
la madurez. Mediante la obtencion de muestras de ovocitos y espermatozeides con
una canula de polietileno se verifico el sexo del organismo y el grado de madurez.
Las hembras viables fueron aquellas que presentaban ovocitos vitelogénicos'y'los
machos, aquellos que presentaban semen. Se seleccionaron cinco hembras (con
peso y talla de 449.46 + 161.33 gy 37.17 £ 4.47 cm de longitud total) y ovocitos de

mas de 150 ym de diametro. Doce machos (con pesos y talla de 317.36 + 11.36 g
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y 34560 £ 3.75 cm de longitud total) y que presentaban semen. Los peces
seleecionados fueron implantados con un implante de celulosa-colesterol hecho a
mano en'la cavidad corporal, cerca de la aleta pélvica, a una dosis de 150 pug Kg-1
de LHRH./Pesteriormente, los peces fueron colocados en un tanque de 12.5 m?
donde se presentaron condiciones ambientales de salinidad (30.67 + 1.67 ppt),
temperatura (29.96 + 0.86 ° C), oxigeno disuelto (5.98 £ 0.43 mg L-1) y pH (8.46 %
0.22), estos parametros se monitorearon tres veces al dia. Se realizaron seis

ensayos de desove utilizando una hembra y dos machos por ensayo.
6.2.7.- Analisis estadistico.

Los efectos de diferentes tratamientos de E2 sobre la proporcion de sexos, el
crecimiento (longitud y peso total)y'ta tasa de supervivencia se analizaron mediante
ANOVA de una via. Los datos expresados como porcentajes se transformaron con
arcoseno antes del ANOVA,; sinfembargo, las proporciones de sexos se muestran
como porcentajes. Se realizo la’prueba pesthoc de Tukey cuando se encontraron
diferencias estadisticas significativas, entre. tratamientos. Previamente para todos
los casos se verifico la normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y la homogeneidad de
la varianza (prueba de Levene). Todos los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando el programa Statgraphics Centdrion®, v(XVI, (nivel de significacion a
<0,05).

6.3.- Reversion sexual de machos adultos funcionales de Centropomus poeyi

usando implantes de 17-B estradiol.
6.3.1.- Mantenimiento de reproductores y produccion de larvas.

Se mantuvieron reproductores silvestres en tanques circulares de 63 m# deplastico
(9 m @) con 10% de intercambio diario de agua y fotoperiodo natural en la Estacion
de Acuicultura Marina (MAS -UJAT), de la Divisién de Ciencias Biologicas; de la
Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco ubicada en Jalapita, Centla, Tabasco.
En cada evento de desove, una hembra madura y dos machos (peso promedio de

5.550 + 223 gy 3.000 + 68 g, respectivamente) fueron inducidos utilizando implantes
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de colesterol hechos a mano con 200 ug por pez de LHRHa (Syndel, Western
Chemical, Fendale, WA, EE. UU.) y colocado en un tanque de desove de fibra de
vidrio (4m.d, 1 m de profundidad). El desove comenz6 después de 27 horas; los
huevos fertilizados se recogieron usando una malla de malla suave de 400 um. Los
embriones se‘colocaron en tanques de fibra de vidrio de 500 L, y la incubacion
comenzo 44 horasymas tarde. Las larvas se mantuvieron en estos tanques con un
intercambio diario” de~agua del 80% y aireacidén continua. La salinidad (28.6 + 1.9
ppt), el oxigeno disuelto, (6.6 £ 1.1 mg L-1) y la temperatura (27.1 + 2.5 ° C) se
controlaron diariamente{ A les 15 dpe la salinidad se redujo gradualmente (5 ppt por
dia) hasta que los peces estuvieron en agua dulce. Los tanques se llenaron con
agua salada y se mantuvieron_ con una mezcla de las microalgas verdes Tetraselmis
chuii, Tetraselmis suecica y Nannochloropsis oculata (2-4x105 células /mL). La
alimentacion con rotiferos se inicié con Brachionus rotundiformis a una densidad de
20 org/ mL, en el dia 11 la densidad disminuyd a 15 org / mL y se agrego B. plicatilis
a una densidad de 15 org / mL haciendo-un total de 30 rotiferos /mL hasta el dia 22.
A los 13 dpe, se afadieron nauplies de Artemia a la mezcla a una densidad de 30
org/mL, hasta el dia 22. Las larvas-fueron @limentadas con alimento comercial
(Gemma wean ™, Skretting; composicign proxima: 62% de proteina, 14% de lipidos,
8% de ceniza, 0,2% de fibra) a partir de los 20 dpe-y continuando durante seis
meses. Después de seis meses, los peces fueron alimentados con Europa ™,
(Skretting, composicidén proxima: 55% de proteina, 15% de lipido, 12% de ceniza,
1.0% de fibra y 8.5% de humedad).

6.3.2.- Obtencion de muestras.

Se llevo a cabo un experimento en el Laboratorio de Acuicultura Tropical, Division
Académica de Ciencias Bioldgicas, Universidad Juarez Autébnoma de Tabasco. Los
juveniles se obtuvieron a partir de desove inducido en octubre de 2013. Dado que
la produccion de alevines de robalo mexicano no es a gran escala, el numero de
peces en cada réplica fue limitado. 60 juveniles fueron seleccionados al azar para

el experimento. Las muestras en el experimento con peces de 730 dpe de edad con
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testicdlos bien definidos y organismos espermiantes por presion manual. La

condicion gonadal se determiné con tincién convencional con hematoxilina-eosina.

7.3.3.- Diseno experimental.

Para evaluar.la efectividad de los tratamientos con implantes de E2, se llevé a cabo
un experimento, utilizando un disefio completamente aleatorizado con de un factor
(dosis de E2 en jmplantes por Kg/pez). El experimento consisti6 en cuatro
tratamientos que se Trealizaron por triplicado. En Se evaluaron tres dosis 1, 2y 3 mg
de E2 kg-1 de pez y un(grupo control con implantes sin E2. Cinco juveniles fueron
colocados aleatoriamente .en-cada unidad experimental, con una longitud total
promedio inicial de 275.7 mm_(£ 2.9) y un peso de 191.2 g (£ 5.4). El experimento
se llevé a cabo en un sistema desecirculacidon cerrado, que consta de doce tanques
circulares de 2.000 L de capacidad:\odos los tanques se llenaron con agua dulce
no clorada y se mantuvieron bajo ~filtracion quimica y mecanica durante el
experimento. Se construy6 un filtro,para-eliminar el E2 residual y los sedimentos en
el agua usando un tanque de plastico de<200 L (50 cm O, altura 100 cm) que
contiene tres camas: a) 5 Kg de“carbdn agtivado granular (Silva et al., 2012)
contenido en bolsa de malla de mosquito;b) 10'Kg.de conchas de ostras trituradas;
y ¢) 10 Kg de grava. El agua se recirCuld utilizahde una bomba de aspiracién
Jacuzzi® de 1.5 HP equipada con un filtro de arena, y se‘instal6 en la parte superior
de un depdsito de 5.000 litros. Los desechos de cada tangue se extraian a diario, y
se realizaba un reemplazo del 30% del agua una vez a la semana. Las réplicas del
grupo de control se mantuvieron en tanques similares separados del sistema de

recirculacion.
6.3.4.- Alimentacién de los especimenes y elaboracion de implantes.

En el experimento se usé alimento comercial para peces marinos Europa®(55 %
de proteina) y la alimentacion de los especimenes fue a saciedad aparente con
horarios de 8:00 am, 11:00 am, 14:00 pm y 17:00 pm. Para la elaboracion de.los
implantes que contenian la hormona se siguié la metodologia propuesta por

Alvarez-Lajonchere y Hernandez-Mollejon, (2001), la cual consiste basicamente en
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preparar un comprimido a base de colesterol y celulosa en una proporcion de 95-

100'y-anadir la dosis deseada de 17- estradiol.

6.3.5.-Evaluacién del crecimiento y sobrevivencia.

Al final los tratamientos, se determiné el peso con una balanza analitica (Ohaus®,
Pine Brook, NJ, EET"UU.) con precision de 0.001 g y la longitud total con un vernier
digital (Carbon FiberComposites Digital® Atlanta, Georgia, USA) con precision de
0.1 mm. Las biometrias_se realizaron a todos los organismos de cada tratamiento.
La sobrevivencia se evaludé contando cada uno de los peces de cada unidad

experimental.
6.3.6.- Calidad del agua.

Se midio diariamente el oxigeno disuglto, la temperatura y el pH. El oxigeno disuelto
se midié con un oximetro (YSI 55,.California,; USA), la temperatura del agua se midi6
con un termémetro (YSI® 55,/ California; USA). EI pH fue medido con un
potenciometro  (Denver Instruments, UB<10, Denver, Colorado, USA).
Semanalmente, se midieron, con un equipo muitiparamétrico (Hanna Instruments,

HI 98311, Rhode Island, USA), las concentraciones’de.amonio, nitritos y nitratos.
6.3.7.- Analisis estadistico.

Los efectos de diferentes tratamientos con implantes de E2 sobre la proporcion de
sexos, el crecimiento (longitud y peso total) y la tasa de supervivencia se analizaron
mediante ANOVA de una via. Los datos expresados com0O porcentajes se
transformaron con arcoseno antes del ANOVA,; sin embargo, las proporciones de
sexos se muestran como porcentajes. Se realizé la prueba posthoc de Tukey
cuando se encontraron diferencias estadisticas significativas entre tratamiientos.
Previamente para todos los casos se verifico la normalidad (prueba de Shapiro-Wilk)
y la homogeneidad de la varianza (prueba de Levene). Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el programa Statgraphics Centurion®, v XVA;

(nivel de significacion a <0,05).
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Abstract

This study describes for the first time the early gonadal morphogenesis and raises the
possibility of occurrence of protandric hermaphroditism in the Mexican snook (Centropomus
poeyi). To achieve this, histological analysis of early gonadal differentiation was performed
in 105 juvenile specimiens ranging from 136 to 367 days post-hatching (dph). The early
gonadal differentiations6f.the Mexican snook started at 178-213 dph and was completed at
355-367 dph. The sequen¢e of events observed during the gonadal morphogenesis of this
species included: the migratidn“of primordial germ cells (PGCs) to the gonadal primordia,
the quiescent behavior of PGCs after'their establishment, development of the efferent duct
system in the hilar region of the gonad{extensive proliferation of germ cells in the germinal
region of the gonad followed bysthe formation of germline nests, differentiation of A-
spermatogonia from gonial cells 4hside. the jgerminal nests, and the morphogenesis of
seminiferous lobules. Active spermatogenesis was observed at 355-367 dph, once the
compartmentalization of testis in germinal ‘and interstitial'compartments was accomplished.
Our study demonstrates that in the Mexican snook gonadal differentiation is directed to
produce 100% males, implying protandric hermaphroditism and showed the presence of a
long-lasting period of gonadal differentiation, which makes this species highly sensitive to
environmental cues. Keywords: Mexican snook, gonadal differéntiation, protandric
hermaphroditism, histology

Introduction

Fish have evolved a great variety of sexual strategies, their sexual differentiation patterns are
categorized as gonochoristic and hermaphroditic (Smith and Wootton 2015). Gonochofistic
fish remain as males or females through their lifespan. Hermaphroditic fish, on the othet

hand, can change their sex at some point in its life history (Kuwamura and Nakashima 1998;
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Guerrero-Estévez and Moreno-Mendoza 2010; Kobayashi et al. 2013). Hermaphroditism
may be -simultaneous, sequential or serial (Avise and Mank 2008). Simultaneous
hermaphrodites possess both, testicular and ovarian tissues, forming part of the same gonad.
Sequential hermaphrodites, on the other hand, possess only one germinal tissue at a time, and
they initially mature as either males (protandric) or females (protogynous), and subsequently
change their sex as“adults in presence of an environmental trigger (Kuwamura and
Nakashima 1998; Devlin and.Nagahama 2002). Serial hermaphroditic species, such as the
Okinawan Rubble Goobid (Trimma okinawae) are able to change their sex in a bi-directional
way (Nakazono and Kuwamura, 1987; Nakamura et al. 2006).

Functional hermaphroditism in fish has\been documented in around 500 species belonging
to 20 families and nine orders (Aviseé and Mank 2008). However, a meta-analysis performed
by Sadovy de Mitchetson and Liu (2008) showed that only 137 of the species described in
the literature as hermaphroditic can be consideredds such, while the evidence available for
the rest of species is still insufficient. Many ‘of thesesSpecies are clearly not normally or
functional hermaphroditic (Sadovy and Shapire 1987). Functional hermaphroditism occurs
in the orders Anguilliformes, Stomiiformes, Aulopiformes, Cyprinodontiformes,
Synbranchiformes, Scorpaeniformes and Perciformes (Pandian®2012). Within the order
Perciformes, the Centropomidae family consists of 12 species, all of which are considered to
be protandric hermaphrodites (Blaber 1997). Protandry in fish is a rare condition compared
with protogyny, probably due to selective pressures (Avise and Mank 2008). Within the
Centropomidae family, this condition has only been demonstrated in the commonysnook,
Centropomus undecimalis (Grier and Taylor 1998; Taylor et al. 2000) and the blackfin suook,
Centropomus medius (Maldonado-Garcia et al. 2005), while the occurrence of this condition

in other species of the family remains speculative.
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The Mexican snook is an endemic centropomid species inhabiting rivers and coastal regions
of the_Gulf of Mexico, from Tamaulipas state to Campeche in Mexico, possessing the
narrowest range of distribution of any centropomid (Chéavez 1961, 1963). This species is the
second largest. shook in the Atlantic Ocean, reaching a maximum total length of 90 cm
(Chavez 1961; Chavez=Caballero et al. 2014). Even though the Mexican snook supports an
artisanal fishery in the;Gulf of Mexico (Alvarez-Lajonchére and Tsuzuki 2008), the species
has been studied less than{othet centropomids such as the common snook or the fat snook.
However, some studies providedeinformation of this species regarding feeding habits and
growth rate (Fuentes 1973), sexual 'maturity and reproductive cycle of wild adults (Loran-
Nufiez et al. 2012) and more recently, the embryonic development was described (Kubicek
et al. 2018). In general, the species reproduces from June to September, though some
populations have an extended reproductive period{Chavez-Caballero et al. 2014). As the rest
of centropomids, the Mexican snook is"assumed tosbe a protandric hermaphrodite (Alvarez-
Lajoncheére and Tsuzuki 2008), but whethet the speciespresent this condition or not, has not
yet been confirmed morphologically.

The study of gonadal morphogenesis in hermaphrodite fish isfimportant to improve our
understanding of the evolutionary origins of sexual lability (Avise and Mank 2008).
Hermaphrodite fish are also ideal models to investigate sexual differentiation because
gonadal differentiation occurs during sexual change in adult organisms (Kobayashi et al.
2013). In addition, characterization of gonadal morphogenesis is necessary to detetmine the
period of major sexual lability (usually the period of undifferentiated gonad) when)gonads
are more sensitive to environmental factors such as hormones, temperature, pH or socialicues
(Beardmore et al. 2001; Devlin and Nagahama 2002). During this period, gonadal

development can be manipulated to produce monosexual stocks for aquaculture purposes

38



(Striissmann et al. 1996; Passini et al. 2014; Contreras-Garcia et al. 2017). Furthermore, in
ecotoxicological studies, the characterization of gonadal differentiation is important to
evaluate the/effect of exposure to endocrine disruptors (Rasmussen et al. 2006). This study
provides a detailed characterization of the gonadal morphogenesis of the Mexican snook.
This information will.be valuable not only to improve our understanding on the origin and
evolution of hermaphroditism in fish but also for the implementation of management
strategies that allow the seX manipulation of this species in captivity. The latter is of special
importance, since according t6-Chavez-Caballero et al. (2014) this species is currently being
submitted to a high fishing pressure:

Materials and Methods

Spawning induction. All organisms used in this study were obtained from the Marine
Aquaculture Station from UniverSidad- Juarez ~Auténoma de Tabasco, located in the
municipality of Centla, Tabasco, Mexico.Fish for this study were obtained from an induced
spawning carried out in a wild-caught broodstock set maintained under constant photoperiod
(12:12 h light/darkness) and subjected to weekly water\.exchanges of 10%. One mature
female and two males with a mean weight of 5,850 g and 3,328+ 112 g, respectively, were
used. Spawning was induced using cholesterol implants of 200 pg'LHRHa (Syndel, Western
Chemical, Fendale, WA, USA). After hormonal implantation, fish were transferred to a
fiberglass spawning tank of 4 m @ and 1 m depth. Mean salinity was maintaified at 30 + 1.4
parts per thousand (ppt) and temperature at 28 + 1.6 °C. The spawning took place227 h after
the application of the hormonal implants.

Larvae and juvenile rearing. Fertilized eggs were collected from the spawning tank withya
soft mesh of 400 um net opening. Hatching started 44 h after hormonal induction and

embryos were transferred into two fiberglass 500 L-tanks. Larvae were maintained at a
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density of 200 individuals per L, under continuous aeration and subjected to a daily water
exchange-of 80%. Salinity, dissolved oxygen (DO) and temperature were registered daily,
presenting mean values of 28.9 £ 1.1 ppt, 6.5 £ 0.8 mg L1 and 27.5 £+ 1.8°C, respectively.
Starting from\15 days post-hatching (dph), salinity was gradually reduced (5 ppt per day),
until larvae were ‘transferred to freshwater tanks. These tanks were previously seeded with
green microalga and ‘asmix of the rotifers Brachionus plicatilis and B. rutoundiformes (30
org. mL™). At 13 dph, lar¥aelwere fed with Artemia nauplii (30 org. mL™!), but they were
changed to commercial food at20 dph (Gemma wean™, Skretting, proximate composition
62% protein, 14% lipids, 8% ash and.0.2% fiber).

At 60 days of age, seven hundred juveniles were randomly selected and distributed into three
tanks of 2,300 L each one (2.0 m @-and 0.8 m depth) containing chlorine-free freshwater and
interconnected by a recirculation system.-Water was pumped by a suction bomb Jacuzzi® de
1.5 HP containing a sand filter and conneeted to a’5,000 L freshwater reservoir. Each tank
was daily syphoned and 30% and subjected’to weekly water exchanges. Juveniles were
maintained in these rearing tanks until the completion ofsthe study. They were fed with
pelleted Europa™ food (Skretting; proximate composition: 55%protein 15% lipid, 12% ash,
1.0% fiber and 8.5% humidity) ad libium, four times a day. The size_of the food pellet was
changed as fish grew.

Dissolved Oxygen was measured using an oximeter YSI 55, (California, USA),\temperature
was recorded with a thermometer YSI® 55 (California, USA) and pH measuréd with a
potentiometer UB-10 (Denver Instruments, Denver, Colorado, USA). Recorded méanwvalues
were 5.92 +0.036 mgL™! for DO, 29.8°C + 0.11 for temperature and 6.8 + 0.04 for pH¢#The
amount of ammonia, nitrate and nitrite was registered weekly, using a multi-paramettic

equipment HI 98311 (Hanna Instruments, Rhode Island, USA). Mean values for these
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paraméters were 0.1 = 0.03 mg L' for ammonia, 0.01 + 0.015 mg L' for nitrites and 0.3 +
0.02 mgL! for nitrates. After the completion of sampling activities, 50 organisms were
maintainéd ifl a rearing tank (28 m?) for two more years to test some reproductive parameters
once they hadureached sexual maturity.

Sampling and histological procedures. Fish samplings were carried out weekly (n=5), from
136 to 185 dph, after'which samplings were carried out every two weeks, until 367 dph. A
final sampling was performed.when the fish were 15 months old (450 dph) to verify gonadal
fate. The total length and weighsof each fish was registered. Due to their small size, fish
belonging to 136-185 dph were fiXed complete in Bouin fixative. From 199 dph onwards,
gonads were extracted through an abdominal incision and immediately fixed. All samples
were washed with tap water, dehydrated in growing concentrations of ethanol (30, 50, 70,
80, 96 and 99%)), cleared in xylene afid-embedded.in Paraplast® (Leica Biosystems, St. Louis,
USA). Then, samples were sectioned at'Seven, um thick, using a sliding microtome Reichert-
Jung Model I (Reichert Jung, Vienna, Austria). The histological sections were stained with
hematoxylin-eosin, according to the recommendations of Aguilar et al. (1996).

Histological analysis and testicular development staging. Histological preparations were
examined using a light microscope Zeiss Axiostar Plus (Zeiss®, Gottingen, Germany),
coupled to a digital camera Zeiss AxioCam MRc5. In addition, cellular andnuclear diameters
of germ cells corresponding to each developmental stage were determined, uSing the digital
imaging software ZEN (Zeiss Efficient Navigation; Zeiss®, Gottingen, Germany. For a better
characterization, the testicular morphogenesis of the Mexican snook was classified into five
Stages: 1) Gonadal Primordium and Undifferentiated Gonad, ii) Early Testicular
Differentiation, 1iii) Intermediate Testicular Differentiation, iv) Late Testiculaf

Differentiation and v) Full Testicular Differentiation. Each stage was defined according to
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the main developmental events that have been found to be conserved across the different
orders of teleosts fish (Patifio and Takashima 1995; Devlin and Nagahama 2002; Striissmann
and Nakamura 2002; Nakamura 2013). All the histological material was deposited in the
histological cellection of the Laboratory of Tropical Aquaculture, Division Académica de
Ciencias Biologicas, Universidad Judrez Autonoma de Tabasco.

Results

Three hundred and fifteenthistelogical preparations (3 slides per fish) corresponding to 105
juveniles of Mexican snook wer€.analyzed. The initial (136 dph) mean total length and mean
weight of fish was 45.62 + 3.91 mim/and 1.24 + 0.24 g respectively, while final (367 dph)
mean total length and mean weight wag'189.18 + 2.25 mm and 44.70 + 1.74 g, respectively.
From the 105 specimens sampled] 30 presented undifferentiated gonads (29%) and 75
showed gonads with clear signs of testiculay differentiation (71%). No signs of ovarian
morphogenesis or intersexual condition$ were obs€rved in any of the fish analyzed in this
study. According to our results, all organisms Start thewrlifecycle as males, with testes being
developed directly from the undifferentiated gonad. A very.distinctive cellular arrangement
was identified in the gonads of the presumptive males of C._poeyi. The undifferentiated
gonads present two distinctive zones: a germinal compartment located. in the ventral region
of the gonad and a hilar region consisting mainly of connective tissue,and located in the
dorsal zone. During the testicular morphogenesis of the Mexican snook, five‘developmental
stages were identified, all of which are described below.

Gonadal Primordium and Undifferentiated Gonad (up to 171 dph). Fish (n=30) had)a mean
total length of 59.73 + 8.88 mm and a mean weight of 1.93 + 0.52 g. At the macroscopical
level, these organisms presented undifferentiated gonads adhered to the abdominal wall and

distributed cephalocaudally through the peritoneal cavity (Fig. 1A). Gonads had a mean
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length”of 51.00 + 2.22 pm and a mean diameter of 30.80 + 1.56 um. Histologically, the
gonadal”primordium consisted of a thickened epithelium located immediately under the
kidneys, ‘suspended to the abdominal wall through the gonadal mesentery, also called
mesogonium (Fig, 1B). During this stage, Primordial Germ Cells (PGCs) were observed
migrating from the petitoneal wall through the gonadal mesentery, towards the gonadal
primordia (Fig. 1C). PGCs were characterized by being eosinophilic spherical cells with a
mean cellular diameter of 6.854 0.52 um (n=30) and a round nucleus with a mean diameter
of 3.14 £ 1.02 um (n=30) contaifing scattered chromatin lumps and one notorious nucleolus.
The establishment of PGCs in the{gonadal primordia marked the Gonadal Primordium and
Undifferentiated Gonad Stage, when th€'discernment of developmental fate of the gonad was
not possible. Once in the gonadal pfimordia, PGCs appeared immersed in connective tissue
and surrounded by scarce somatic eélls«(Fig. 1C, D).

Early Testicular Differentiation (178-213-dph). Fish (n=20) had a mean total length of 70.95
+ 3.94 mm and a mean weight of 3.44 + 0.87 g. The main sign of testicular differentiation
was the establishment of the PGCs only in the ventral\region of the gonad. This event
preceded the appearance of the efferent duct anlages as nawow spaces located in the
interstitial tissue (Fig. 1F). These structures will subsequently grow and fuse to give rise to
the efferent duct system in the gonad. At this stage, blood capillaries were developed in the
anterior region of the gonad, near from the gonadal mesentery. In the connective'tissue of the
gonad, an active proliferation of somatic cells was observed, which resulted intheformation
of stromatic aggregations (Fig. 1F). PGCs, on the other hand, remained inactive, surtounded
by somatic cells.

Intermediate Testicular Differentiation (227-255 dph). Fish (n=15) had a mean length of

109.38 + 6.25 mm and a mean weight of 8.36 g = 1.83 g. During this stage, two distinctive

43



region$§ were established in the developing gonad: a germinal and a hilar region. In the ventral
portionsofithe presumptive testis, a germinal compartment containing numerous germ cells
associated with somatic cells was identified, while in the dorsal portion of the gonad a hilar
region containing,abundant connective tissue was observed (Fig. 1G). Both regions were
clearly distinguishable from one another by their differential staining affinities. The germinal
region was more basophil.than the hilar one, owing to the high density of germ cells whose
nuclei showed more affinity by’hematoxylin (Fig. 1H). The occurrence of blood vessels and
efferent duct anlages was restricted to the hilar region, more eosinophil due to the presence
of connective tissue (Fig. 1H). Efferént duct anlages increased in size, compared with the
previous stage. Germ cells in the germinal region of the gonad showed high proliferative
activity that resulted in the formation of‘germline nests, where the first A-spermatogonia
started to differentiate (Fig. 2A). A-Spermatogonia were clearly distinguishable from the
previous gonial cells in that were larger-and theit nuclear envelope exhibited numerous
indentations (Figure A, inset). A-spermatogonia appear€dysurrounded by groups of somatic
cells that we consider to be pre-Sertoli cells, the undifferentiated precursors of Sertoli cells.
The number of germ cells per germinal nest was approximately six.

Late Testicular Differentiation (269-339 dph). Fish (n=30) had a mean length of 163.40 +
16.08 mm and a mean weight of 23.52 + 6.60 g. Efferent duct anlages fiised together to form
a completely differentiated efferent duct (Fig. 2B, C). Large blood vessels weérerobserved in
the hilar region of the gonad (Fig. 2C). A-spermatogonia continued to prolifetatednside the
germline nests, giving rise to B-spermatogonia, which presented ovoid morphology 'and a
more condensed heterochromatic nucleus (Fig. 2D, E). These B-spermatogonia started fo be
surrounded by pre-the Sertoli cells associated to the germline nests (Fig. 2D, E) to give ris€

to the first primordial spermatocysts, the structural unity of spermatogenesis in fish. As a
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result#of the strong proliferative activity of spermatogonia in the germinal region of the
developing testis, germinal nests started to extent towards the already differentiated efferent
duct, forming the first seminiferous lobules (Fig. 2F, G). This process was accompanied by
the infiltration.of connective tissue from the hilar region toward the germinal region of the
gonad (Fig. 3A, B). Testicular vasculature continued to develop at this stage.

Complete Testicular-Pifferentiation (355-367 dph). Fish (n=10) had a mean length of
185.64 = 4.13 mm and a/mgan weight of 42.54 + 2.69 g. Testicular differentiation was
considered complete when testes showed spermatogenic activity in the seminiferous lobules,
evidenced by the presence of spetthatogenic cells. All the organisms sampled in this stage
showed fully developed testes with spetmatocysts containing primary spermatocytes, which
were identified based on their nuclear characteristics (Fig. 3C). Fully developed testes had a
mean length and weight of 60.72 +40.15 mm and 37.37 + 1.98 mg, respectively.

Testicular Maturation and viability.“At=15 months_of age, all sampled fish presented
advanced spermatogenesis (Fig. 3D-F). (Three year§ after hatching, the reproductive
condition of 30 specimens was tested through ventral pressure€ and cannulation of the gonads.
One hundred percent of these organisms were identified as.Sexually competent males
containing fluid and viable sperm. The fish weighed in average 875.98 + 29.56 g. These
organisms were used in different spawning trials, from which fertilized eggs and viable larvae
were obtained.

Discussion

This study described the process of early gonadal morphogenesis in the Mexicanysnook.
Additionally, the age and size at what early gonadal differentiation occurs was documented,
providing useful information for sex manipulation by exogenous steroid treatments. All the

specimens beyond the Gonadal primordium and Undifferentiated Gonad Stage were
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differentiating or became differentiated as males, while no signs of ovarian differentiation or
intersextial conditions were observed in any of the gonads of the examined specimens. These
findings Suggest the presence protandric hermaphroditism in this species.

Similar to other protandric hermaphrodites belonging to the order Perciformes, ovarian
differentiation in‘the Mexican snook may occur only after organisms have reached sexual
maturity. This processsprobably requires the degeneration of testicular tissues followed by
the biogenesis of ovarian tissues. This was found to be the case in the close related protandric
hermaphrodites; the common~$Snook and the barramundi (Lates calcarifer), where the
transition from male to female is farked by the degeneration of testicular tissues followed
by the development of ovarian tissues/in)the ventral region of seminiferous lobules (Grier
and Taylor 1998; Taylor et al. 2000): This\condition has been also documented in specimens
of the blackfin snook maintained under.captive conditions (Maldonado-Garcia et al. 2005).
According to observations performed byiour resear€h group on specimens maintained in the
Marine Aquaculture Station under hatchety conditions, marked adult specimens that are
routinely used as male breeders in procedures of:induced spawning can change their sex from
one reproductive event to the next (Contreras-Garcia, pers.«com.). This observational
information, taken together with the morphological characterization. of the early gonadal
differentiation, demonstrate that the Mexican snook starts its lifecycle“as male, presenting
only testicular tissues with no intersexual conditions during early gonadal merphogenesis.
Under captive conditions, the early gonadal differentiation of the Mexican sngoks a long-
lasting process that takes around six months and occurs in organisms ranging fromyfive to
ten months old. Comparative studies have shown that the period of undifferentiated gonad
can last for days, months or even years, depending on the species (Striissmann and Nakamura

2002). In many teleost species, this period is known by being highly sensitive to
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envirefimental factors such as temperature and synthetic steroids, factors that are routinely
used 1w aquaculture to change sexual ratios (Nakamura et al. 1998; Striissmann and
Nakamura 2002; Nakamura 2013). Though it has been generally described in the literature
that fish are ‘susceptible to environmental factors only during the undifferentiated gonad
stage, experiments with* exogenous steroids have shown that fish can be even sensitive after
the onset of gonadal,deyelopment, which can lead to full or partial sexual reversion
(Nakamura 2013). High sensitivity of gonadal differentiation makes fish more vulnerable to
the effect of aquatic pollutants-Such as endocrine disruptors (Rasmussen et al. 2006), with
this susceptibility been more sev€te for species with long lasting gonadal differentiation
periods. This is the case of the Mexican snook, where gonadal morphogenesis lasts
approximately six months. Fishes ptesentilarge differences in gonadal developmental rates,
Devlin and Nagahama (2002) pointed eutthat the occurrence of the labile stage differs among
species since they present different chronological times of development.

The susceptibility to exogenous steroids or endocrine distuptors during gonadal development
of fish may be linked to an early role of endogenous steroids.guiding gonadal fate. In a recent
study, Vizziano-Cantonnet et al. (2016) proposed that thesup-regulation of steroid-
synthesizing enzymes and the expression of the androgen receptor.gene during gonadal
development of the Siberian sturgeon, suggests that steroids are relevant for both male and
female gonadal development. However, more research is needed in this area’toridentify the
timing of appearance and roles of endogenous steroids during gonadal development.

In this study, testicular differentiation of the Mexican snook was classified into five)Stages:
1) Gonadal Primordium and Undifferentiated Gonad (136-171 dph); ii) Early Testicular
Differentiation (178-213 dph); iii) Intermediate Testicular Differentiation (227-255 dph); 1v)

Late Testicular Differentiation (269-339 dph); and v) Complete Testicular Differentiation
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(3555367 dph). These stages included the establishment of PGCs in the ventral region of the
gonad followed by a period of quiescence of these cells, the proliferation of somatic cells,
the appearance of efferent duct anlages, the formation of germline nests and the
morphogenesis ‘'0f seminiferous lobules: Many of these morphological events have been
extensively documented in the literature (Patifio and Takashima 1995; Nakamura et al 1998;
Striissmann and Nakamtira 2002; Grier and Uribe 2009, Nakamura 2013, Uribe et al. 2015).
The developmental events observed in the Mexican snook where common to other teleost
species, regardless the order ‘or the family (Nakamura and Nagahama 1989; Gamo 1961;
Parmentier and Timmermans 1985; Kobayashi and Suzuki 1990; Foyle 1993; Striissmann et
al. 1996; Higashino et al. 2002; Maacksand Segner 2003, Miura et al. 2008; Cho et al. 2014).
Even viviparous species such as thefeelpout (Zoarces viviparus) (Rasmussen et al. 2006) and
the barred splitfin (Chapalichthys”encaustus) (Guerrero-Estévez and Moreno-Mendoza
2012) possess a similar process of testicular development.

The grade of activity of PGCs has been widely used as criterion to determine gonadal fate
in teleost fish, due to the dimorphic proliferation pattern/presented by these cells. Our
observations of the testicular morphogenesis of the Mexican snook agree with other studies
where the migration of PGCs towards gonadal primordium marks the establishment of the
Gonadal Primordium and Undifferentiated Gonadal Stage, when it is ngt\possible to identify
the sexual fate of the gonads (Patifio and Takashima 1995). In the Mexi€an snook, the
Gonadal primordium and Undifferentiated Gonadal Stage was observed up toiday.171 post
hatch. In all teleost species studied up to date, gonadal primordium is integrated by both
PGCs and somatic cells. In contrast with other vertebrates where a substantial part of gonadal
somatic cells has mesodermal origin, all the somatic elements of the fish gonadal primordium

derivate from the coelomic epithelium, meaning that they have a single embryonic origin
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(Hoarand Randall 1969; Nishimura and Tanaka 2014; Smith and Wootton 2015. However,
despitesthis single origin, a study carried out by Nakamura et al. (2006) demonstrated that
somatic precursors of the undifferentiated gonad of the Japanese medaka are integrated by
two distinctively different cell populations, one expressing ftz-f1 and adjacently located to
PGCs and another.expressing sox9b and located more dorsally.

Migration of PGCs insthe. Mexican snook occurred around 136 dph, when these cells were
observed either migrating frem the peritoneal wall through the gonadal mesentery or
established in the gonadal primerdium. In other teleost species, e.g. the yellow catfish
(Tachysurus fulvidraco) and the Ussuri catfish (Tachysurus ussuriensis), PGCs migration
occurs early, at 3 and 15 dph, respectively (Park et al. 2004; Pan et al. 2017). As in other
vertebrates, fish PGCs have an extragonadal origin, so they must migrate towards the gonadal
primordium guided by chemotacticragents (Braatset al. 1999). After the colonization of the
gonadal primordium, the PGCs of“the MexiCah snook remained quiescent until
approximately day 213 post hatch, surrounded by somatic eells. There is a general agreement
among researchers that the proliferative activity of PGCs.is’a clear dimorphic indicator of
gonadal differentiation: ovarian differentiation is characterized by an intensive PGCs
proliferation immediately after the colonization of gonadal “primordium (Patifio and
Takashima 1995; Striissmann and Nakamura 2002; Guerrero-Estévez and Moreno-Mendoza
2010) while in testicular differentiation PGCs remain quiescent for longer pefiods, and only
the somatic component of the undifferentiated gonad shows intensive ¥proliferation
(Nakamura et al. 1998; Murata et al. 2009). In addition, testes remain histologically
undifferentiated longer than ovaries in several species of gonochoristic fish (Pating”and
Takashima 1995). Some authors have pointed out that germ cell behavior should be used as

the main clue in deciding gonadal sex, while somatic changes should be taken into account
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only in' species where changes in germ cells occur at a considerably later period of testicular
development (Meijide et al. 2005). Quiescence of PGCs was observed during the Gonadal
Primordium/and Undifferentiated Gonad Stage of the Mexican snook, when no intensive
proliferation of germ cells was observed. The dimorphic proliferation of germ cells has been
described in several fish species such as the Nile tilapia (Nakamura and Nagahama 1985),
the neotropical cichlidsCichlasoma dimerus (Meijide et al. 2005), the Coho salmon (Foyle
1993), the pejerrey (Strissmann et al. 1996), the vimba bream (Hliwa et al. 2003), the
Atlantic sturgeon (Acipenserfexyrinchus) (Van Eenennaam and Doroshov 1998) and the
channel catfish (Patifio et al. 1996); to give some examples. Intensive germ cell proliferation
in females and males of Nile tilapia ogcuts at days 35 and 70, respectively (Nakamura and
Nagahama 1985), while in the pejerfey this event takes place at 98-119 and 49 dph in males
and females, respectively (Striissmann-et-al. 1996).

In the Mexican snook, the onset of gonadal*differentiation (termed herein as Early Testicular
Differentiation), occurred between 227 and 255 dph.This stage was marked by the
appearance of narrow spaces in the connective tissue.(efferent duct anlages), which
subsequently gave rise to the efferent duct, whose development was completed between 269
and 339 dph, in the Late Testicular Differentiation Stage. In comparison, in the chum salmon
(Oncorhynchus keta), the neotropical cichlid (Meijide et al. 2005) and the white-spotted char
(Nakamura 2013) the efferent duct anlages first appeared at 45, 72 and 131 dph, respectively.
In the Mozambique tilapia, the pejerrey, as well as in many other teleost species;, this was
considered to be the earliest indicator of testicular development (Nakamura and Takahashi et
al. 1973; Striissmann et al. 1996). Only in the viviparous barred splitfin the biogenesis of the
efferent duct was considered as of secondary importance (Guerrero-Estévez and Moreno-

Mendoza 2012). In contrast with ovarian morphogenesis, where the formation of the ovarian
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lumentakes place through different developmental mechanisms (Lombardi 1998), the pattern
of differéntiation of the efferent duct seems to be conserved across different groups of fish.
Apparently,/n all fish species studied to date this structure develops from narrow spaces in
the gonadal stroma (Nakamura et al. 1998; Striissmann and Nakamura 2002).

In contrast with the quiescent behavior of germ cells during the earliest stages of testicular
morphogenesis of teleost fish, the somatic element shows intensive proliferation, forming
groups of somatic cells called stromatic aggregations. This event has been described in many
teleost species such as the whitespotted char (Nakamura 2013), the Japanese medaka, the
Malabar grouper (Murata et al. 2009),and all the poeciliid species studied to date (Striissmann
and Nakamura 2002; Koya et al. 2003), The Ussuri catfish (Tachysurus ussuriensis) also
shows increased proliferation of somatic cells at 36 dph, and this process is accompanied by
the development of vasculature (Pan et-al. 2017)..4An the guppy (Poecilia reticulata), a study
showed that sex inversion induced by androgens can only be achieved when these stromatic
aggregations are formed (Dildine 1936). ‘Some audthors have suggested that these
aggregations of somatic cells differentiate into the sperm’ duct and components of the
interstitial compartment (Koya et al. 2003; Nakamura 2013), in such a way that they operate
as an organizational center for testicular differentiation.

We observed during the Early Testicular Differentiation a very distinctive morphological
pattern of development in the presumptive testis of the Mexican snook. The gonad was
clearly regionalized into two zones: a germinal compartment located in the ventralportion of
the gonad and characterized by intensive proliferation of germ cells, and a hilatregion
consisting mainly of connective tissue and dispersed blood vessels, located in the dorsal
portion of the gonad. The ventral distribution of germ cells coincides with the patterns

described by Mazzoni et al. (2014), who pointed out that in presumptive male representatives
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of the” Acanthopterygii, the germ cells accumulate at the ventral periphery of the
undifferéntiated gonad, while most somatic cells are organized in layers in the dorsal region.
This organizational pattern of the primordial germ cells is considered to be the first
morphological.signal of gonadal differentiation in male and female fish, even prior to the
appearance of the.testicular duct or the ovarian cavity, and confirmed by the expression of
genes linked to sexualdifterentiation (Mazonni et al. 2014; Vizziano-Cantonnet et al. 2014).
The Full Testicular Differéntiation stage of the Mexican snook showed spermatogenetically
active testes, with spermatocytessalready present in the seminiferous lobules and showing
full spermatogenesis at 15 months©f.age. This can be considered a late gonadal development
when compared with other species’\where the testes are fully differentiated and
spermatogenetically active long before.

The entire process of gonadogenesis.in the Mexican snook resembles to that of the
percomorph Amatitlania nigrofasciata;where the“efferent duct system and seminiferous
lobules develop independently and come together at thé end of testicular morphogenesis, a
process that is thought to be conserved among fishes with lobular unrestricted testicular type
(Mazzoni et al. 2014). Fish with other testicular arrangements” such as those presenting
lobular restricted type or anastomosing tubular unrestricted type possess different
mechanisms of gonadal development, as revealed by Mazzoni et al. {2014) in the guppy
(Aterinomorpha) and the common carp (Otophysi), respectively.

The application of hormonal treatments has been widely used in aquaculture te_produce
monosexual stocks of commercially valuable fish (Schreck 1974). However, in otder to be
effective, hormonal treatments requires of a full characterization of gonadal morphogenesis,
to determine the most sensitive period for hormone application (Nakamura 2013). In this

sense, the histological description of early gonadal morphogenesis in the Mexican snook will
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be valdable for the implementation of sexual reversion techniques for farming this species in
southern Mexico, aiming to reduce the overfishing pressures at which the species has been
submitted during the last years (Chavez-Caballero et al. 2014). Besides the external factors
described abowe; internal factors such as the growth rate can also influence the velocity at
what gonadal differentiation occurs (Bruslé and Bruslé 1978; Striissmann and Nakamura
2002). In some teleostspecies, specimens with larger growth rates differentiate their gonads
before than specimens showing lower growth rates (Colombo et al. 1984; Colombo and
Grandi 1995). For instance, Gfandi and Colombo (1997) reported that the velocity of gonadal
differentiation in the European ecl{(Anguilla anguilla) was more related to body size than to
age. As a result, a single batch of fish“ean contain organisms showing variable degrees of
gonadal development, even though they are cultured under the same environmental
conditions. In the Mexican snook,a_similar asynchronous gonadal development occurred
from 171 dph forward, which might be=due to ¢he differences in sizes rather than the
differences in age, as documented in other teleosts.

In conclusion, the gonadal morphogenesis of the Mexican snook produced and maintained in
captivity is clearly defined by a period of gonadal undifferentiation that may last until the
fish are 6 months old, followed by a prolonged testicular development lasting approximately
six months (180 days). The histological analysis of gonadogenesis showed that this species
is a protandric hermaphrodite that starts their lifecycle as male. The morph6logical events
documented during the sexual differentiation of the Mexican snook were similaf to those
described in other teleost species, indicating that the process of gonadal morphogénesis is
highly conserved among fishes, regardless of the reproductive strategy or the taxonomic
group. The information generated by this research will be useful for future experiments fot

the sex manipulation of this species for aquaculture purposes.
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Figureé Legends

FigureA.-Gonadal differentiation in the Mexican snook. A, B. Gonadal primordium (gp)
were oriefited cephalocaudally and suspended from the peritoneal wall. C. D, E. Gonadal
Primordium“and Undifferentiated Gonad Stage (136-171 dph). Migrating primordial
germ cells (PGC) colonized the gonadal primordium via the gonadal mesentery (gm),
signing the onset“of this stage. Only scarce PGCs were observed immersed in the
connective tissue of thefgonad, surrounded by numerous somatic cells. F. Early Testicular
Differentiation Stage (178¢213 dph). Somatic cells started to proliferate, giving rise to
stromatic aggregations (sa). Efferent duct anlages (eda) appeared for the first time, being
the clearest sign of the commitment’ofithe gonad to testis. G, H. Intermediate Testicular
Differentiation Stage (227-255_dph). G. The presumptive testis became regionalized into
two zones: the germinal (ger) and the-hilar (hr) regions. The development of the efferent
duct from the efferent duct anlagen 6ccurred in the hilar region. The germinal region was
characterized by intensive proliferation ‘of germ cells, which resulted in the formation of
germline nests (nst). H. Amplification of the dotted‘areéa depicted in G showing the
regionalization of the gonad at this stage. The hilar region” (hr) consisted mainly of
connective tissue (ct) and dispersed blood vessels. In the germinal region, germinal cells
proliferated and gave rise to germ cell nests (nst) at the periphery of the presumptive testis.

bv, blood vessel; gm, gonadal mesentery; gc, germ cell. Hematoxylin-eosih.

Figure 2. Gonadal differentiation in the Mexican snook. A. Intermediate Testicular
Differentiation Stage (227-255 dph). During this stage, the first A-spermatogonia (Asg)
started to differentiate from the gonial cells (go) present in the germline nests. The

characteristic feature of A-spermatogonia was the presence of indentations in the nuclear
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envelope (see dotted inset and its respective amplification).The inset in the image A shows
the morphological difference between A-spermatogonia (Asg) and gonial cells (go). B, C,
D, E. Late Testicular Differentiation Stage (269-339 dph). B, C. The efferent duct (ed)
was completely differentiated, and the regionalization of the gonad into germinal (ger)
and hilar (hr) ‘tegions was maintained. Large blood vessels (bv) appeared in the hilar
region (hr), near tosthe efferent duct. D, E. During Late Testicular Differentiation, the
testis was integrated only by’ A and B-spermatogonia (Asg and Bsg, respectively), which
appear wrapped by the surtetnding pre-Sertoli cells (pse). Both types of spermatogonia
were found forming part of gefmline nest (nst) located at the periphery of the testis. B-
spermatogonia had smaller size and"more condensed nucleus than A-spermatogonia. F,
G. Intensive proliferation of spermatogonia caused the elongation of the germline nest
towards the efferent duct, givingfise.te seminiferous lobules (lo), which started to extend
towards the efferent duct (ed). ct, connective tissue; ed, efferent duct; bv, blood vessel; sc,
somatic cell; ep, external epithelium ‘of the gonad;“yAsg, A-spermatogonia; Bsg, B-

spermatogonia; ms, myoid cells. Hematoxylin-eosin.

Figure 3. Gonadal differentiation in the Mexican snook. A, B. Late testicular
differentiation. As testicular differentiation proceeded, seminiferous lobules (lo)
continued to extend towards the efferent duct (ed), located in the hilar region.’At the same
time, connective tissue (red arrows) from the hilar region (hr) gradually infiltrated into the
germinal region (gr) of the gonad. Dotted areas in image B shows two fully differentiated
seminiferous lobules (lo) that have already connected with the lumen of the efferent’duct
(op), while black arrows in the inset point out a panoramic view of connective tisstu€

infiltration across the gonad. C. Full Testicular Differentiation Stage (355-367 dph).
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Testes were fully developed and showed active spermatogenesis in the seminiferous
lobui€s, evidenced by the presence of spermatogenic cells, mainly primary spermatocytes
(scl). Anfspermatocyst containing primary spermatocytes is encircled with a dotted line.
Note the nucleus of a Sertoli cell (se) forming the wall of the spermatocyst. D, E, F.
Testicular maturation in the Mexican snook. D. Transversal section of a fully
spermatogenetically-active testis in “developing phase”. E. Amplification of the dotted
area depicted in D. The testieular parenchyma (tp) is comprised by numerous seminiferous
lobules. Note that spermatezea are present all across the testis, in both seminiferous
lobules and the efferent duct (ed).\E. Micrograph of the periphery of a spermatogenetically
active testis showing almost all the stages of the spermatogenesis: A-spermatogonia (Asg),
B-spermatogonia (Bsg), secondafy spermatocytes (sc2), spermatids (sd) and spermatozoa
(sz). The dotted area shows a seminiferous lobule (lo) extending from the periphery of the
testis to the efferent duct. Mature ‘Spermatozoa”(sz) are observed in the lumen (lu) of
seminiferous lobules. ct, connective tissue; ed, efferent duct; bv, blood vessel; Asg, A-

spermatogonia; Bsg, B-spermatogonia; ta, tunica albuginea. Hematoxylin-eosin.
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Abstract

The Mé€xican snook, Centropomus poeyi, supports an important fishery in southeastern
Mexico. Du€ to its protandrous hermaphroditism, females may be especially sensitive to
overfishing beCause they tend to be larger and selective removal has the potential to negatively
affect natural populations, thus making urgent the need to contribute on management strategies
for the species. The objective of this study was to produce batches of reproductive females at an
early age and a small size'by using 17p-estradiol (E2) in the diet. In two separate experiments, we
fed fish 0, 10, 20, 30, 40,750, or 60 mg of 17p-estradiol per kg of food for 60 days during gonadal
differentiation. Fish fed with §0 and 60 mg of E2 per kg of food resulted in 100% feminization,
while the control group (0 mg of E2) was 100% male. Three years after feminization, sex-
reversed fish remained female, produeing oocytes and were capable of spawning, while fish in
the control group were ripe males withsfunning milt. E2-treated groups were significantly larger
(weight and length) than the control groups.for up to six months after treatment, but the
difference was undetectable at 300 days post-treatment. Survival was high in all treatments
(100%). We obtained high percentaggs.of functiofial females using dosages of 50 and 60 mg kg™!
of E2 for 60 days, with 80% of the indu€ed fish spawning and producing fertilized eggs and
larvae. The results obtained in this study provide oppefttunities for broodstock management and
sex manipulation.

Key words: sex-inversion, functional females, snook culture:

Resumen. El robalo Mexicano, Centropomus poeyi, soporta una peSqueria importante en el
sureste Mexicano. Debido a su hermafroditismo protandrico, las hembras son especialmente
susceptibles a la sobrepesca debido a que tienden a ser mas grandes y su._temocion selectiva tiene
el potencial de impactar negativamente las poblaciones naturales, haciendo-mas urgente la
necesidad de contribuir con estrategias de manejo para la especie. El objetivo d€ este estudio
consistié en producir lotes de hembras reproductivas a una edad temprana y de pegueiio tamafio
mediante el empleo de 17B-estradiol (E2) en la dieta. En dos experimentos separados;
alimentamos los peces con 0, 10, 20, 30, 40, 50, o 60 mg of 17B-estradiol por kg de alimento, por
60 dias, durante diferenciacién gonadal. Los peces alimentados con 50 y 60 mg de E2 portkgide
alimento resultaron en un 100% de feminizacion, mientras que el grupo control (0 mg de E2)

estuvo compuesto por 100% machos. Tres afos después de la feminizacion, los peces revertidos
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se mantuvieron como hembras, producian ovocitos y fueron capaces de desovar. Mientras que los
peces delgrupo control fueron machos maduros con esperma fluido. Los grupos tratados con E2
fueron significativamente mas grandes (peso y longitud) que el grupo control por hasta seis
meses después’del tratamiento, pero estas diferencias no fueron detectables a los 300 dias post-
tratamiento. La supervivencia fue alta en todos los tratamientos (100%). Obtuvimos altos
porcentajes de hembrasfuncionales empleando las dosis de 50 y 60 mg kg™ de E2 por 60 dias,
con un 80% de los pecesqanducidos desovando y produciendo huevos fertilizados y larvas. Los
resultados obtenidos en eSte-estudio proveen oportunidades para el manejo de reproductores y la
manipulacion sexual.

Palabras clave: inversion sexual, hembras funcionales, cultivo de robalo.

Introduction

Several centropomid species support important recreational and commercial fisheries in the
Gulf of Mexico (Tucker, 2003; Alvarez-Lajonchére and Tsuzuki 2008). Recent harvest rates in
this region are lower than in the previous-decade(UN-FAO, 2011; Chavez-Caballero, et al.,
2014). In Mexico, snooks command high\prices. In"2013, the reported landing of snooks in
Mexico was 8,085 t, with 75% of the total Cateh fromg¢the Gulf of Mexico (SAGARPA, 2017).
Unfortunately, all snook species captured are réported under the generic category of “snooks”
(UN-FAO, 2011). This broad labelling of landed species impedes the assessment of fisheries at
the species level.

Centropomus poeyi is an endemic species that occurs only in watersheds located between the
Mexican states of Tamaulipas and Campeche that discharge into the:Gulf of Mexico (Chavez,
1961 and 1963). Contrary to C. parallelus and C. undecimalis, the Mexican'snook spends most of
its life cycle in rivers and lagoons, migrating to the ocean only to spawn (€hédvez, 1981). The
Mexican snook is a piscivorous species, reaching a total length of up to 110 cmasand a weight of
14 kg, with females been significantly larger than males (Loran-Nufiez et al., 20123 Chavez-
Caballero, 2014). Very little is known about the biology, ecology, or population status of the
Mexican snook. While all snooks are considered protandric hermaphrodites (Alvarez-Eajoncheére
and Tsuzuki, 2008), only C. undecimalis is documented as such (Taylor et al., 2000).

The potential for snook aquaculture has been highlighted and specific studies have developed

methods for culturing C. undecimalis and C. parallelus (Zarza et al., 2006; Lajonchére and
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Tsuzukis2008; Yanes-Roca, et al., 2009; Cerqueira and Tsuzuki, 2009; Ibarra-Castro et al., 2011;
Contreras=Garcia, 2015). However, there are no experimental studies on the culture of C. poeyi in
captivity. In“our*facilities, we have observed that C. poeyi has advantages over other
centropomids (i.e- large size, high tolerance to handling, grow-out in a wide range of salinities,
and fast growth).Broodstock management for C. poeyi is complicated because females range
from five to ten kg. This makes operations expensive, not to mention the risks associated to
maintaining large fish Captive. Therefore, the aim of this study was to produce batches of
reproductive females at aneatly age and a small size through induced sex inversion using 17p-
estradiol in this hermaphroditic species. This natural oestrogen has been frequently used in
gonochoristic species; however, there are few studies on induced feminization in hermaphroditic
fishes. In this study, we investigated the effect of different dosages of the steroid 17-B-estradiol
on the sex ratios, growth, reproductivesviability, and survival of C. poeyi.

Materials and methods

Broodstock and larvae production. Wild-catight broodstock were maintained in 63 m? circular
plastic tanks (9 m diameter) with a daily-10% wat€r exchange and natural photoperiod at the
Marine Aquaculture Station, Biological/Sciences Division, Judrez Autonomous University of
Tabasco located in Jalapita, Centla, Tabasco (MAS-UJAT). In two separate spawning events, one
mature female and two males (average weight/5,550 + 223 g and 3,000 + 68 g, respectively) were
induced using handmade cholesterol implants with 200 pg per-fish of LHRHa (Syndel, Western
Chemical, Fendale, WA, USA) and placed in a fiberglass spawning tank (4 m diameter, 1 m
depth). Spawning began after 27 h; fertilized eggs were collected using a 400-pm soft-mesh net.
Embryos were placed in 500 L fiberglass tanks, and hatching started44 h later. The yolk-sac
larvae were maintained in these tanks with a daily 80% water exchange and continuous aeration.
Salinity (28.6 + 1.9 ppt), dissolved oxygen (6.6 + 1.1 mg L), and temperature (27.1 = 2.5°C)
were monitored daily. At 15 days post-hatching (dph), salinity was gradually lowered (5 ppt per
day) until the fish were in fresh water. Tanks were filled with salt water and stocked with a mix
of the green microalgae Tetraselmis chuii, T. suecica, and Nannochloropsis oculata.(2-4 x 10°
cells mL). Rotifer supplementation was initiated with Brachionus rotundiformis at 20
rotifers/mL; at 11 dph, the density was decreased to 15 rotifers/mL and B. plicatilis was added at
a density of 15 rotifers /mL, making a total of 30 rotifers/mL until 22 dph. At 13 dph, Artemia

nauplii were added to the mix at a rate of 30 org/mL, until 22 dph. Larvae were weaned onto
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commeteial food (Gemma Wean™, Skretting; proximate composition: 62% protein, 14% lipid,
8% ash;02% fiber) beginning at 20 dph and continued for six months. After six months, fish
were fed Eufopd™, (Skretting; proximate composition: 55% protein, 15% lipid, 12% ash, 1.0%
fiber and 8.5% meisture).

Specimen procurement. Two experiments were carried out at the Tropical Aquaculture
Laboratory, Biologieal Sciences Academic Division, Juarez Autonomous University of Tabasco.
Juveniles were obtainéd from induced spawnings in October 2013 and October 2014.
Experimental juvenile fish4120 and 240) were randomly selected for experimental groups I and
I1, respectively. Juveniles wefe 340 dph in experiment I and 227 dph in experiment II. Pre-
treatment gonadal condition was determined with conventional hematoxylin—eosin staining.
Experimental design. To evaluate thefeminizing effects of E2 in food, separate experiments were
carried out using a completely randomized design with one factor (E2 dose). Each experiment
consisted of four treatments that were rungin triplicate. In the first experiment, we evaluated 40,
50, and 60 mg E2 kg™! of food. In the second €xperiment, we assessed the effects of 10, 20, and
30 mg E2 kg™! of food. In both expéritnents, a eonittol group (0 mg E2 kg! of food) was included.
Ten juveniles were randomly placed in €ach experimental unit for the first experiment, with an
initial average total length of 150.2 + 1.6 mim;*and weight of 30.1 = 9.8 g. For the second
experiment, we used 20 juveniles per replicate; with an initial average total length of 73.7 £ 4.5
mm, and weight of 2.8 + 0.4 g. Both experiments were carried-out in a closed recirculating
system, consisting of twelve 2,000 L capacity circular tanks. Alltanks were filled with non-
chlorinated freshwater and kept under chemical and mechanical filtration during the experiment.
The water was filtered over a homemade filter tank to remove residual E2 and sediments. This
filter was built using a 200 L plastic tank (60 cm diameter, 90 cm height) containing three layers
of filtering materials: a) 5 kg of granular activated charcoal (Silva et al., 20.12) contained in a
plastic mosquito mesh bag (1 mm-mesh size); b) 10 kg of crushed oyster shellsyand c) 10 kg of
fine gravel. Water passed by gravity to a 5,000 L reservoir tank, and recirculated.into the fish
tanks by using a 1.5 horsepower suction pump equipped with a pressured sand filter(Jacuzzi
L190, Little Rock, AR, USA). Waste accumulated in the fish tanks was siphoned daily; and 30%
of the water was replaced once a week. Replicates from the control group were maintained in

similar tanks separated from the recirculating system.
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Experimental diets. In both experiments we fed the fish with commercial marine-fish food
Europa®4(55% protein) impregnated with the different dosages of E2. The protocol proposed by
Popma and«Greén (1990) was used to impregnate the food with 173-estradiol, varying the
dosages for each-treatment. Briefly, the desired dose of E2 (Sigma-Aldrich Co., St Louis,
Missouri, USA) was dissolved in 100 ml 96% ethanol and sprayed onto 1 kg of the powdered
food. Ethanol was left to evaporate at ambient temperature in a dark room, and afterwards the
food was stored refrigérated at 4 °C. Food for the control groups was impregnated with 96%
ethyl alcohol only. Fish were fed until apparent satiation at 8:00, 11:00, 14:00, and 17:00 h,
during a 60-day period for both eéxperiments.

Water quality. Dissolved oxygen, temperature, and pH were measured in both experiments.
Dissolved oxygen (6.02 = 0.02 and.6.4'+ 0.03 mg L") was measured with a YSI Model 55
oxygen meter (Yellow Springs, OH, USA), and temperature (30.2 + 0.14°C and 29.5 + 0.16°C)
with a digital thermometer (YSI 55, Yellow, Springs OH, USA). The pH (6.5 +0.07 and 7.1 +
0.09) was measured using a pH meter (DenVier Instrument UB-10, Denver, CO, USA). We
measured ammonia (0.1 £ 0.01 and 0414+ 0.0 =g L), nitrite (0.01 £ 0.01 and 0.012 + 0.013
mg L), and nitrate (0.5 + 0.03 and 0.7 £0.04 mg E™") concentrations with a multiparameter
meter (Hanna Instruments, HI 98311, Woonsocket, RI; USA) every week.

Growth and survival assessment and histologicalyanalysis. @Once the E2 exposure period
concluded, we carried out three samplings (30, 180, and 300 days post treatment) using a similar
procedure in both experiments. At the end of each treatment, and‘in the subsequent samplings,
weight was determined with an analytical scale (Ohaus®, Pine Brook, New Jersey, USA), with an
accuracy of 0.001 g, and we measured total length with digital vernier calipers (Carbon fiber
Composites Digital® Atlanta, Georgia, USA), with an accuracy of 0.1 tim/Measurements were
made on all specimens in each treatment. Survival was evaluated by counting the fish from each
experimental unit at the end of the experiments. To determine sex ratio, subsamples were
randomly taken from each replicate at each sampling time (n = 3, 2, and 1) totaling-18.per
treatment in experiment I and 27 for experiment II (n = 3, 3, and 3). A total of 12 (experiment I)
and 33 (experiment II) fish per treatment remained after assessment of sex ratios for viability
trials. Sampled fish were sacrificed with an overdose of tricaine methanesulphonate (MS-222; 1g
L. Afterwards, the fish were dissected, and the gonads were removed, fixed for 24 h in Bouin’s

solution, and then maintained in 50% ethyl alcohol. Samples were processed and stained with
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hematoxylin—eosin (H-E) (Aguilar et al., 1996). Slides were examined with a compound
microscepeZeiss®, Gottingen, Germany) with 10x and 40x objectives. Sex was assigned
histologically using the criteria for C. undecimalis adults as reported by Grier and Taylor (1998)
and Grier (2000);for juveniles of the same species as reported by Huber (2014); and as reported
for other teleost fish species by multiple studies (Nakamura et al., 1998; Devlin and Nagahama,
2002; Striissmann and Nakamura, 2002; Meijide et al., 2005).

Female maturation and viability. All remaining fish from treatments with 50 and 60 mg kg'! (24)
and the control groups (45)were implanted with a PIT tag (Avid Identification Systems, Inc.;
Norco, California, USA) in the bedy cavity and moved to the marine station (MAS-UJAT) for
grow-out and spawning trials. At.fout years of age, during the spawning season (July-
September), the fish kept for reproduetion trials were anaesthetized with clove oil (0.015 mL L)
and checked for maturity. Each remaiing,female and male were checked for maturity by taking
oocytes or sperm from the genital pore with a polyethylene cannula. The fish were declared as
mature when females presented vitellogenictoocytes and males, if running milt was present.
Oocyte diameter and maturity stage were.determinied for every fish. Five females (449.46 +
161.33 gand 37.17 + 4.47 cm) were selécted for viability trials based on having oocytes larger
than 150 um in diameter. Ten males (31736 1.1.36 g'and 34.50 £ 3.75 cm) with running milt
were also selected. All selected fish were implanted withLHRH-a (150 pg kg!) handmade
cholesterol-cellulose implants in the body cavity, near the p€lvic fin. Fish were then placed in a
12.5 m? tank where salinity (30.67 + 1.67 ppt), temperature (29.96.+ 0.86 °C), dissolved oxygen
(5.98 £ 0.43 mg L"), and pH (8.46 = 0.22) were monitored three times a day. Five spawning
trials were conducted using one female and two males per trial.

Statistical analysis. The effects of different E2 treatments on the sex ratio,/growth (total length
and weight), and survival rate, were analyzed using one-way ANOVA. Datasexpressed as
percentages were arcsine-transformed before the ANOVA; however, sex ratiossdre'reported as
percentages. If the ANOVA revealed significant differences, Tukey’s post-hoc testwas
performed. Normality (Shapiro—Wilk test) and variance homogeneity (Levene’s test)were
previously tested in all cases. All statistical analyses were performed using the Statgraphies
Centurion® program, v XVI, (level of significance a < 0.05).

Results
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Feminization. A significantly higher percentage of females were obtained in the E2 treatments (P
< 0.00)=Induced females exhibited a normal pattern of ovarian development (Figure 1) while
the control.groups consisted exclusively of males (Figure 2). The fish fed with 50 and 60 mg of
E2 kg'! of food censistently produced 100% females, in the three consecutive samplings. Fish fed
with 40 mg of E2.kg! of food produced significantly fewer (77.8% + 5.6 SE) females (P < 0.05)
compared to fish fed the highest dosages (Fig. 3). In the control group, 100% males were
consistently obtained at all'sampling times, with different phases of spermatogenesis (Fig. 4).

In experiment 11, a significant\proportion of females was obtained in each treatment (P < 0.05).
As in experiment I, control groupswas all males, while fish fed the three E2 diets resulted in 37 to
63% females (Fig. 5). Fish fed 10 mg E2 kg™! of food resulted in only 37.0 + 6.4% females, a
significantly lower percentage (P <.0.05) compared to those fed 20 and 30 mg E2 kg™! of food
(59.7 and 63.3% females + 6.4 SE). Histological analysis confirmed that females developed
ovaries with evidence of primary growth gocytes (Fig. 6).

Growth and survival. In experiment I, the total'length and final weight in all three samplings
differed significantly among treatments.(P < 0.05). /At 30 days post treatment, the longest
(187.20 + 12.0 mm) and the heaviest (55:46 + 3.50/€) fish were obtained from the 60 mg E2 kg
treatment groups. Fish in the control group-had the least growth (164.90 = 11.7 mm and 35.93 +
2.96 g). After 180 days post-treatment, the highest growth rates were found in the 60 mg E2 kg-1
of food treatment, and the lowest growth rates occurred in the.eontrol group. At 300 days, post-
treatment, no significant statistical differences (P > 0.05) were fotnd in total length and weight
(Table 1). In experiment II, the total length and final weight for all three samplings differed
significantly among the treatments (P < 0.05). At 30 days, the fastest/growth in total length was
observed in the treatment with 20 mg E2 kg™ of food (187.20 + 12.0 mim),'dnd the greatest
increase in weight was observed in the 30 mg E2 kg™! group (55.46 + 3.50.g) The least growth
was observed in the control group. At 180 days, fish treated with 30 mg E2 kg-4"of food had the
highest growth rates (215.57 = 19.20 mm of total length and 58.80 + 1.00 g of weight). As in the
previous experiment, the fish from the control group grew the least. Finally, at 300'days,
significant differences persisted (Table 2). Survival was 100% in all treatments, for both
experiments (Tables 1 and 2).

Sexual maturation and reproductive viability. All fish treated with 50 and 60 pg E2 kg™ of food

(experiment I) that were kept for sexual maturity assessments and viability tests were females
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producing oocytes (30 to 300 um in diameter); while fish (45) from the control group were all
males with running milt. Five of the females obtained through sex inversion had oocytes larger
than 150 pat'and were selected for induced spawning trials. Four of these females (80%)
spawned, and preduced fertilized eggs and larvae. An average of 386,425 + 43,922 eggs were
produced per female., The fertilization rate averaged 76.4 + 14.71%. The average number of
larvae obtained in each spawning trial was 243,621 + 3,813.

Discussion

Results indicate that strengly skewed populations with functional females can be obtained
from immature males after fefinization using 50 or 60 mg E2 kg™! of food, for 60 days. Females
obtained through sex inversion are fertile organisms of small size that can be induced to spawn
and produce larvae. Induction of sex.ehange in teleost fish is possible because germ cells are
bipotential and their sensitivity to exogenous hormones allow disruption of the natural
biochemical processes that govern sex differentiation, overriding normal developmental patterns
even after gonadal differentiation has takenplace (Devlin and Nagahama, 2002; Striissmann and
Nakamura, 2002). This plasticity in seéxual develepment is the key to sexual manipulation in fish
and can be effective even in the presenc€of geneti¢’material for sex determination (Yamamoto,
1969; Goudie et al., 1983; Pandian and Shegela, 1995;Piferrer, 2001; Devlin and Nahagama,
2002). Such manipulation of gonadal development by steroid induction has been used to obtain
single-sex populations (Baroiller et al., 1999; Dévlin and Nahagama, 2002; Striissmann and
Nakamura, 2002; Omoto et al., 2002), aiming to increase produetivity by avoiding unwanted
reproduction, favor the sex with fastest growth, and produce groups/of females with enhanced
production of eggs (Beardmore et al., 2001; Piferrer, 2001; Devlin and Nahagama, 2002; Frisch,
2004).

In an extensive review, Piferrer (2001) cites over 50 species in which feminization has been
carried out, with salmonids and cichlids been the most representative groups. These studies have
examined the use of different steroids and dosages, lengths of steroid treatment and'gonad
development. With centropomids, specifically C. undecimalis and C. parallelus, positive results
were obtained when the steroid was supplied using food or implants, obtaining high pefcentages
of feminization in both species (Vidal-Lopez et al., 2012, Carvalho et al., 2014, Passini etz@l.;
2016).

86



273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303

Histol6gical evidence indicated that the fish used had begun to differentiate into males,
supported”with the appearance of the efferent duct, and an increase in the number and size of the
primordial germinal cells. Therefore, we conclude that sex inversion was effective. Since the
terms "sex inversion" and "sex reversal" frequently appear interchangeably in the literature, we
considered it necessary to reexamine this topic in the light of sex manipulation in hermaphroditic
species: initially, Nakamura and Takahashi (1973) described sex reversal for gonochoristic
species as the time when.fish gonads are sexually undifferentiated but are susceptible to the
action of exogenous steroids, This was further discussed by Chan and Yeung (1983), defining the
term as the transformation of{an imdividual fish from one sex to another. Green et al. (1997)
attempted to differentiate induction.of sex change in undifferentiated and differentiated fish by
arguing that the term "sex inversion'.4§ defined as the process where the undifferentiated gonad is
directed to a particular sex, and "sex reversal" as the induction of a differentiated gonad to
become that of the opposite sex. In the cage, of hermaphroditic species, both terms stand, since
sex change can be induced during both_stag€s ot gonadal development. This is supported by the
successful sex inversion of juvenile séa.bream,-Sparus aurata (Condeca and Canario, 1999);
common snook, C. undecimalis (Vidal-Egpez et al42012; Carvalho et al., 2014) and fat snook,
C. parallelus (Carvalho et al., 2014). Whilg sex reversal has been documented for adult blue-
spotted grouper, Epinephelus fario (Kuo et al #1988), blackeporgy, Acanthopagrus schlegeli
(Chang, et al., 1994; Chang et al., 1995), black sea bass, Centrepristis striata L. (Benton and
Berlinsky, 2006), three-spot wrasse, Halichoeres trimaculatus (Nozu, et al., 2009), and adult fat
snook (Passini et al., 2016). Contrary to this, Piferrer (2001) mentioned that for some
gonochoristic species, once the sexual differentiation process is advanced, or the gonads are
mature, it is more difficult to change the sex and may become impossible in’some cases.

An important aspect of this type of study is the identification of an effective dose and an
optimal time of steroid application, with the purpose of optimizing resources. We did not assess
different times for steroid application, but the results of Vidal-Lopez et al. (2012) in C.
undecimalis were considered, suggesting that more than 21 days of exposure produced high rates
of feminization. Nevertheless, in the present study, the assessment of different dosages'was
necessary, and we determined that dosages of 50 and 60 mg E2 kg! of food were highly effidient
without compromising survival. The dose required for feminization of fish species is highly

variable. Piferrer (2001) detailed successful feminization using estradiol in food with dosages
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ranging ffom 1 mg kg™!' in Mugil cephalus to 400 mg kg! in Poecilia reticulata. The blackhead
sea breant, Acanthopagrus schlegelii, can be feminized using as low as 4 mg kg™! of estradiol in
the diet; howeyer, this protocol requires five months of treatment (Chang and Lee, 1992).
Striissmann et@l=(1996) obtained 100% females using 77 days of treatment with food
impregnated with.E2.at dosages of 20 mg kg™! of food in the pejerrey, O. bonariensis. In
centropomids, Vidal-Ldpez et al. (2012) presented histological evidence of significant
feminization of the gofiads\in,C. undecimalis by feeding 50 mg E2 kg™! of food for 21 to 42 days.
However, the reproductiveviability of the females was not demonstrated. Likewise, complete
sexual inversion was attained(in adult males of this species, using implants at dosages ranging
from 0.5 to 1.0 mg E2 kg! of fish (Passini et al., 2016). In a closely related but smaller species
(C. parallelus), Carvalho et al. (2014)produced up to 100% females when 25 mg E2 kg™! of food
was provided for 45 days. Unfortunately, in all cases, reproductive viability was not reported.

One important contribution of this inveStigation was the assessment of the treated fish at three
different periods (30, 80, and 100 days) post-treatment, to observe morphological and structural
changes in the development of the gohadsBased 0t the histological analyses of 93 sex-inversed
females, no abnormal morphological ortructural ¢hanges were observed during gonad
development, indicating that the ovaries followed a “n6rmal pattern” of development.
Furthermore, the high survival rate of the fish Kept for viability tests and the successful
production of larvae support the well-being of the females. However, it is important to mention
that some studies have reported that exposure to estrogenic compounds can induce abnormalities
in behavior and the structure and morphology of the gonads (intersex organisms and structural
anomalies) and other organs. For example, Islinger et al. (2003) reported ultrastructural changes
in the livers and testes of zebrafish, Danio rerio; Flynn and Benfey (2007)/found mottled livers,
swollen kidneys, and reduced gonad size in shortnose sturgeons, Acipenser.brevirostrum; and
Hendry et al. (2003) detailed irreversible injuries in Atlantic halibut, Hippoglossus-hippoglossus
L. including spinal deformities and high mortality rates, after E2 treatment. One‘possible
explanation of these anomalies in growth and development may be related to altered.interactions
between sex steroids, growth hormone, and thyroid hormones (de Jesus et al., 1992; Lin et\al.,
1995) produced by the exogenous exposure to E2.

Growth was enhanced when juveniles were fed a diet containing 17p-estradiol. The highest

dose of E2 resulted in the fastest growth, remaining significant for up to six months; however, all
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fish reached the same size by the end of the study. Research supporting these findings indicate
that orally’administered E2 has significant growth-promoting effects in fish (Malison et al., 1988;
Satoh and Nimura, 1991; Hiroaki et al., 1993; Blazquez et al., 1998) perhaps because E2 can
enhance growth.through increased appetite, improved digestion, or increased absorption (Woo et
al., 1993). However, contrasting results have been published on the effects of E2 on fish growth;
some researchers claimno, effects (Matty and Cheema, 1978, Woo et al., 1993), and others report
detrimental effects (Goetz\1 979, Funk et al., 1973, Johnstone et al., 1978, Wang et al., 2008). As
mentioned above, these effects might be related to the altered interactions between sex steroids
and growth hormone, particularly«in gonochoric species. Conley and Walters (1999) highlighted
the importance of balance between androgens and estrogens, which is essential for normal sexual
development, reproductive function, afnd normal growth of both sexes in vertebrates.
Undoubtedly, the expression and activity of the aromatase enzyme plays a fundamental role in
maintaining this critical balance. In our stidy, the survival of C. poeyi was not affected by E2
administration, indicating that this protandric species has the capability to process up to 60 mg of
E2 per kilogram of food with no deleterious effeets; Reports indicate that the negative effects of
steroid administration on survival depend,on a number of factors, with the most important being
treatment timing, treatment intensity, and'species (George and Pandian, 1996).

In the present study, successful feminization and repreductive viability of the females was
achieved for the first time in C. poeyi. These are/major accetplishments for snook aquaculture,
since females currently used for larval production of large snooks§-are obtained from wild
populations and require between three to four years after confinement to respond to hormonal
induction (Ibarra-Castro et al., 2011; Contreras-Garcia, et al., 2015):;0n top of this, broodstock
management is also expensive and risky due to the large size of the females” The production of
small amounts of larvae from the sex-reversed females (approximately 240,000 per female)
provides a practical and manageable solution to handling millions of larvae dusifigevery
spawning event.
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Table™. Average values for weight and total length (£ SE) of C. poeyi juveniles
treatedwith 0, 40, 50 and 60 mg of E2 per kg of food (n = 30) at different times
post treatment (DPT). Survival was 100% in all treatments. Different letters indicate
statistical_significant differences (p<0.05).

TREATMENT 0 DPT 30 DPT 180 DPT 300 DPT
E2 (mg/kg) MEAN (+SE) MEAN (£SE) MEAN (£SE) MEAN (£SE)

. 33.12g + 1.43 g° 35.93 + 0.96 g° 164.90 + 49.18 + 0.35 g° 175.03 + 1.93 g°
158.97 + 2.58"mm? 1.22 mm? 173.10 + 1.66 mm? 270.60 + 1.43 mm?

40 43.98 + 2.25 g 50.34 + 1.93 g 183.60 57.48 + 0.30 gP 179.97 + 1.56 g°
174.27 + 3.09 mmP + 2.34 mmP 198.30 + 0.54 mmP 272.00 + 1.67mm?

50 46.66 + 1.75g° 17563 54.89 +2.33 g° 187.20 57.93+0.33 g° 178.10 £ 0.97 g°
+2.85 mm® +1.78 mm® 195.37 + 1.53 mmP 282.6 + 2.32 mm?

4747 +1.71 g° 174.18 55.46 + 1.17 g° 58.80 + 0.41 g° 193.73 + 1.02 g°
%0 +2.95 mmb 184.70 + 184.67 mm® 215.57 + 1.84 mme 279.3 + 1. 86 mm?

Table 2. Average values for weight\and total'length (£ SE) of C. poeyi juveniles
treated with 0, 10, 20 and 30 mg of-E2.per kg of food (n = 60) at different times
post treatment (DPT). Survival was 100% in all freatments. Different letters indicate
statistical significant differences (p<0.05).

TREATMENT 0 DPT 30 DPT 180 DPT 300 DPT
E2 (mg/kg) MEAN (+SE) MEAN (SE) MEAN (+SE) MEAN (+SE)
0 13.06 £ 0.17 @° 17.19+0.24 @° 35.13% 1,35 g° 40.02 £ 1.36 @@
81.79 £ 1.12 mm? 85.93 £ 0.96 mm? 189.22 + 2793 mm? 192.11 £ 5.39 mm?
10 13.93+0.13 ¢° 18.36 £ 0.38 @g° 44.32 +2.49 gb 48.32+1.59 ¢°
91.13 £ 1.07 mmP 98.12 £ 1.15 mmP 197.87 £ 4.59 mm?® 209.53 £ 2.02 mm®
20 13.98 £0.12 g® 18.72 £ 0.40 @® 61.88 £ 1.53 g°207.00 _70.72 +0.89 g°®237.00
91.63 + 0.95 mmP 99.33 + 2.47mmP +4.52 mmP +2.35 mme¢
) 13.86 £ 0.09 g° 1847 £ 0.25 g° 63.37 £ 0.86 g° 7359 £ 1.31 g°

91.83 £ 0.62 mm®

99.23 + 2.45 mmP

211.94 £ 1.84 mm°

257.60 + 2.75 mm®




Figure 1. Characteristics of C. poeyi ovaries. (A) Anatomical position and
macraoscepic appearance of ovaries from females obtained after E2 treatment. (B)
Microscopic view of a complete transverse section of an ovary. Liver (L); Gas
bladder (Gb);,.@vary (Ov); ovary wall (Ow); lamellae (LM); primary growth oocytes

(PG); lumen (Lu).Hematoxylin and eosin.

Figure 2. Characteristies)of C. poeyi testes. (A) Anatomical position and
macroscopic appearancesof the testes from control group males. (B) Microscopic
view of a complete transverse section of a testis. Liver (L); Gas bladder (Gb); testis

(T); Efferent duct (ed); sperm (sp);.tunica albuginea (ta). Hematoxylin and eosin.

Figure 3. Average cumulative percent«(£.Standard Error) of C. poeyi females
obtained in experiment | for the‘control and treatments fed high dosages of E2.
Different color bars indicate percent females.at each sampling time for a particular
treatment. Different letters indicate statistical significant differences between
treatments (ANOVA, P < 0.05). n=18 for each treatment. DPT= Days post

treatment

Figure 4. Unrestricted lobular testes from C. poeyi obtained’from males of the
control group. Details from transverse section of testes sampled at60 (A), 180 (B)
and 300 (C) days post treatment (100x; 40x and 10x, respectively). Efferent duct
(ed); cysts (cy); spermatogonia (sg); sperm (sp); tunica albuginea (ta); -blood

vessels (bv); connective tissue (ct); lobules (lo). Hematoxylin and eosin.

Figure 5. Average cumulative percent (x Standard Error) of C. poeyi females

obtained in the experiment with 0, 10, 20 and 30 mg of E2 per kg of food. Different
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color/bars indicate percent females at each sampling time for a particular
treatment, Different letters indicate statistical significant differences between
treatments (ANOVA, P < 0.05). n=27 for each treatment. DPT= Days post

treatment

Figure 6. Cystovarian ovaries from C. poeyi obtained from E2-treated organisms.
Details from transverse,cuts of ovaries sampled at 60 (A), 180 (B) and 300 (C)
days post treatment (10x;40x and 10x, respectively). Ovarian cavity (Oc); lamellae
(1); Primary growth oocyte dufing multiple nucleoli stage (PGmn); germinal

epithelium (ge); ovarian wall (ow). Hematoxylin and eosin.
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CAPITULO 4

Reversion sexual de machos adultos funcionales de Centropomus

poeyi usando implantes de 17-3 estradiol
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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad de implantes de colesterol con
dosis diferentes (0, 1, 2 y 3 mg kg™') de E2 en machos adultos funcionales para
inducir la reversion sexual en C. poeyi y la produccién de hembras a tallas mas
pequefas de facil manipulacion y adaptadas al manejo en cautiverio. Los resultados
obtenidos muestran-diferencias significativas en el porcentaje de hembras obtenidas
en los tratamientos (x2;P <.0.001). Con implantes de 2 y 3 mg de E2 kg™' de pez es
posible obtener hasta 100 % de hembras; mientras que con implantes de 1 mg de
E2 kg™! de pez los porcentajes §on ligeramente menores con un 87 % de hembras.
En los peces del grupo control se obtuyvo un porcentaje de 100% de machos. Al final
del experimento se observaron.diferencias estadisticas altamente significativas en
el crecimiento de los peces. LeS. peces tratados con E2 tuvieron un crecimiento
mayor al grupo control y el grupoque recibio*3'mg de E2 kg obtuvo el maximo
crecimiento. La sobrevivencia en todos ‘los tratamientos fue de 100 %. No se
observan anormalidades en las gonadas de.los peces.expuestos a E2 via implantes,
pues aquellos revertidos exitosamente presentaron ovarios en desarrollo. Los
resultados en el potencial sexual de hembras obtenidas con implantes de E2 son
altos ya que se pueden obtener hembras viables a tallas pequefias. Todo indica a
que esta especie presenta hermafroditismo protandrico y de manera natural, las
hembras se presentan a tallas y pesos grandes. Por ello, las hembras_ebtenidas
permiten un mejor control de la reproduccién al disponer de una cantidad menor de

gametos.

Palabras claves: Centropomus poeyi, estradiol, implantes
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Introduccion

El hermafroditismo es una condicion de origen polifilético en peces, se ha
documentado en 27 familias y siete érdenes que representan aproximadamente un
dos por ciento’de especies conocidas de peces teledsteos (Avise y Mank, 2009;
Sadovy y Liu, 2008;;\Wootton y Smith, 2015; Garcia et al., 2016). Esta condicion es
rara en los vertebrados, esencialmente estd ausente en condrictios, aves y
mamiferos, pero se producesen un numero amplios de familias de peces teledsteos.
El hermafroditismo hace referencia a la expresion en la funcién reproductiva tanto
masculina y femenina en un mismo organismo, ya sea de manera simultanea,
secuencialmente o serial (Sadovy y'Liu, 2008; Pandian, 2010, 2011; 2012; Wootton
y Smith, 2015). El hermafraditismo se encuentra presente en la familia
Centropomidae donde al menos“se.tiene certeza de su condicién en Centropomus
undecimalis (Taylor et al., 2000; Griery Taylory1988; Grier, 2000), en Centropomus
medius (Maldonado-Garcia et al., 12005) vy «recientemente demostrada en
Centropomus poeyi (Vidal-Lépez, en prensa). En ‘el‘resto de las especies que
integran esta familia se especula que el hermafroditismo esta presente, pero no se
tiene certeza de que asi ocurra. Los estudios sobre el procéso_natural de reversion
sexual en peces teledsteos han generado discrepancia alrededor'de las causas que
originan la reversion sexual en los peces hermafroditas. Algunos estudios sugieren
que la causa préxima al cambio de sexo parece ser un cambio en elpatron de la
esteroidogénesis gonadal (Frisch, 2004). En particular, el cambio sexual implica
variaciones reciprocas en las concentraciones de 17- estradiol (E2), que tiendela
promover ‘feminizacion' (por ejemplo, ovogénesis) y 11-cetotestosterona (11KTY;

que tiende a promover la "masculinidad" (por ejemplo, comportamiento agresivo)

111



73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

(Nakamura et al., 1989; Cardwell y Liley, 1991; Cochran y Grier, 1991; Bhandari et
al., 2003). Para explicar esta estrategia reproductiva, en algunas especies
hermafroditas se ha documentado que el modelo tamafo-ventaja ha sido muy
exitoso para.explicar los motivos del cambio de sexo. Los argumentos sobre este
modelo sugieren.que aquellos individuos que alcancen una talla mayor a menor
edad tendran un mayor.éxito reproductivo durante su vida (Ghiselin, 1969; Warner
et al., 1975). Esto se traduce en machos a una mayor capacidad para defender
territorios y reunir grupos de-hembras y en las hembras una mayor capacidad para
alojar ovocitos previo al desove: Estas caracteristicas han sido explotadas en la
acuicultura con fines comerciales,/pues la reversion sexual inducida mediante la
administracion oral y por implantes busca potenciar las ventajas de un sexo o el
otro; ya sea produciendo mayor‘cantidad descarne o mayor cantidad de gametos.
En el presente estudio se pretende producir lotes de hembras pequenas a partir de
machos adultos jovenes, pues el manejo desreproductores de C. poeyi es
complicado debido a que las hembras varian en pesos de entre cinco y diez kilos.
Esta situacion genera que el manejo de reproductores sea costoso, ademas de
implicar mayores riesgos en el mantenimiento de organismos tan grandes en
cautiverio.

Materiales y métodos

Obtencion de organismos y crianza de los organismos. Los organismos se
obtuvieron de un desove inducido mediante el empleo de la hormona sintética
LHRHa de los organismos resultantes, se seleccionaron aleatoriamente (150

individuos, los cuales se mantuvieron en tanques de 500 L con salinidad inicial de

30 ppt y aireacion constante, posteriormente, los juveniles fueron adaptados a agua
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dulce®y se mantuvieron en tanques de 2000 L en un sistema con cambios parciales
de agua.-Los peces fueron alimentados con alimento comercial para peces marinos
marca Eurepa® (55 % de proteina, 14% de lipidos, 8% de ceniza, 0.2% de fibra).
Los ejemplares_experimentales (120) fueron seleccionados al azar de un total de
150, teniendo tres afios de edad al inicio de la fase experimental. La condicion
gonadal previa al experimento se determiné mediante presién manual en la region
abdominal, comprobandosesa condicién de machos adultos (extraccion de muestra
de semen fluido).

Disefio experimental. Se empled un experimento de un factor completamente
aleatorizado con cuatro tratamient@s (implantes de 0, 1, 2 y 3 mg E2 kg de pez).
Cada tratamiento fue por triplicado ysen cada unidad experimental se sembraron
cinco machos adultos de C. poeyi con-tallag promedio inicial de 209.95 mm (£ 23.91)
de longitud total y 242.21 g (x21.63)de peso. El experimento duré 90 dias y se
realiz6 en un sistema de recirculacidn’_cerrado, \conformado por 12 tanques
circulares de 2000 L de capacidad. Los tanques fueron llenados con agua dulce y
mantenida bajo filtracion mecanica y quimica durante todo‘el experimento. El agua
fue filtrada empleando un filtro casero para eliminar cualquier residuo de E2 y
sedimentos. El filtro se construyé empleando un tanque cilindrico’de plastico de 200
L (60 cm de didmetro, 90 cm de altura) conteniendo tres capas de material filtrante:
a) 5 kg de carbon activado granular (Silva et al., 2012) contenido en una<bolsa de
malla plastica (1 mm luz de malla); b) 10 kg de concha de ostion triturada, y'c) 10
kg de grava fina. El agua circulé6 por gravedad a un reservorio de 5,000/L )y
recirculada a los tanques experimentales empleando una bomba centrifuga de 15

HP equipada con un filtro de arena (Jacuzzi™, L190, Little Rock, AR, USA). Los
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desperdicios acumulados en los tanques de peces fueron sifoneados diariamente y
se realizd un recambio semanal del 30% del volumen total de agua.

Alimentacion de los especimenes. Durante el experimento, los peces fueron
alimentados\avsaciedad aparente con horarios de 8:00 am, 11:00 am, 14:00 pm y
17:00 pm empleandose alimento comercial para peces marinos marca Europa® (55
% de proteina).

Elaboracion y colocacidn de implantes. Para la elaboracion de los implantes que
contenian la hormona se siguié la metodologia propuesta por Alvarez-Lajonchere y
Hernandez-Mollejon, (2001), (la’ cual consiste basicamente en preparar un
comprimido a base de colesterol y’celulosa en una proporcion 95:100 y afiadir la
dosis deseada de 17-3 estradiol: Los\implantes fueron colocados ventralmente en
la cavidad peritoneal, empleando una. aguja 15 G.

Evaluacion del crecimiento, sobrevivencia yg#analisis histoldgico. Al final de los
tratamientos, se determiné el peso de_los organiSmos con una balanza analitica
(Ohaus®, Pine Brook, NJ, USA) con precision de 0.001 g y la longitud total con un
ictidmetro convencional con precision de 0.1 cm. Las biemetrias se realizaron a
todos los organismos de cada tratamiento. La sobrevivencia se evaludé contando
cada uno de los peces de cada unidad experimental. Para determinar la proporcion
de sexos se tomd una muestra aleatoria de cuatro peces de cada réplicas Los peces
seleccionados fueron sacrificados con sobredosis de metasulfonato de tricaina (MS-
222) a razon de 1 g/L. Posteriormente, fueron disectados y se extrajeron las
gonadas de cada organismo, las cuales fueron fijadas por 24 h en solucién de Bouin
y luego mantenidas en alcohol etilico al 50%. Para el procesamiento de las muestras

se siguio la técnica histolégica convencional con tincion, basada en hematoxilina-
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eosina (H-E) (Aguilar et al. 1996). Esta técnica consiste brevemente en
deshidratacion de las muestras con alcoholes sucesivos (50 a 100%), aclaramiento
con Xilol, inclusion en parafina, obtencién de cortes de 5 um, tinciéon con H-E y
montaje de las'muestras en balsamo de Canada. Para analizar las laminillas con las
estructuras gonadicas se empledé un microscopio Optico (Zeiss™, Gottingen,
Germany) con los objetivos 10X, 40X, y las diferencias entre hembras y machos se
basaron en los criterios reportados por Grier y Taylor (1998) y Grier (2000) para C.
undecimalis y para otras éspecies de peces teledsteos (Nakamura et al., 1998;
Devlin y Nagahama, 2002; StriSsmann y Nakamura, 2002; y Meijide et al., 2008).
Maduracién de hembras. De cada tratamiento se mantuvieron seis organismos para
evaluar maduracién y viabilidad/de gametos. A cada organismo le fue implantado
un transmisor pasivo (PIT tag) (Avid-ldentification Systems, Inc.; Norco, California,
USA) en la cavidad corporal y fueron trasladados a la Estacion de Acuicultura
Marina (EAM-UJAT) para crecimiento ‘e, induccion”al desove. A doce meses de la
reversion, los peces fueron anestesiados usando aceite, de clavo (0.015 mL L") y
evaluados para su condicién reproductiva. Cada hembra y.macho fueron evaluados
tomando ovocitos o0 esperma mediante canulacion. Los peces. fueron declarados
maduros cuando en las hembras se observaron ovocitos vitelogénicos y en los
machos cuando se observd esperma fluido. Se midié el diametro de les ovocitos
colectados y se determino el estadio de madurez de las hembras.

Calidad del agua. El oxigeno disuelto, la temperatura y el pH se ‘midieron
diariamente. El oxigeno disuelto (6.39 + 0.02 mg L") se midié con un multiparamétto
YSI® Modelo 55 (Yellow Springs, OH, EE. UU.), la temperatura (31.1 £ 0.09 ° C) con

el termdémetro digital del oximetro y el pH (7.1 £ 0.02) se midi6 empleando un
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potenciometro UltraBasic®, UB-10 (Denver Instrument UB-10, Denver, CO, EUA).
Las concentraciones de amonio (0.1 = 0.02 mg L"), nitritos (0.01 £ 0.03 mg L") y
nitratos (06 * 0.04 mg L) se midieron semanalmente, con un equipo
multiparamétrico Hanna Instruments®, HI 98311 (Woonsocket, Rhode Island, USA).
Analisis estadisticos.*Para determinar el efecto de las diferentes dosis de E2 en la
proporcion de sexosy¥ la supervivencia, se empled la prueba exacta de Fisher para
tablas de contingencia’ (2#x 4). Para determinar la existencia de diferencias
significativas en el crecimiento (longitud total y peso) entre los diferentes
tratamientos, se aplico una prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba a
posteriori de Bonferroni de contraste multiple de promedios de rankings. Todos los
analisis estadisticos fueron realizades con el programa Statgraphics Centurion
XVIII®, empleandose un nivel~de. significancia de a = 0.05. Las graficas se
construyeron empleando el software;SigmaPlet®v 14.0.

Resultados

El analisis histoldgico de las goénadas de adultos de C.poeyi tratados con implantes
de estradiol permitié detectar diferencias altamente significativas en el porcentaje
de hembras obtenidas en los tratamientos (x%; P < 0.001).‘Los.implantes de 2 y 3
mg de E2 kg™ de pez proporcionaron grupos compuestos al 100 % por hembras,
mientras que en los implantes de 1 mg de E2 kg™' los porcentajes de hembras fueron
ligeramente menores (87 %). Los peces del grupo control estuvieron compuestos
exclusivamente de machos (100%) (Fig. 1).

Al final del experimento, todos los ejemplares revertidos presentaron ovarigs
elongados con caracteristicas normales. A través del analisis histologico se

determiné la presencia de un ovario de tipo sacular (cistovario) con un lumen central.
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La pared ovarica consistié de lamelas ovigeras orientadas radialmente en direccién
al lumen-del ovario, las cuales estuvieron cubiertas por epitelio germinal. Dichas
lamelas “consistieron de estroma ovarico (tejido conjuntivo, fibroblastos, vasos
sanguineos).y’ ovocitos en estadio de Crecimiento Primario (PG) en etapa de
multiples nucléolos (PGmn) y con un diametro promedio de 59.7 (+ 2.69 um) (Fig.
2A). Los machos ‘del .grupo control se caracterizaron por presentar testiculos
lobulares en desarrollo avanzado, pues ante una ligera presion abdominal
respondieron liberando espefma fluido. A nivel histolégico, los testiculos de estos
ejemplares fueron de tipo lobularno restringido, con espermagonias presentes en
toda la longitud de los I6bulos seminiferos. Dichos testiculos presentaron maxima
actividad espermatogénica, con-espermatoquistes con células en varios estadios de
desarrollo (B espermatogonia,~-espermatocitos primarios, espermatocitos
secundarios y espermatidas), asi como-espermatozoides en el lumen de los I6bulos
seminiferos y en los conductos eferentes’(Fig. 2B)."\No se observd ningun tipo de
alteracion estructural en los ovarios provenientes de.péeces tratados con implantes
de E2. A simple vista, los 6rganos adyacentes como higado, rifiones, sistema
digestivo o tejido conjuntivo presentaron forma, tamafio y apariencia normales.
Doce meses después de la reversion sexual, todos los organismos)inducidos con 2
y 3 mg kg' mostraron ovocitos en proceso de maduracion. -L0s ovocitos
vitelogénicos tuvieron un diametro promedio de 194.36 + 59.26 um, norestando en
condiciones para ser inducidas a desovar. Todos los organismos del grupo ‘eontrol
siguen siendo machos, presentando semen fluido ante presion abdominal.

A los tres meses posteriores a la colocaciéon del implante, las variables de

crecimiento (peso y longitud total) mostraron diferencias estadisticas altamente
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significativas entre los tratamientos (KW, P < 0.001) (Tabla 1). La prueba de
Bonferroni indica que los peces que presentaron un crecimiento mayor fueron
aquellos‘tratados con la maxima concentracion de E2 (3 mg kg™), alcanzando una
ganancia en\peso de 75.53 g durante los tres meses de investigacion, mientras que
los peces del grupo, control fueron los que presentaron los valores mas bajos de
peso y talla, con una,ganancia de 59.34 g. El crecimiento de los peces tratados con
implantes de 1y 2 mg kg™ fue mayor que los peces del grupo control (P< 0.05), pero
menor a los peces con la mayor dosis de E2 (P > 0.05). La sobrevivencia observada
fue de 100 % en todos los tratamientos (Tabla 1).

Discusidn

En el presente estudio se logréa reversion sexual de machos adultos jévenes de
Centropomus poeyi a hembras en.erganismos nacidos en cautiverio que contaban
con tres afios de edad. Los resultados .obtenidos muestran la efectividad de los
tratamientos con implantes en concentraciones de”2y 3 mg kg™' de E2 para inducir
la reversion sexual. Esto confirma la idea de que.os machos adultos de esta
especie, al ser un hermafrodita protandrico, presentan _eélulas con potencial de
diferenciacion hacia hembra.

En nuestro laboratorio hemos documentado cambios de sexo de esta especie en
machos adultos grandes (entre 3 y 5 kg de peso) mediante el” seguimiento
individualizado de organismos marcados con transmisores pasivos integrados y que
habian sido empleados en desoves inducidos el afio anterior como‘machos
(informacién no publicada). Esta caracteristica fue propuesta por Sadovy y Shapiro
(1987) como uno de los criterios de identificacion de especies hermafroditas

protandricos y fue precisamente ésta caracteristica la empleada por Taylor et al.

118



241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

(2000) en C. undecimalis para realizar una de las pocas caracterizaciones
detalladas de la reversion sexual en Centropdmidos. En ese trabajo los autores
documentaron histolégicamente la transicion de machos maduros a hembras y
concluyeron\que la reversion sexual aparece rapidamente justo después del ultimo
desove como macho y que el desarrollo de ovocitos vitelogénicos completa la
reversion sexual en'solo. dos meses. En nuestro estudio, los peces revertidos fueron
muestreados a los 90 dias«de haber sido implantados y presentaron ovarios con
ovocitos en crecimiento primario confirmando una reversion sexual rapida. Un afio
después del experimento, los(organismos revertidos seguian siendo hembras y
presentaron ovocitos en vitelogénesis!

El uso de E2 en la feminizacion«de peces adultos se fundamenta al ser el esteroide
predominante durante el cambio“de sexo en.peces protandricos (Frisch, 2004) y a
que su sintesis incrementa conforme=progresa’ la reversiéon sexual de macho a
hembra en algunas especies (Godwin‘and Thomas;,1993; Nakamura et al., 1998;
Lee et al., 2000). Diversos reportes incluyen informacion de la lubina asiatica, Lates
calcarifer en condiciones naturales (Guiguen et al., 1993)y en cautiverio (Athauda
& Anderson, 2012); asi como del pargo cabeza negra, Acanthopagrus schlegeli
(Chang et al., 1994) y el pez payaso, Amphiprion melanopus (Godwin & Thomas,
1993; Kim et al., 2012) en condiciones de cautiverio.

Los resultados aqui mostrados son similares a los obtenidos por Passinietal. (2016)
con machos adultos de C. undecimalis; aunque en ese estudio se reportafon‘dosis
efectivas menores a las empleadas en nuestro experimento (0.5 y 1.0 mg kg™)yy

mortalidades importantes en peces que recibieron dosis de 4 y 8 mg kg™'.
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Al término de los tratamientos, todos los individuos que recibieron dosis de 2 y 3 mg
kg™' desestradiol y algunos con dosis de 1 mg kg™' presentaron ovarios en desarrollo
conteniendo lamelas bien definidas con grupos de ovocitos perinucleolares. Esto
indica que el. E2 Indujo la regresion del tejido testicular, favoreciendo ademas la
proliferacion de tejidorovarico. En esta etapa ya no fue posible distinguir remanentes
de tejido testicular pues.la génada en su totalidad presentaba ovocitos en desarrollo.
Al respecto, Sadovy y Shapiro (1987) mencionaron que en especies hermafroditas
protandricos es dificil diagnosticar el cambio de sexo debido a que las
caracteristicas testiculares estructurales y germinales rara vez permanecen o0 no
son faciles de detectar en las génadas revertidas.

El hecho de que se alcanzara una supervivencia del 100% en todos los tratamientos
indica que los niveles de E2 empleados se_encuentran por debajo de niveles que
pueden generar dafio en o6rganos—e .ncluso’ la muerte. Al respecto, se ha
documentado que la administracion de hormonas-estrogénicas en los procesos de
manipulacion sexual, puede impactar el desarrollo dedos peces tratados (Piferrer,
2001). En el presente estudio no se observaron anormalidades en el tejido gonadal
ni en érganos adyacentes como higado, riflones, sistema digestivo o tejido somatico
en los organismos tratados con E2. Con base a lo reportado por Rassini et al. (2016),
es posible que el maximo tolerable para centropémidos sea 3 mg kg ™ pues ellos
registraron de un 43 % en peces implantados con 4 mg kg y hasta.100% en
organismos tratados con 8 mg kg-'. Estos autores indicaron que previo al.deceso,
observaron nado erratico y aislamiento en los peces afectados y el andlisis
histolégico mostro dafio en el tejido hepatico. En este estudio no se observo esta

situacion; por el contrario, se observd una ganancia significativa en peso y longitud
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en peces tratados con E2; siendo esta ganancia aun mayor en los peces con la
dosis de-3 mg kg'' con respecto a los peces del grupo control. Esta diferencia puede
atribuirsé a‘un efecto anabdlico del estradiol, aunque una vez que los peces dejan
de recibir el‘estimulo del esteroide se pierde hasta alcanzar un patron similar, tal
como lo demuestra el estudio de Vidal et al., (en prensa) con juveniles de C. poeyi
tratados con E2 enfadieta.

En un estudio con Lepomis macrochirus, se observé un efecto adverso de la
administracién de E2 en el-Crecimiento, aunque directamente relacionado con la
dosis mas alta de hormona en la'dieta (Wang et al., 2008). Adicionalmente, algunos
autores han sefalado cambios en, la estructura y morfologia de las gonadas
(intersexos y anomalias estructurales como deformaciones) y de otros 6rganos
como el higado, asi como dafos irreversibles en los organismos tratados con E2,
como deformaciones en la columnavertebral, erecimiento lento o mortalidades altas
(Hendry et al., 2003, Islinger et al., 2003, Flynn" & Benfey, 2007). En términos
generales, estos autores han demostrado que el efecto de E2 en el crecimiento de
peces tratados con el esteroide puede variar llegando asser detrimental para los
peces, sin embargo, en el caso de C. poeyi, E2 es un estimulador del crecimiento.
Los resultados de reversion sexual en Lates calcarifer muestran) que es posible
obtener poblaciones monosexo de hembras después de la aplicacién”de implantes
de colesterol conteniendo 8.4 y 44 mg de E2 por kilogramos de pesotdel pez
(Anderson & Forrester, 2001). En nuestro estudio con C. poeyi aplicando implantes
de colesterol con dosis de 2 y 3 mg kg ' de E2 se obtienen resultados similares,

pero contrasta con los datos obtenidos en C. undecimalis con implantes silasticosa
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dosis/de 0.5, 1.0, 4.0 y 8.0 mg kg ' de E2, donde los autores reportan mortalidades
en dosisde 4.0 y 8.0 mg kg -' de E2 (Passini et al., 2016).

Se ha documentado la relaciéon del aumento de E2 en el plasma sanguineo y el
cambio de 'sexo en especies como Lates calcarifer, Acanthopagrus schlegeli,
Amphiprion melanopus y recientemente en C. undecimalis, sin embargo, cuando el
esteroide exdgeno se‘hace llegar a los organismos via implantes la tolerancia puede
variar de especie a especie.e incluso con el tipo de implante utilizado. En el caso de
los centropdmidos como G~ undecimalis (Passini et al., 2016) y C. poeyi (Vidal-
Lopez et al., En prensa 2018) I0s niveles 6ptimos de E2 para alcanzar la reversiéon
sexual con implantes son cantidades)minimas. En un estudio de inversion sexual
con el pargo cabeza negra (Acanthopagrus schlegeli) se encontré tejido testicular
regresivo y tejido ovarico con désarrollo desovocitos primarios como respuesta a
una concentracion de 1y 4 mg kg**de E2 en‘el dieta durante 7 meses (Chang et
al., 1995). Condega & Canario (1999) evaluaron la influencia de los estrogenos en
las gonadas de la dorada, Sparus aurata, encontrando que la administracion de
implantes por 98 dias a dosis de 15 mg kg - de E2 por en ladieta induce el desarrollo
de tejido ovarico.

La cantidad 6ptima de E2 y el periodo de tratamiento para aleanzar la reversiéon
sexual varian dependiendo de la especie estudiada; sin embargo, ‘el uso de
implantes de liberacion controlada en peces adultos presenta ciertas ventajas pues
representa un tratamiento de bajo costo, proporciona un manejo seguro del
esteroide y la elaboracién manual de los implantes y su facil aplicacién resulta en
una técnica accesible para los productores de crias en acuicultura. Los resultados

obtenidos por Vidal-Lopez et al., 2012; Passini et al., 2016; Vidal-Lépez et al., 2018
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y ensel presente estudio demuestran que el E2 puede inducir cambios en el
desarrolle temprano de la gbénada en peces indiferenciados (feminizacién) y la
reversion sexual en peces adultos. Al final de los tratamientos, se obtienen
organismos ‘con.ovarios en desarrollo y hasta hembras funcionales que pueden ser
empleadas en los'procesos productivos de las instalaciones acuicolas (Taylor et al.,
1998; Rhody et al., 2013; Vidal-Lopez et al., 2018).

La presencia unica de (maechos en el grupo control, aunado a observaciones de
cambio de sexo en cautiverior y datos de la biologia reproductiva de la especie
refuerzan la hipoétesis de quela’ especie presenta hermafroditismo protandrico.
Basado en los resultados obtenides, en este estudio y los primeros resultados de
induccién con LHRHa de hembras tratadas con E2 en la dieta (Vidal Lépez et al.,
2018), los resultados en el potencCial-sexual de hembras tratadas con E2 es alto ya
que se pueden obtener hembras a“tallas mas pequefnas adaptadas al manejo en
cautiverio, lo que permite un mejor ‘control sobreyla reproduccion inducida en
cautiverio, obteniéndose gametos viables y.larvas.
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Tabla 1.-Valores promedio de peso, longitud total (+ EE) y supervivencia de

adultos.de.C. poeyi tratados con implantes de E2 a diferentes dosis al inicio y al
final del experimento. El numero total de peces por tratamiento fue de 12. Letras

diferentes indiean diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Tratamiento Longitud'lnicial Longitud Final Ganancia en Peso Inicial Peso final Ganancia
(mm) £ DE (mm) £ DE Longitud (g) £ DE (g) £ DE en Peso
GC 210.03 +5.01 215.67 +7.89 5.64° 240.06 +25.69 299.40 £ 6.01 59.342
1 mg kg™ 210.21 +5.05 217.72 +3.51 7.52° 244,07 £21.19 313.41+3.71 69.33°
2 mg kg 209.47 £ 2.73 215.95+2.62 6.49° 242.47 +£20.22 312.70+2.90 70.23°
3 mg kg 210.10 £ 2.09 222432 £1.97 12.22¢ 242.20+19.81 317.73+2.12 75.53¢




Leyendas de figuras

Figura 1.+Porcentaje promedio (x error estandar) de las hembras de C. poeyi
obtenidas mediante implantes con dosis diferentes de E2. Diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (ANOVA, P <0.05).
n=12 para cada’'tratamiento.

Figura 2. (A) Vista microscépica general de un corte transversal de testiculo y (B)
de un ovario de organismo revertido con E2. Conducto eferente (ce), esperma (es),
tunica albuginea (ta), Lamela (I), ovocitos en desarrollo (ov). Hematoxilina y eosina.
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CONCLUSIONES GENERALES

El cultivo de C. poeyi en cautiverio presenta ciertas dificultades que han sido
resueltas con-el disefio de estudios que permiten evaluar los métodos o protocolos
a seguir, y cudles son los mas adecuados para la especie. Sin embargo, obtener
recursos para establecer estos estudios no ha sido una tarea facil, la presente
investigacion se topa, con una serie de limitaciones en cuanto a recursos tanto

materiales como humanes y sobre todo de especimenes para llevarse a cabo.

La idea de realizar un estudio-que incluyera aspectos reproductivos de C. poeyi en
cautiverio se planted meses antes de 2014, la idea original incluyo evaluar el uso de
17-B estradiol en larvas (via bieencapsulado en nauplios de artemia sp), juveniles
(via dieta inerte) y adultos (implantes de colesterol), ademas describir el desarrollo
morfolégico de la diferenciacién séxual en esta especie mediante analisis de
preparaciones histoldgicas. Una.de las-problematicas presentadas fue la falta de
reproductores y la temporalidad anual del periodo reproductivo de la especie, por lo
que la falta de larvas, juveniles y adultos paragrealizar la investigacion influy6 en no
realizar el experimento con larvas y la“reducciéon_del numero de organismos por

unidad experimental y tratamiento.

La morfogénesis gonadal de juveniles de robalo mexicane producido y mantenido
en condiciones de cautiverio estd claramente definida™ por un periodo de
diferenciacion gonadal que puede durar hasta los seis meses de.edad, seguidos de
un desarrollo testicular prolongado que dura aproximadamente.seis meses (180
dias). El andlisis histolégico de la gonadogenesis mostré que esta espécie presenta
caracteristicas de un hermafrodita protandrico que comienza su ciclo de«ida como
macho. La revision histolégica y colecta de muestras se realiz6é cada siete.dias para
organismos pequeios de hasta 185 dias de edad, mientras que, a partir delos~199
dias, la revision y colecta se llevd a cabo cada 14 dias. Organismos adultos
mantenidos en cautiverio fueron revisados 3 afios posteriores a la evaluacion

histolégica, mediante presion manual y canulacién, presentando semen fluido y



fueronm utilizados en experimentos de induccion, obteniéndose gametos y larvas
viables.. Los eventos morfolégicos documentados durante la diferenciacion sexual
del rbale’'mexicano fueron similares a los descritos en otras especies de teledsteos,
lo que indica-que el proceso de la morfogénesis gonadal es altamente conservado
entre los peces,.independientemente de la estrategia reproductiva o del grupo. Por
lo tanto, nuestra hipétesis general planteada inicialmente se cumple, ya que C. poeyi
es una especie hermafrodita protandrica que se diferencia a macho a partir de los
178 dpe, su condicion-hermafrodita queda demostrada al identificar solo evidencias
histolégicas de desarrollogonadal donde los unicos cambios morfoldgicos vy
estructurales se presentan hacia la formacion y diferenciacion gonadal de testiculos,

no registrandose evidencias histologicas de la diferenciacidn sexual hacia hembra.

El éxito de la feminizacion con viabilidad reproductiva de las hembras se logré por
primera vez en C. poeyi. En_un “principio, se lograron producir poblaciones
monosexo 100% hembras mediante la administracion de estradiol en dosis de 50 y
60 mg por kilogramos de alimento: Estos sen logros importantes para el desarrollo
del cultivo del robalo mexicano, ya“ que.las hembras que actualmente se utilizan
para la reproduccion en cautiverio se obtienen de-pablaciones silvestres y requieren
entre tres y cuatro afos después del confinamiento para responder a la induccion
hormonal. Ademas de esto, la manipulacion de lossreproductores también es
complicada debido al gran tamario de las hembras. La viabilidad de las hembras se
demostrd, pues se indujeron desoves y se obtuvieron larvas‘viables. La produccion
de pequenas cantidades de larvas a partir de hembras revertidas sexualmente
(aproximadamente 240,000 por hembra) proporciona una selucion practica y

manejable durante cada evento de desove.

Por ultimo, la reversion sexual también fue posible a partir de machos’adultos
jévenes. Un lote de organismos nacidos en cautiverio que contaban con tres @afios
de edad y confirmados como machos produciendo esperma fluido fueron revertidas
a hembras. Los resultados obtenidos muestran la efectividad de tratamientos con

implantes elaborados con colesterol en concentraciones de 2 y 3 mg de E2 por
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kilogramo de peso corporal para inducir la reversién sexual. A partir de estos
tratamientos se obtuvieron poblaciones monosexuales 100% hembras. Esto
confirma’laidea de que los machos adultos de esta especie, al ser un hermafrodita

protandrico,presentan células con potencial de diferenciacion hacia hembra.

Cabe sefialar que esta investigacion es uno de los primeros pasos en la elaboracién
de un paquete tecneldgico para la especie es cuestion, como todo proceso a veces
es lento o camina dependiendo del impulso que los investigadores a cargo quieren
dar. Estamos convencidos que la informacion generada por esta investigacion sera
util para futuros experimentos”de manipulacién sexual de esta especie con fines
acuicolas. Ha sido una bonita_experiencia, la cual nos hace pensar que en un futuro
no muy lejano podamos ver cultivos de robalo en el sureste mexicano. Contribuir
con un granito de arena es este ambito nos impulsa a contribuir de igual manera en

el ambito en el que nos desarrollamos:
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