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RESUMEN

El mero rojo Epinephelus morio es una especie hermafrodita protdgino en peligro de
extincion en el Sureste del Golfo de México y Caribe mexicanos debido a la pesca.
La reversion sexual es una practica comun en acuicultura para la obtencidon de
machos de pequefa talla para resolver la reproduccion en cautividad. Se utilizaron
implantes silasticos de 17 alfa metiltestosterona (MT) (2.5 mg kg™') y Testosterona
(T) (1.0 mg kg') para determinar mejor esteroide para la reversion sexual de
hembras inmaduras a machos y posteriormente dosis total de 5.0 y 7.5 mg kg' de
MT en un segundo afio reproductivo consecutivo. Se evaluo el crecimiento, consumo
de alimento, histologia de la gbénada, concentraciones de T, 11 keto testosterona
(11KT) y estradiol (E2) en plasma sanguineo en cada condicion experimental y
durante un afio en cautividad. Sélo la MT logro la transicion tardia de los meros de
433 g promedio y 31.6 cm LF por primera vez. La dosis de 7.5 logr6 un mayor
avance en la reversion sin embargo en ninguno de los casos se obtuvo esperma por
masaje abdominal. Los niveles hormonas de los peces durante la reversion sexual
mostraron niveles de T por encima de los de 11KT y E2. La T oscildé entre 326 a
647.15 pg ml, la 11KT 100.36 a 334 mg kg y E2 110 a 401.07 mg kg™'. La relacion
entre estas concentraciones hormonales cambia segun el avance de desarrollo del
testiculo. La reversion sexual por segundo afio consecutivo estimul6 a la disminucién
de las concentraciones de Estradiol en sangre e incrementd los de 11
metiltestosterona. Se logré estabular un grupo de 14 ejemplares de mero rojo de
organismos adultos silvestres y revertidos a macho en laboratorio.

18



ABSTRACT

The red grouper Epinephelus morio is a protogynous hermaphrodite species
endangered in the southeast of the Gulf of Mexico and Mexican Caribbean due to
fishing. Sex reversal is a common practice in aquaculture to produce small-sized
males. Silastic implants of 17 alpha methyltestosterone (MT) (2.5 mg kg™') and
Testosterone (T) (1.0 mg kg') were used to determine the best steroid for sex
reversal of immature males to females and later total dose of 5.0 and 7.5 mg kg~ of
MT in the second reproductive year. Growth, feed intake, gonad histology,
concentrations of T, 11 keto testosterone (11KT) and estradiol (E2) in blood plasma in
each experimental condition and for a year in captivity was evaluated. Only the MT
achieved late transition from grouper of 433 g and 31.6 cm LF for the first time. The
dose of 7.5 achieved further progress in reversing but in neither case was obtained
sperm by stripping. T showed levels of above 11KT and E2 in sexual reversion. The T
was from 326 to 647.15 pg ml-!, the 11KT 100.36 to 334 mg kg-1 and the E2 110 to
401.07 mg kg™'. The relationship between these hormone levels change according to
the progress of development of the testis. Sex reversal for the second year spurred
the decline in blood concentrations of estradiol and increased 11-methyltestosterone.
A broodstock group of 14 red grouper of wild adult and reversal male in laboratory
was formed.
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INTRODUCCION

1. Piscicultura Marina

El pescado y los productos pesqueros son una fuente valiosa de nutrientes de gran
importancia para una alimentacion diversificada y saludable. El pescado
normalmente tiene un bajo contenido de grasas saturadas, carbohidratos vy
colesterol, proporciona proteinas de elevado valor ademas de una gran variedad de
micronutrientes esenciales como vitaminas (D, A y B), minerales (calcio, yodo, zinc,
hierro y selenio) y acidos grasos poliinsaturados omega-3 (el acido
docosahexaenoico y el acido eicosapentaenoico).

El pescado y los productos pesqueros son los alimentos basicos mas
comercializados del mundo y para muchos paises y regiones costeras estas
exportaciones pesqueras son esenciales para su economia (FAO, 2012).

Se sabe que hay una tendencia general a nivel mundial a una ligera disminucion de
la productividad de pesca de extraccion y que la acuicultura ha aumentado de
manera significativa (47% de la produccion pesquera para consumo humano en
2010) convirtiéndose en una solucién para la producciéon de alimentos (FAO, 2012).

La acuicultura no sélo tiene implicaciones en la produccion de alimento humano;
también incluye la produccion de cebo vivo para la pesca, la alimentacién de otros
organismos en cultivo (produccién de biomasa de plancton, por ejemplo) o la
produccion de organismos ornamentales; asi mismo, puede ser una alternativa para
pesquerias afectadas por la sobreexplotacion.

La acuicultura incrementa también las fuentes de empleo en algunas zonas; por
ejemplo, para América Latina de 2000 a 2010, se increment6 en un 2.6 % anual el
numero de piscicultores. Aunque no se hace una distincidon de sexos, se estima que
a nivel mundial en el 2010 el 15% de las mujeres participaron en el sector primario y
hasta un 90% en actividades secundarias como la elaboracion (FAO, 2012).
Ademas, de la misma manera que la pesca, la acuicultura ha generado puestos de
trabajo en actividades auxiliares como envasado, comercializacion, fabricacion de
equipos, suministro de hielo o investigacién, entre otros.

Para 2010, segun el Informe de la FAO (2012), se incrementd en 541 el numero de
especies acuaticas cultivadas en todo el mundo, en diversos sistemas e
instalaciones de cultivo en agua dulce, salobre y marina, de las cuales el 60.4%
fueron peces de escama. Asimismo, este organismo cita que la produccién mundial
de cultivo de peces marinos aumentd a una tasa media anual del 9.3% de 1990 a
2010 (siete veces mas rapido que la de los moluscos), y que actualmente esta
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produccion mundial de piscicultura marina se compone principalmente de jureles y
pampanos, dentones y lubinas, scianidos, serranidos y lizas (Figura 1).

Peces marinos sin identificar
Jureles, pampanos y caballas
Esciénidos y corvinas
Dorada

Otros dentones

Lizas

Lubina

Serranido japonés

Meros

Otros peces planos
Rodaballo

Cobia

Varios peces marinos

0 100 200 300 400 500

Miles de toneladas

Figura 1.- Produccion acuicola mundial (en miles de toneladas), de peces marinos en el 2010 (Fuente:
FAO, 2012).

Los meros a nivel mundial tienen gran importancia econdmica por lo que son
capturados en distintas regiones del mundo (Figura 2) donde México encabeza la
lista en el Continente Americano.
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Figura 2.- Captura de mero (miles de ton) por pais a nivel mundial durante el 2000 (Tupper and Sheriff,
2002)

Los peces de la familia Serranidae, son altamente apreciados por la calidad de su
carne y el alto precio de mercado, lo que ha ocasionado la sobreexplotacion
pesquera de las especies de mayor valor comercial en muchas areas, mostrando
sefales de disminucion en los volumenes de pesca. Una gran proporcién de los
meros del mundo, son capturados por las pesquerias artesanales, que aunque son
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de bajo impacto, afectan adversamente el stock, de la misma manera que la pesca
recreacional, por ejemplo en Florida, se captura del 25 al 35% de la captura total del
estado (Morris, Roberts y Hawkins, 2000 citado en Ottolenghi et al. 2004).

Actualmente, se cultivan dieciséis especies de meros en el este y sureste de Asia:
en China, Hong Kong y Provincia China de Taiwan, Malasia, Indonesia, Filipinas,
Singapur, Tailandia y Vietnam (Sim et al., 2005). Las toneladas producidas por estos
paises durante el 2000 (FAO, 2000) se muestra en la Figura 3.

- A
Taiwan (Prov.
China) 5053

Indonesia
Thailandia

Malasya

China (Hong
Kong)

Singapur
Kuwait

Brasil

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
\ toneladas J

Figura 3.- Principales paises con produccion acuicola de meros en el 2000 (FAO, 2002a)

En el afno 2000, FAO (2002a) reporté una produccién acuicola de meros de 9300
toneladas (Figura 4) y en el 2010 (FAO, 2012) menciona una produccién acuicola de
82,000 toneladas.

Las principales especies cultivadas son el mero de pintas naranjas (Epinephelus
coioides; Hamilton, 1822) y el mero malabar (E. malabaricus; Bloch y Schneider,
1801). Otras especies importantes son el mero cola obscura (E. bleekeri; Vaillant,
1878), el mero de Hong Kong o pintas rojas (E. akaara; Temminck y Schlegel, 1842),
el mero amarillo (E. awoara; Temminck & Schlegel, 1842), y el mero areolado (E.
areolatus; Forsskal, 1775). También son cultivados en menor cantidad el mero de
banda (E. amblycephalus; Bleeker 1857), el mero café jaspeado (E. fuscoguttatus;
Forsskal, 1775), el mero gigante o de Queensland (E. lanceolatus; Bloch, 1790), el
mero seis barras (E. sexfasciatus; Cuvier and Valenciennes, 1828), el mero tres
manchas (E. trimaculatus; Valenciennes, 1828), el mero aleta larga “longfin grouper”
(E. quoyanus; Valenciennes, 1830), el mero diente largo (E. brunneus; Bloch, 1793),
el mero jorobado (Cromileptes altivelis; Valenciennes, 1828), el mero leopardo o
“leopard coraltrout” (Plectropomus leopardus; Lacepéde, 1802) y el mero manchado
(P. maculatus; Bloch, 1790).
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En Ameérica, en el sureste de USA, Caribe y Brasil, se encuentran algunas especies
de meros con buen potencial para el cultivo como el mero de Nassau o estriado (E.
striatus; Bloch, 1792), el mero gigante (E. itajara; Lichtenstein, 1822), el mero gag
(Mycteroperca microlepis; Goode and Bean, 1880) y el mero negro (M. bonaci; Poey,
1860) (Tucker, 1999).
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Figura 4.- Tendencia de la produccién acuicola mundial de meros del afio 1991 al 2000 (FAO2002a)

Actualmente el cultivo de los meros, esta clasificado por la FAO dentro de la
Acuacultura Basada en la Captura (Ottolenghi et al., 2004), ya que tradicionalmente
los cultivos se inician con la engorda de juveniles silvestres, alimentados con restos
de pescado (Tupper and Sheriff, 2008) aunado a practicas de conducta y
ordenamiento cuestionables de lo cual se derivan serios problemas ambientales y
pesqueros (Ottolenghi et al., 2004). En la actualidad, se esta sustituyendo poco a
poco la dieta de pescado fresco por piensos secos para reducir la presencia de
enfermedades y mejorar la calidad de agua (Sim et al., 2005). Asimismo, hoy dia,
existen centros de produccion de crias (algunas de las cuales han cerrado el ciclo) y
el engorde se realiza en jaulas y tanques (Pomeroy et al.,, 2002; Sadovy, 1996)
volviéndose una practica muy comun en los paises asiaticos.

De acuerdo a la FAO (Shams, 2010), la produccién del E. coioides en Asia comienza
a registrarse a partir del afio 1999 (Figura 5) y aunque hay una tendencia a
incrementar, la disminucion en los Ultimos afos quizdas sea debido a una
combinacion de factores como falta de alevines, enfermedades, calidad de agua,
fenémenos naturales y/o falta de un alimento balanceado (Pomeroy et al., 2002).
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Figura 5.- Produccién acuicola global de Epinephelus coioides (FAO2012).

Considerando entonces que los meros tienen potencial para el cultivo sera
importante desarrollar esta actividad en aquellas especies regionales que tengan
impacto econémico y social, mas aun si el esfuerzo pesquero esta afectando
drasticamente las especies.

2. Epinephelus morio (Valenciennes, 1828)

Epinephelus morio pertenece a la Familia Serranidae; subfamilia Epinephelinae, tribu
Epinephelini (groupers), género Epinephelus; uno de los de mayor importancia en
cuanto al numero de especies presentes (Brulé et al., 2004; Tucker, 1999). Estos
peces son demersales que prefieren arrecifes coralinos y zonas rocosas; o suelos
limo arcillosas en el caso de Florida (Johnson et al., 1998). Los adultos se localizan
a menos de 100 m de profundidad y no presentan un dimorfismo sexual externo
notorio (Brulé et al., 2004).

Son peces carnivoros oportunistas, sedentarios que capturan sus presas mediante
emboscadas (Parrish, 1987). Los adultos se alimentan de una dieta variada, pero
comunmente incluyen peces lutjanidos y esparidos, cangrejos xanthidos y
portunidos, langostas espinosas y camarones que capturan desde las zonas de
aguas someras hasta fondos ubicados entre 400 y 500m de profundidad, mientras
que los juveniles consumen mas crustaceos y pueden localizarse en zonas de
pastos (Brulé et al., 2004).

Epinephelus morio es un pez tropical comunmente conocido como mero rojo, cherna
yucateca, cherna americana, mero guasa o red grouper. Se distribuye en el Océano
Atlantico (Figura 6) desde Massachusetts, Estados Unidos hasta Rio de Janeiro,
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Brasil, incluyendo el Golfo de México, el Caribe y Bermuda (Fisbase, 2013;
McGovern et al., 2002).

Figura 6.- Distribuciéon espacial del mero rojo (Epinephelus morio; Valenciennes, 1828). Tomado de
FishBase (2013).

a) Biologia Reproductiva

Epinephelus morio (Figura 7) es un pez hermafrodita protdginico secuencial, es
decir, madura primero como hembra al menos una vez, y después como macho el
resto de las veces (Brulé et al., 1999). Son animales muy longevos, presentan un
crecimiento lento, bajas tasas de mortalidad natural y madurez tardia (Coleman et
al., 1996).
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Figura 7.- Mero rojo Ephinephelus morio mostrando su cambio de coloracion

Segun la distribucidén espacial en el Golfo de México, las poblaciones de E. morio
pueden presentar periodos de reproduccion desfasados. Brulé et al. (1999)
reportaron que para la regioén Sur, el mero se reproduce de enero a marzo, mientras
que en la regiéon Este, la época es de marzo a mayo (Collins et al.,, 2002; Moe,
1969).

Las hembras del Sur del Golfo de México comienzan a madurar a los 54.5 cm de LF
y los machos a partir de los 75.3 cm de LF (Brulé et al., 1999); mientras que en el
Este, Moe (1969) report6 tallas de 48.5 cm LF para las hembras y de 51 a 73 cm LF
para los machos.

Las hembras se localizan cerca o lejos de la costa existiendo una diferencia en
relacion de las tallas donde abundan. En zonas alejadas a la costa (25 a 90 m de
profundidad), se encuentran las hembras de mayor talla y por lo tanto aquellas
maduras durante la temporada de reproduccion (Brulé et al., 1999).
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Por otra parte, los machos solo pueden localizarse a grandes profundidades y por lo
general, son mas grandes que las hembras. La proporcion de sexos (M:H) en la
poblacion se modifica con la clase de talla, siendo las tallas pequefias dominadas
por las hembras (30 cm LT proporcion 1:31.5) y a partir de 72 cm de LF la
proporcion es 1:1 (Brulé et al., 1999; Giménez et al., 2003).

Durante el periodo de reproduccién, los adultos liberan sus gametos en el lugar de
residencia habitual o bien en areas de desove especificas después de haber
efectuado una migracion. Para E. morio no se reporta agregacion para la
reproduccidén, como sucede con algunas otras especies de mero (Brulé et al., 1999)
y hasta ahora no se ha podido establecer una relacion entre la fase lunar y los
desoves, sin embargo se han capturado hembras y machos maduros préximos a
luna llena y cuarto menguante (Zetina et al., 1996).

Los meros se caracterizan por su capacidad para producir un numero elevado de
ovocitos (Shapiro, 1987). Para E. morio se ha establecido una fecundidad relativa
(numero de évulos en gbnadas maduras por unidad de masa del cuerpo del pez) de
102.6 y 573.5 huevos g ' (Giménez et al., 2003).

Los juveniles, individuos que han completado la metamorfosis, viven en habitat
benténico y son sexualmente inmaduros, viven cerca de la costa en aguas poco
profundas en zonas rocosas (Renan et al., 2003) donde se alimentan y protegen de
depredadores (Jory e Iversen, 1989 en Renan et al, 2003).

b) Pesqueria

Las especies mas abundantes en las capturas comerciales realizadas en el Banco
de Campeche (Figura 8) son esencialmente: Epinephelus morio, Mycteroperca
microlepis, M. phenax y M. bonaci siendo el primero el que muestra mayor presion
pesquera comercial y recreativa (Brulé and Déniel, 1996; Brulé and Rodriguez-
Canché, 1993; Burgos et al., 2008; Caballero-Arango et al., 2010; Giménez et al.,
2003; Johnson et al., 1998) lo cual impacta en ambitos ecolégicos, econdmicos y
sociales de la region.
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Ranco de Campeche

Paninsuie de Yucatan

Figura 8.- Localizacion de la peninsula de Yucatan y el banco de Campeche

Segun datos del Anuario Estadistico de Acuacultura y Pesca 2011 (Comision
Nacional de Acuacultura y Pesca, 2012) el Estado de Yucatan es donde se realiza la
mayor captura de meros a nivel nacional (76%) (Figura 9). Este recurso se pesca
durante todo el afio y en el otofo el esfuerzo pesquero se reduce debido a que parte
de la flota se dedica a la explotacion de pulpo (Burgos, 1999).

El Mero por su volumen se encuentra posicionade en el lugar
13 de la produccicn pesquera en México: sin embargo, por su
valor, o encontramos en & lugar 12. L3 tasa media de
crecimiento anual de la produccion en los diimos 10 afos es
de-2.81%.

MEidades Productonas

SERIE HISTORICA DE LA PRODUCCION DE MERO (PESO VIVD EN TONELADAS 20022041

ENTIDAD 2002 2003 2004 2003 2006 2007 2008 2009 2010 201
11,697 9,405 9,085 10,922 X 12,856 12317

YUCATAN 8.100 6475 B8.076 7,608 8.073 8,460 B.762 10,358 8728 fi,838
QUINTANA ROO 743 700 681 670 729 1.081 833 pat 3a4 817
TABASCO 4 584 732 Be7 1.138 1.077 a2 58g 548 G5BT
BAJA CALIFORNIA SUR 159 183 188 185 T a7 230 312 N5 353
VERACRUZ 622 a04 1,025 1.022 1,002 354 104 180 252 122
CAMPECHE 300 284 24 124 78 75 108 141 166 106
TAMAULIPAS 138 155 172 108 142 152 106 88 12 63
CHIAPAS 44 4@ 44 40 32 ] Th 67 M 48
MICHOACAN a T 5 3 4 10 17 1@ 15 1@
OTRAS* 44 75 T3 74 58 &1 3 4i a5 38
"BAJA CALIF A, COLIMA, Gl 0. JALIECO, | CANACA, ZINALOA Y SONORA.

Figura 9.- Produccién nacional de mero en peso vivo (toneladas) (CONAPESCA, 2012)

Para la pesca de meros en Yucatan, se utilizan tres tipos de flotas: la flota artesanal
o flota menor que captura organismos juveniles (de 1 a 3 afos de edad) desde la
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orilla hasta las 36.58 metros de profundidad. La flota de mediana y la de mayor
altura (Incluyendo a la flota cubana) que capturan, organismos reproductores a
profundidades de hasta 200 metros, Carta Nacional Pesquera (DOF, 2012). En la
Figura 10, puede verse como se distribuyen las embarcaciones para la pesca de
meros (Brulé et al., 2009).

89/- \ 88

9 “N-40---1__

4
’

R 7 2
#~ € Cff Celestin PENINSULA DE YUCATAN

[:] Flota menor
- Flota mediana
. Flota mayor

Figura 10.- Zona de operacion de las flotas pesqueras en el banco de Campeche de febrero 2007 a enero
2008. Tomado de Brulé et al. (2009).

A nivel nacional aproximadamente el 60% del pescado desembarcado por la flota de
mediana altura y el 54% de la flota artesanal es mero rojo Carta Nacional Pesquera
(DOF, 2007). Esta es una pesqueria que genera empleos, capta divisas por
exportaciones, contribuye al desarrollo regional y al crecimiento de la infraestructura
pesquera (Burgos et al., 2008).

Los meros pueden ser particularmente sensibles al impacto producido por la
actividad pesquera (Coleman et al., 2000) ya que presentan un crecimiento lento,
una madurez sexual tardia y una gran longevidad.

Debido a la presion pesquera en distintas etapas del ciclo de vida de la especie
(juveniles y adultos) la produccién por pesca se ha visto mermada presentando
sintomas de sobreexplotaciéon (Brulé et al., 2009; Burgos and Defeo, 2004; Burgos
et al., 2008; Caballero-Arango et al., 2010).

El mayor esfuerzo de pesca ejercido sobre un stock, esta dirigido de manera
selectiva hacia los individuos mas grandes en talla y edad, que generalmente son los
organismos adultos aptos para la reproduccién (Coleman et al., 2000; Ralston,
1987). Por todo lo anterior, esta pesqueria estd considerada con el estatus de
pesqueria en deterioro, por lo que se recomienda disminuir el esfuerzo pesquero
actual al nivel que permita recuperar el rendimiento de los afios 80 (DOF, 2012).
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Los efectos de la presion de pesca de esta especie, se han visto reflejadas en la
reduccion de la captura (Burgos et al., 2008) cambios en las estrategias de
reproduccion de la especie (Caballero-Arango et al., 2010) y cambios en la
proporcion de sexos (Giménez et al., 2003). De hecho Arreguin- Sanchez et al.
(1996) mencionan que es un recurso que se ha explotado a su maxima capacidad
biologica.

En el caso particular de las especies de mero con hermafroditismo protoginico (como
E. morio), la captura selectiva de los individuos mas grandes puede también
conducir a una reduccion paulatina del numero de machos presente en el stock
explotado y, en caso extremo, provocar un déficit en la cantidad de gametos
masculinos necesarios para la fertilizacion de los ovocitos producidos por las
hembras durante el periodo de reproduccion (Bannerot et al., 1987). Estos estudios
de biologia reproductiva han dado la pauta para la gestion del recurso mediante la
aplicacién de un manejo de tipo convencional (manejo pesquero) o de tipo no-
convencional (manejo conservativo) (Brulé et al., 2004).

Actualmente E. morio es una especie catalogada por la Unién Internacional para la
Conservaciéon de la Naturaleza y los Recursos Naturales (IUCN, por sus siglas en
inglés) dentro de la lista roja como una especie proxima a ser amenazada (NT, near
threatened), es decir, que sus poblaciones podria estar amenazada en un futuro
cercano (Garcia-Moliner and Eklund, 2004).

Dentro del manejo de tipo convencional para esta pesqueria se ha implantado una
veda desde el afio 2003, la cual se aplica anualmente desde el 15 de febrero al 15
de marzo. También se han establecido artes de pesca, talla minima de captura y
permisos finitos para embarcaciones (Brulé et al.,, 2004; Burgos et al., 2008).
Estrategias que no han funcionado del todo después de 9 afos. Si se observa la
figura 11 puede apreciarse que no se ha incrementado la captura como se esperaba
después de la implantacion de la veda (flecha dentro del grafico) y que la vigilancia
para el cumplimiento del resto de las medidas no ha sido facil.
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Figura 11.- Captura de mero (toneladas) en el Estado de Yucatan del afio 2002 al 2011
Fuente:(CONAPESCA2011) La flecha indica el afio en el que se comenzé a implementar la veda.

Otra opcion, es la aplicacion de medidas no convencionales como la adopcién de
practicas de pesca menos dafiinas o destructivas, las operaciones de repoblacion
con crias procedentes de la acuicultura, la restauracion de habitat o su modificaciéon
(Bohnsack and Ault, 1996) y el establecimiento de areas marinas protegidas (Almary
et al.,, 2013). De esta manera la acuicultura bien puede representar una buena
opcidn complementaria para la gestion de los recursos naturales y para lograrlo se
debera resolver la produccion de crias en laboratorio.

3. Reversion sexual

Los peces regulan su reproducciéon a través del sistema neuroendocrino. Los
receptores sensoriales perciben los estimulos ambientales y son transportados a la
hipdéfisis mediante neurohormonas, principalmente de origen hipotaldamico, que a su
vez controlan y modulan la sintesis y liberacion de las hormonas gonadotropas o
gonadotrofinas.

Las gonadrotrofinas (FSH y LH) sintetizadas en la adenohipdfisis, son las
responsables de que tenga lugar la ovogénesis y la espermatogénesis a través de
su acoplamiento a receptores de membrana especificos localizados en las células
foliculares del ovario y en las células de Leydig y Sertoli en el testiculo. Una vez en
la gbnada, éstas sintetizaran esteroides (estrégenos y andrégenos respectivamente)
y entonces éstos produciran los gametos (Zanuy et al., 2009).

El testiculo de los peces teledsteos esta constituido por dos compartimentos, el
lobular y el intersticial. El primero lo constituyen los espermatocitos formados por
células germinales y células de Sertoli que las engloban y rodean. En el segundo se
localizan las células de Leydig responsables de la produccion de esteroides
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gonadales. En los machos, durante el proceso de espermatogénesis, ambas
gonadotrofinas estimulan la produccién testicular de 11-cetotestosterona (11KT) in
vitro (Planas, 1995).

El fendmeno del cambio de sexo se da sb6lo en peces hermafroditas secuenciales
como consecuencia de factores estimulantes o a la desaparicion de factores
inhibidores (Ross, 1990; Warner, 1988). En cualquier caso, el cerebro integra los
estimulos ambientales que dirigen el cambio de sexo en las gonadas (Francis,
1992). El mecanismo por el cual la gbénada recibe la informacién aun no ha sido
determinado, pero es muy probable que implique a las gonadotrofinas hipofisarias
(FSH y LH) y a sus respectivos receptores en las gonadas (Piferrer, 2009).

En todos los vertebrados, los esteroides sexuales (progestagenos, andrégenos y
estrégenos) son los productos de secrecion mas importantes de las génadas si se
considera la concentracion que pueden alcanzar en el plasma (Borg, 1994). Para la
diferenciacion sexual (proceso mediante el cual una goénada indiferenciada se
transforma en un ovario o testiculo) andrégenos y estrogenos son los relevantes, ya
que los androgenos masculinizan y los estrogenos feminizan (Piferrer, 2009).

Los esteroides sexuales se sintetizan a partir del colesterol dentro de la mitocondria
mediante la accién de enzimas esteroidogénicas. En un principio se considerd que
la abundancia entre estrogenos y androgenos producian la diferenciacién, ahora se
sabe que esta proporcion depende de la enzima citocromo P450 aromatasa
(aromatasa, P450arom, cyp19a o cyp19al) y que ésta es esencial para la
diferenciacion sexual de hembras (Piferrer et al. 1994; Piferrer, 2009).

Para la diferenciacibn de machos en los peces, los andrégenos importantes son la
11-ketotestosterona (11-KT), 11-hidroxiandrostenediona y 11-hidroxitestosterona
(11-hidroxi-T) (Baroiller et al., 1999; F Piferrer et al., 1993).

La aromatasa se localiza en el reticulo endoplasmatico de las células
esteroidogénicas, particularmente en la granulosa del foliculo ovarico. Esta enzima,
tienen importancia en el desarrollo ovarico de los peces (Piferrer, 1994a) y también
en el cambio de sexo de los peces hermafroditas (Kumar et al., 2005).

La inhibicién de la aromatasa durante la diferenciacion del sexo provoca que las
hembras genotipicas se desarrollen como machos fenotipicos. Se ha observado
que a nivel molecular, los niveles del mMRNA de la aromatasa incrementan durante el
cambio de sexo protandrico (macho a hembra) (Kroon et al., 2005) y disminuyen,
con el cambio proterogineo (hembra a macho) (Nakamura et al., 2005).

A nivel histolégico los peces hermafroditas protogineos, durante el cambio de sexo,
el ovario se degenera partiendo solamente de la pared cuando el tejido testicular
puede desarrollarse desde las lamelas ovaricas o proliferar desde las paredes
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bordeando el lumen radial o linealmente. Los testiculos secundarios (transformados
desde ovarios) poseen la estructura correspondiente a la pared del ovario y un
lumen ovarico (Pandian, 2011; Reinboth, 1988).

De los métodos utilizados para manipular el sexo en peces, los hormonales son los
mas utilizados, pues como ya se indicd, el sexo depende de los esteroides
(androgenos para machos o estrégenos para hembras) que bien pueden ser
aplicados en la gbnada sexualmente indiferenciada (Francesc Piferrer, 2001), o
bien, en hembras maduras (Chao and Chow, 1990).

El andrégeno MT ha sido utilizado como un inductor que acelera el proceso de
reversion de hembras maduras e inmaduras de los meros o peces serranidos en
machos funcionales (Mathew et al., 2002) puede ser administrada en el alimento o a
través de implantes (Bhandari et al., 2004; Cabrita et al., 2009; Chao and Chow,
1990; Kumar et al., 2003), ya que activa la espermatogénesis del tejido testicular
inactivo presente a los largo del epitelio de la gébnada (Chao and Chow, 1990).

Como parte de la biologia reproductiva, la fisiologia da herramientas para entender
los procesos que ocurren en los peces y como éstos cambian en condiciones de
cautiverio. Se sabe también que los niveles de testosterona, estradiol y 11-
ketotestosterona varian de acuerdo a la especie, sexo y época del afo.

La interaccion entre los esteroides regulan el cambio de sexo en peces
hermafroditas (Alam et al., 2006; Kumar et al., 2003), asi mismo conocer los cambios
en la secrecidn de esteroides durante el ciclo sexual puede dilucidar su posible rol
en el control de la gametogénesis y durante la transicién sexual (Johnson et al.,
1998).

OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar el mejor androgeno (Testosterona y 17a-Metiltestosterona) en
implantes de silicbn para la reversion sexual de hembras de Epinephelus
morio de hembra a machos en su periodo reproductivo natural.

2. Conocer los cambios de Estradiol, Testosterona y 11-ketotestosterona en
sangre de hembras de Epinephelus morio entre dos periodos reproductivos
naturales y previamente implantadas con T y MT.

3. Conocer el efecto de dos dosis de MT en la reversion sexual de hembras
de Epinephelus morio de hembra a macho en su periodo reproductivo natural.

4. Estabulacion de un stock de reproductores de Epinephelus morio en
condiciones de laboratorio.
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CAPITULO 1

Determinacién del mejor androgeno (Testosterona y 17a-
Metiltestosterona) en implantes de silicén para la reversion
sexual de juveniles de Epinephelus morio de hembra a
machos en su periodo reproductivo natural
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INTRODUCCION

Especies como el mero rojo, son animales muy longevos. Por su condiciéon de
hermafroditas protoginios, los peces maduran primero como hembras y mucho mas
tarde cambian a machos. De acuerdo a Brulé et al (2003), las hembras de E. morio
maduras son aquellas que tienen 50 cm de longitud total (LT) mientras que los
machos tienen 80 cm y ambos son localizados a partir de 20 m de profundidad
(Giménez et al., 2003) lo que de dificulta en principio, la obtencién de ejemplares
vivos, sobre todo de los machos.

La reproduccioén inducida, y el desarrollo embrionario y larvario de E. morio se ha
realizado en laboratorio (Colin et al., 1996; Collins et al., 2002) capturando hembras
silvestres y colectando los testiculos de machos salvajes. Aunque la produccion
resultd exitosa, no es posible depender siempre de machos silvestres para la
produccion de crias en laboratorio.

Considerando entonces que los machos de mero rojo son organismos de gran
tamano, que son localizados a grandes profundidades, que estan representados en
una baja proporcion en la poblacién (1:10 a tallas de 95 cm LT (Giménez et al.,
2003), aunado a que es una especie que no presenta agregacion para la
reproduccioén, la probabilidad de captura de machos siempre sera reducida, a parte
del alto costo econémico que implica intentar la captura en aguas “offshore”.

Por otro lado, pescar a grandes profundidades, ocasiona una descompresion en los
peces, dafando sus 6rganos debido al inflado de la vejiga natatoria (Brulé et al.,
2004) afectando su supervivencia, y por ello es importante establecer estrategias
alternas para disponer de machos en cautividad.

Las estrategias usadas actualmente para la produccion de meros por acuicultura
implican el uso de hormonas sexuales en hembras maduras o inmaduras que son
revertidas a machos (Glamuzina et al., 1998; G Li et al., 2006; Marino et al., 2000;
Mathew et al., 2002) lo cual permite obtener semen en laboratorio para producir
crias mediante fertilizaciones naturales (Mathew et al., 2002) o en su defecto,
almacenarlo mediante criopreservaciéon (Cabrita et al., 2009; Peatpisut and Bart,
2010) para ser utilizado en fertilizaciones in vitro o bien, para conservar el genoma
de la especie. Lograr el cambio de sexo mediante esta técnica, dependera del tipo y
dosis de hormona a utilizar y la manera de administrarla (Mathew, 2011). La 17 alfa-
metiltestosterona ha sido la hormona mas utilizada en los meros del género
Epinephelus.

Esta hormona ha sido administrada en el alimento para E. fario (Kuo et al., 1988) , E.
tauvina (Mathew, 2005b, 2011; Mathew et al., 2002) y E. marginatus (Glamuzina et
al., 1998; Sanches et al.,, 2009). Se han utilizado en implantes de colesterol,
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implantes con tubos silasticos y tubos de silicona para E. aeneus (Hassin et al, 1997)
y E. marginatus (Sarter et al, 2006; Sarter et al, 2006; Cabrita et al, , 2011) y en
inyecciones para E. suillus (Tan-Fermin et al, 1994). Para E. akaara, ademas de la
MT se ha probado la Metildihidrotestosterona (MDHT) y ésta con un inhibidor de la
aromatasa (Guang-li Li et al., 2006). También se ha utilizado la T y una mezcla de
andrégenos.

Independientemente de la forma de administracion, para los meros del género
Epinephelus la dosis utilizada para obtener machos en estado inicial o avanzado de
reversion y machos espermeables varia entre 2.3 a 10 mg Kg' en un periodo de
entre 2 a 17 meses.

Para E. morio no se han realizado estudios sobre reversion inducida, por lo que es
necesario, en un primer momento, establecer la hormona que muestre mejores
resultados para obtener machos en condiciones de cautividad con organismos de
talla pequena, por lo que este trabajo pretende cubrir los siguientes objetivos.

OBJETIVOS

Determinar el mejor andrégeno (Testosterona y/o 17a-Metiltestosterona) en la
reversion sexual de hembras de Epinephelus morio a machos en su periodo
reproductivo natural.

Objetivos especificos:

v' Conocer los niveles de Estradiol, Testosterona y 11-ketotestosterona en
sangre de hembras de Epinephelus morio implantados con T y MT.

v' Evaluar el efecto de la T y la MT en la génada de hembras de Epinephelus
morio implantados para reversion.

v" Evaluar la produccion de semen en hembras revertidas a macho después de
60 dias de haber colocados los implantes de Ty MT.
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MATERIAL Y METODOS

Ejemplares Utilizados

a) Captura de Juveniles

Sesenta juveniles de E. morio de 206.1+ 4.9 g de PV fueron capturados con linea
de mano tipo escamera frente a la costa de Sisal, Yucatan, México y transportados
en contenedores de 300 litros de capacidad con agua marina hasta la Unidad
Académica Sisal (UAS) de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional
Autébnoma de México.

A su llegada al laboratorio recibieron un bafio de agua dulce durante 10 minutos y
posteriormente uno de formol (10%) 30 ppm por espacio de 10 minutos como
tratamiento profilactico.

Tres meses después y al término de un bioensayo de nutricidon, los peces en buen
estado fueron llevados al area de reproduccion de peces marinos de la UAS donde
estuvieron durante 4 meses para seleccionar a los mas grandes y en mejor estado.

De este grupo original de peces, se emplearon un total de 24 juveniles de mero rojo
E. morio de 433 + 94 g de PV y de 31.64 £ 2.5 cm de LT para el bioensayo de
reversion.

Calidad de agua

Durante todo este trabajo, se vigilé la calidad del agua diariamente registrando el
oxigeno disuelto y la temperatura del agua con un Multianalizador HACH Modelo
HQ40d y la salinidad con un refractometro.

Todos los tanques tuvieron aireacibn mediante un soplador turbo blower, y un
recambio del 200% diario de agua marina filtrada. El agua fue tratada con un filtro
de arena antes de ingresar al sistema.

Diariamente se eliminaron residuos de comida y sedimentos del tanque con un sifén
y una vez por semana se limpiaron los refugios con agua dulce.

Condiciones experimentales

Este trabajo se realiz6 durante la temporada reproductiva de enero a marzo del 2002
previendo obtener semen de los peces al término de la temporada reproductiva.
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Los peces se colocaron en tanques de 1.6 m® de capacidad, en una densidad de
seis peces por tanque equivalente a una biomasa de 1.3y 2.0 kg m=3.

Los tratamientos probados fueron: implantes de silicona con T (1.0 mg kg');
implantes con MT (2.5 mg kg™') y un tercero que sirvi6 de control (CT, sin hormonas).
Un tanque con 6 peces fue destinado para el CT y otro para el tratamiento con T
para el tratamiento con MT se utilizaron dos tanques (12 peces).

A cada pez se le colocaron dos implantes, con un mes de diferencia; el primero fue
en enero del 2012 y el segundo en febrero del mismo afo. Treinta dias posteriores al
segundo implante se inyect6 a los peces 20 ug kg™ de LHRH para incrementar la
produccion de semen (Cabrita et al, 2009). 24 horas después de esta inyeccion se
dio masaje abdominal y se realiz6 una biopsia a los peces con una canula de 1 mm
de diametro.

Al final de este bioensayo (60 dias después del primer implante), se sacrificaron tres
peces por tratamiento. Las goénadas fueron pesadas para obtener el indice
Gonadosomatico (IG) y fueron fijadas con formol al 10%; posteriormente se
deshidrataron de acuerdo a la metodologia de Hernandez-Canseco, (2012), para ser
tefidas con hematoxilina-eosina y realizar su posterior analisis histolégico. Las
muestras fueron cortadas a 3 ym de grosor.

a) Marcaje

Los peces fueron identificados individualmente en cada unidad experimental con
elastomeros fluorescentes (VIE), que fueron inyectados debajo de la epidermis entre
las aletas ventrales (figura 12).

Figura 12.- Colocacion de elastémeros fluorescentes a los meros para su identificacion

b) Alimentacion

Durante este bioensayo los peces fueron alimentados a saciedad diariamente con la
dieta semihumeda formulada por la Dra. Gabriela Gaxiola en el area de nutricion de
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la UMDI y utilizada por Gutiérrez (2010) (Tabla 1). Todo el alimento fue elaborado en
el area de Nutricion de la UAS.

Tabla 1.- Composicion de la dieta utilizada para Epinephelus morio durante el
periodo de mantenimiento y bioensayo 1. Formulaciéon de la Dra. Gabriela

Gaxiola.

Ingrediente %

Harina de pescado 50.0
Pasta de soya 8.0
Calamar 5.0
Concentrado proteico de soya | 10.0
Gluten de trigo 12.0
Aceite de higado de bacalao 3.0
Almidon de trigo 9.0
Premezcla de vitaminas 2.0
CMC 1.0

El alimento se mantuvo en congelacion en bolsas individuales para cada tanque.
Antes y después de alimentar, se peso6 la cantidad de alimento con una balanza
OHAUS de 600 g de capacidad y una precisiéon de 0.1 g. Posteriormente se obtuvo
la diferencia entre el peso del alimento final menos el inicial para calcular el consumo
de alimento por dia en cada condicion experimental.

c) Implantes hormonales

Los implantes utilizados fueron elaborados en la UAS con tubos de silicona de
acuerdo a la metodologia de Cabrita (2009) y aplicados por Ureta (2011) en
Epinephelus marginatus. Las hormonas utilizadas fueron disueltas en una solucién
de DMSO con aceite de castor en la proporcion 1:3 (Cabrita et al, 2009), la 17alfa-
metiltestosterona (SIGMA) en una dosis de 2.5 mg kg y la Testosterona (SIGMA)
en una dosis de 1.0 mg kg™.

Para cada hormona, se pesé la cantidad a utilizar en un tubo Eppendorf con doble
guante desechable. Se adicioné DMSO al tubo y se pasoé por el vortex. Se adicion6
el aceite de castor suavemente y el tubo fue sellado con papel parafilm. Se llevé a
vortex y posteriormente los tubos fueron mantenidos en un agitador oscilatorio para
Eppendorf (Mixmate) por lo menos durante 1.40 horas.

Una vez que se obtuvo la mezcla homogenizada y considerando la cantidad de
hormona necesaria para todos los peces del tratamiento, se llend el tubo silastico
(Silascon, Dow Corning, D.I. 0.058" X D.E. 0.077" X Grosor 0.009"). Conociendo la
longitud que ese volumen ocupaba, mediante una regla de tres se obtuvo el tamafio
que tenia que cortarse del tubo de acuerdo a las dosis de hormona que deberia ser
colocada a cada pez.
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Una vez cortados con una hoja de bisturi, cada uno de los extremos del tubo con
hormona fue sellado con pegamento quirurgico (Silastic Medical Adhesive Silicone
Type A) y se dejaron secar a temperatura ambiente por unos 30 minutos. Los
implantes fueron colocados en cajas de Petri etiquetadas con las dosis de esos
implantes y mantenidos en refrigeracion para ser usados al dia siguiente.

Para la colocacion de los implantes los peces fueron anestesiados con aceite de
clavo (50 ppm), después con una hoja de bisturi de punta roma se realizd una
incision lateral en un angulo de 45° dejando ver la piel del pez. Después de la
primera incisidbn, poco a poco se iba introduciendo la navaja con movimientos a
manera de zig zag aproximadamente un centimetro, de tal suerte que la incision
profunda fuera mas ancha que la inicial (figura 13).

Figura 13.- Incisiéon ventral para la colocacion intraperitoneal del implante de silicona a hembras de mero
rojo Epinephelus morio.

De acuerdo al peso del mero, se colocd el implante en la parte mas profunda de la
herida (figura 14), después se colocd en un tanque anexo para su recuperacion y
posteriormente se regreso6 a su tanque definitivo.

Figura 14.- Colocacion del implante de silicona a hembras de mero rojo Epinephelus morio.
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d) Plasma sanguineo
Extraccidon de sangre

Se tomaron entre 800 a 1000 ul de sangre del arco branquial (entre las lamelas y en
la region mas recta) de los peces, antes de colocar los implantes y a los 30 y 60 dias
después del segundo implante. Para extraer la sangre, se utilizaron jeringas de
insulina con agujas removibles, previamente heparinizadas (heparina 1000 Ul) y
mantenidas previamente en frio dentro de una nevera de unicel o poliespan.

Los peces fueron anestesiados con aceite de clavo y una vez que perdieron el
equilibrio, se colocaron en una “camilla” de tal manera que quedaran en posiciéon
ventral y se pudiera descubrir la branquia con facilidad (figura 15).

Figura 15.- Toma de muestra de sangre de arco branquial de mero rojo

Una vez colectada la sangre, se retir6 la aguja y se repartio la sangre en dos tubos
Eppendorf de 1 ml previamente etiquetados. La sangre fue vertida suavemente por
las paredes del tubo y se mantuvo en frio hasta su procesamiento.

Todas las muestras de sangre se centrifugaron a 4°C durante 15 minutos a 12000
rom. El plasma fue separado y mantenido en congelacién a -40°C hasta su andlisis.

e) Evaluacion de esteroides

En el plasma se evaluaron T, 11KT y E2 mediante las técnicas “enzyme
immunassay” (EIA) con los kits Cayman dentro del Laboratorio de Biologia Molecular
IRTA-ICM (CSIC) en Barcelona. El andlisis se inici6 con la evaporacién de las
muestras de 100 pl de plasma que fueron mezcladas con 2 ml de metanol. Las
muestras se agitaron en vortex por espacio de dos minutos y posteriormente se
centrifugaron por 10 minutos a 2.5 rpm a temperatura ambiente. El sobrenadante fue
separado en tubos de cristal y al precipitado restante se le adicion6 1.7 ml de etanol,
se agitd con vortex y se centrifugd nuevamente a las mismas condiciones anteriores.
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Todo el sobrenadante resultante fue evaporado en una placa térmica a 45 grados
por mas de 24 horas. Las muestras una vez secas se re-suspendieron con buffer-
BSA (500 ul) se cubrieron y se mantuvieron en congelacion a -20°C hasta su
analisis.

El estradiol (Cayman 582251) se midié con una precision del 50% B/Bo de 125 pg
ml-' y una deteccion limite de 20 pg ml'; la Testosterona (Cayman 582701) se midio
con una precision del 50% B/Bo de 32 pg ml' y una deteccién limite de 6 pg ml' y la
11 keto-testosterona (Cayman 582751) se midié con una precisién del 50% B/Bo de
5 pg mI'" y una detecciéon limite 80% B/Bo de 1.3 pg ml' de acuerdo a las
indicaciones del fabricante.

f) Crecimiento y sobrevivencia

Una vez que los peces estuvieron anestesiados, y antes de tomar la muestra de
sangre, los meros fueron pesados con una balanza OHAUS de 4000 g de capacidad
y una precision de 0.1 g. Posteriormente fueron fotografiados sobre papel
milimétrico. Las imagenes fueron analizadas con el programa informatico ImageJ
para registrar la talla de los peces en los distintos tratamientos.

Se registr6 el numero de peces muertos durante el periodo experimental para
calcular la supervivencia al final del bioensayo.

g) Ecografias

En colaboracion con el Departamento de Reproduccion Animal de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Auténoma de Yucatan, se identificaron con el
ultrasonido SSD-500 las gbénadas de tres peces de cada tratamiento al término del
bioensayo.

Después de 60 dias de haber colocado el primer implante, los meros fueron
anestesiados (50 ppm con aceite de clavo). Una vez que perdieron el equilibrio y
estando dentro del agua, se localiz6 e identificé la gbnada con el transductor del
ultrasonido SSD-500 y se midi6 el diametro de los I6bulos (figura 16).
Posteriormente los meros fueron sacrificados para extraer las gbénadas, una vez
fuera del pez, éstas fueron medidas directamente con el ultrasonido para verificar
que la identificacion en la imagen de la pantalla correspondiera efectivamente a las
gonadas.
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Figura 16.- Localizacién de la génada en meros sometidos a reversion sexual mediante implantes de
silicona

Las gbénadas fueron fijadas (formol 10%) para su posterior analisis histolégico. Se

relacioné el diametro de la gdnada con el tratamiento de reversion sexual.

h) Histologia

Las gbénadas fueron fijadas y mantenidas en formol al 10% hasta su procesamiento.
Estas fueron deshidratadas y tefiidas con la técnica hematoxilina-eosina de acuerdo

a la metodologia establecida por Hernandez-Canseco (2012).

i) Estadistica

Se obtuvieron los valores promedio y desviacién estandar de todos los datos de
consumo de alimento, peso y talla de los peces. Se realiz6 un analisis de varianza
seguido de un analisis de rangos multiples de Duncan para determinar diferencias
significativas (p < 0.05) entre los niveles de esteroides y el IG de los distintos

tratamientos hormonales.

43



RESULTADOS

Calidad de agua

Los valores de oxigeno disuelto, temperatura y salinidad en el agua de los tanques
experimentales para la aclimataciéon de los meros, durante su aclimatacién en el
area de reproduccion (Septiembre-Diciembre) y durante el bioensayo de reversidn

sexual (Enero-Marzo) se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.- Valores promedio y desviacion estandar de los parametros fisicoquimicos en tanques
de juveniles de E. morio durante la aclimatacion y reversion sexual de hembra a macho con
implantes de Testosterona y 17alfa-metiltestosterona con silicona.

Bioensayo Oxigeno |Temperatura| Salinidad
mg I °C ups
sep-11 5.85+0.20 | 27.6210.41 37+0.30
oct-11 . ., 6.06+£0.25 | 26.45%0.54 37+0.91
Aclimatacion

nov-11 6.20£0.41 | 26.41+0.54 35+0.00

dic-11 6.20+0.41 | 26.41+0.54 35+0.00

ene-12 y 6.07+0.45 | 25.05+0.42 38+0.00
Reversién

feb-12 sexual 6.11+1.22 | 25.81+0.39 38+0.36

mar-12 6.94+0.45 | 25.97+0.49 37+0.48

Durante los bioensayos pudo observarse que la calidad de agua fue similar durante
el periodo de aclimatacién y el periodo de reversion sexual. Los valores promedio
para el oxigeno disuelto fueron 6.08+0.32 y 6.37+0.71 mg I'! respectivamente. La
salinidad se increment6 en casi 2 ups durante la reversion con promedio de 37.72 £
0.28 ups, respecto a la salinidad promedio de 35.88 + 0.3 registrada en la
aclimatacién, mientras que la temperatura del agua disminuyé en promedio 1°C
hacia la temporada reproductiva de enero a marzo con valores promedio de 25.6
10.43°C en la reversion y 26.72 £ 0.51°C en la aclimatacion.

Consumo de alimento

El consumo del alimento hace referencia a los gramos de alimento semihumedo
ingerido por pez al dia. Durante este bioensayo, los meros consumieron entre 7 y 12
gramos promedio diario (Figura 17). EI consumo de alimento por los meros en los
tratamientos CT, T y MT1 no presentd diferencias significativas (p=0.05) entre los
dos periodos de implantes (ene-feb, primer implante y feb-mar el segundo). Los
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meros del tratamiento MT2 si mostraron diferencias significativas entre los dos
periodos de implantes (p<0.05), consumiendo mas alimento durante ene-feb y
disminuir hasta en 5 gramos promedio el consumo en feb-mar .
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Figura 17.- Valores de alimento consumido por pez por dia (promedio y error estandar) en cada uno de los
tratamientos durante los dos periodos en los que se colocaron los implantes.

Los meros en los tratamientos CT y T consumieron 0.02 g de alimento por gramo de
peso durante todo el bioensayo mientras que los peces del MT1 consumieron 0.1 g
durante el tiempo del primer implante y 0.02 g de alimento durante el segundo
implante y en el tratamiento MT2 durante ambos implantes consumié 0.01.

Crecimiento y Sobrevivencia

En la tabla 3 se muestran los pesos y tallas promedio de los peces en cada uno de
los tratamientos experimentales. Los incrementos promedio en peso variaron en
cada condicion experimental, los peces del tratamiento CT incrementaron 14.92 g en
2 meses, mientras que los peces del tratamiento con MT1 (réplica 1 de MT) fue de
41.26 g. Por otro lado, los meros en los tratamientos con T y MT2 (réplica 2 de MT)
disminuyeron su peso (-28.96 y -11.78 g respectivamente) en relacién al peso que
tenian al iniciar este experimento.
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Tabla 3.- Valores de peso (g) y talla (cm) del mero rojo E. morio en cada unidad experimental
antes de la colocacién de los implantes (enero 2012) y al final del bioensayo (marzo 2012).
CT=control, T=Testosterona, MT1=Metiltestosterona tanque 1 y MT2= Metiltestosterona tanque
2.

Tratamiento Peso inicial Peso final N LF inicial LF final Numero
Ene 12 Mar 12 Muertos

CT 510.92 £+ 122.74 525.84 * 3.50 6 31.52+1.73 32.71%2.02 0

T 438.96 £ 101.22 410.72+7.24 6 30.11+231 30.78%2.08 0

MT 1 522 + 74.61 563.93 £ 47.8 6 32.02%+2.25 34.13+1.92 2

MT 2 526.42 £ 144.79 514.64+28.98 6 32.98+3.27 32.93+4.13 1

Al final de este bioensayo, los tratamientos CT y T presentaron el 100% de
supervivencia. Sélo en las réplicas con MT se encontraron peces muertos (Tabla 3),
para terminar con una sobrevivencia del 66 y 83% para el MT1 y MT2
respectivamente.

indice Gonadosomatico (IG)

Al término del bioensayo, el IG promedio de los meros con los distintos implantes fue
entre 0.12 y 0.18 (Figura 18). No se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
entre los tratamientos experimentales; ni entre éstos y la condicion inicial de la
gonada previo a la colocacién del implante.
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Figura 18.- indice gonadosomatico promedio (IG) y desviacién estandar de E. morio antes de colocar el
implante (inicial) y después de 60 dias de haber colocado el primer implante en enero (MT, Ty CT) en
cada uno de los tratamientos experimentales. Letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos.
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No se encontr6é una relaciéon (positiva o negativa) entre el IG y el peso de los peces,
aunque independientemente del peso, el IG de los peces con el tratamiento MT fue
el mas alto (Figura 19), ni entre éste indice y el esteroide utilizado en el implante.

0.25
0.20
0.15
0.10

0.05

0.00

320 398 405.4 408.6 4449 549.9 576.5 586.6 682
Peso (g)

Figura 19.- indice gonadosomatico segtin el peso de los meros. Los colores representan cada
tratamiento; verde= MT, azul=CT y rojo=T.

Ecografias

Mediante ultrasonidos, se identificaron las gbnadas de los peces. Los diametros de
los l6bulos gonadicos de los mismos, de acuerdo al tratamiento hormonal para la
reversion sexual se muestran en la figura 20, donde puede apreciarse en todos los
casos una diferencia en el diametro de los dos I6bulos de la gbénada.
Estadisticamente las diferencias no fueron significativas entre los tratamientos
(p=0.05).
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Figura 20.- Diametro (cm) de los I6bulos de la gonada de mero rojo Epinephelus morio sometidos a
tratamientos hormonales e identificados por ultrasonido. Cada tono en las columnas representa el
diametro promedio de los dos I6bulos de la gonada de los peces después de 60 dias del primer implante.
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Al término del bioensayo se intentd obtener una muestra de la gbnada mediante
canulacion, pero los peces de todos los tratamientos presentaron el gonoporo sin
dilatar, por lo que no se forzo la entrada de la canula, resultando que en ninguno de
los peces se logré obtener semen al final del bioensayo.

Histologia

Los cortes histologicos mostraron que después de dos implantes hormonales, los
meros CT vy los tratados con T tuvieron génadas con ovocitos inmaduros (Figura 21-
B y C). No se observo ningun cambio celular en relacidén a la condiciéon de los peces
antes de la colocacion del implante (Figura 21-A). En estos tratamientos, se mantuvo
la configuracion de las lamelas y a lo largo de éstas, los ovocitos inmaduros.

En algunas ocasiones se observo en los peces tratados con testosterona que
algunos ovocitos presentaron nucléolos en la periferia del nucleo celular (Figura 21-
B).

Los meros tratados con implantes de MT después de 60 dias mostraron un cambio
en la morfologia celular. De manera aislada se observaron algunos ovocitos
inmaduros ubicados preferentemente hacia las paredes de las lamelas. Se encontr6
una gran cantidad de células indiferenciadas y grupos de espermatozoides
distribuidos a lo largo y ancho de la lamela. Esta conformacioén celular se observé en
todos los peces tratados que se sacrificaron.
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Figura 2
antes de colocar los implantes. 40x. B: Tratamiento con Testosterona 10X; C: Tratamiento Control 40X y
D: Tratamiento de Metiltestosterona 40 X. POV=ovocitos previtelogénicos; AO = ovocito atrésico;
SP=espermatozoides; SPD=espermatocitos.

Esteroides

Durante este bioensayo, los niveles de E2, T y 11KT en el plasma sanguineo
presentaron diferencias significativas (p<0.05) en cada uno de los tratamientos
(Figura 22). En todos los casos, las concentraciones de T fueron mas altas que las
de E2 y 11KT y para ésta ultima hormona, los valores siempre fueron menores a 200

pg mil-'.

Puede observarse que los peces sin tratamiento hormonal (CT) presentaron niveles
de E2 y 11KT constantes después de haber colocado el primer implante (tiempo
cero) y el segundo (30 dias) presentandose valores de 66 a 137 pg ml-! para 11KT y
de 237 a 291 pg ml' para E2. La T, aunque presentd los valores mas altos (hasta
3500 pg ml"), disminuyé a los 30 y 60 dias hasta valores de 579 pg ml-".

Por otro lado, en los meros con implantes de T, fue evidente el incrementode la T y
el E2 en sangre después del primer implante y su posterior disminucion a los 60 dias,
alcanzando niveles muy similares a los que presentaron los peces en el tiempo cero
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(176 pg ml' para E2 y 350 pg ml! para T). Puede observarse que los niveles de
11KT siempre se mantuvieron por debajo de los 200 pg ml-'.

Finalmente, los meros con implantes de MT, mostraron un aumento en el estradiol
(151 a 401 pg ml'") y de 11KT (34 a 100 pg ml"), al mismo tiempo, los niveles de
testosterona aumentaron hasta 736 pg ml-' a los 30 dias, pero después mostraron
una tendencia a disminuir.
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Figura 22.- Niveles promedio y desviacién estandar de 11KT (linea azul), E2 (linea roja) y T (linea verde) en
los meros con implantes de MT, implantes de T e implantes CT. El tiempo indica el niimero de dias
transcurridos después de la colocacion del primer implante. El eje secundario representa la
concentraciéon de T también en pg ml-'. Las flechas sefialan el momento en el que se colocaron los
implantes.
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DISCUSION

Los valores de los parametros fisicoquimicos del agua indicaron que la calidad de
ésta fue adecuada de acuerdo a lo reportado para otras especies del género
Epinephelus.

La salinidad, el pH, amonio, nitritos y nitratos se encontraron dentro del intervalo
reportado para reproductores de E. coioides (Shams, 2010), E. tauvina (Mathew,
2005b; Mathew et al., 2002) y E. aeneus (Hassin et al., 1997). La salinidad de 36.7
ups promedio fue mas cercana a lo reportado para E. coiodes (Shams, 2010) y E.
aeneus (Hassin et al., 1997), 45 y 40 ups respectivamente.

La temperatura registrada en el bioensayo, estuvo 2 a 3 °C por arriba de lo reportado
por Johnson et al, (1988) en los sitios de captura de E. morio en el este de Florida
(18 a 23 °C de marzo a mayo dentro de la temporada reproductiva) y en el agua de
fondo en el sureste del Golfo de México, (Giménez et al., 2003), reportaron 22+1°C.

Dado que en los bioensayos no se control6 la temperatura del agua, la temperatura
mantenida dentro de los tanques de cultivo fue reflejo de las condiciones naturales
del agua de mar en la zona durante este trabajo experimental. Independiente de esta
situacion, la temperatura del agua fue la misma para todas las condiciones
experimentales, lo que permite sugerir que la respuesta de los peces estuvo dada,
en el caso de la reversion, por las hormonas externas administradas a los peces.

Durante este bioensayo se encontré que el consumo de alimento, el crecimiento y la
supervivencia estuvieron directamente relacionados.

Si se considera que la tasa de crecimiento de los peces es lenta en comparacion de
otros organismos en cultivo como los invertebrados, podria esperarse no encontrar
incrementos significativos en un periodo corto de dos meses, sin embargo, se
presentd una disminucién en peso de manera similar a la reportada para otras
especies del género Epinephelus bajo condiciones de reversion como E. akaara (G
Li et al., 2006), E. aeneus (Hassin et al., 1997) o E. coioides (S Yeh et al., 2003).

Durante el cambio de sexo en los organismos protoginicos la degeneracion de los
ovocitos y la proliferacién de las células espermaticas provocan una disminucién en
el indice gonadosomatico y por ende una disminucion en el peso de los peces
revertidos, especialmente porque el el testiculo suele ser mas pequefo que el
ovario. En este trabajo, las gbnadas de los meros experimentales fueron pequenas
con un avance considerable de reversion en el tratamiento de MT peronoen el de T,
por lo que es de suponerse que el consumo de alimento y el comportamiento de los
peces en cada uno de los tanques jugaron un papel importante en esta disminucion.
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Fue notorio encontrar en los tanques peces dominantes, que eran los que comian
primero y que a medida que crecian iban teniendo mas control del espacio,
estresando a los meros mas pequefos, los que a su vez disminuian el consumo de
alimento y por lo tanto su peso.

La dominancia dentro de los tanques, se registrd primero en el tratamiento de MT, y
al final del bioensayo en el resto de los tratamientos. Esta circunstancia ocasiond la
mortalidad de los peces, pues se pudo verificar mediante observaciones que los
peces de mayor tamafo agredian a los pequefios o aquel que presentaba una talla
similar al dominante y con el fin de escapar de dicha agresién, el pez nadaba
rapidamente hasta que saltaba fuera del tanque, de ahi que los peces muertos
hayan sido localizados fuera del tanque.

Al reducirse el numero de peces, disminuia la densidad y por lo tanto incrementaba
el espacio para crecer; de esta manera, los meros del tanque MT1 al tener mayor
mortalidad (Tabla 3) se redujo la densidad de 2.0 a 1.4 kg m® y al mismo tiempo
mantuvo el consumo de alimento, alcanzando el mayor incremento en peso.

No se considera que el consumo de alimento haya estado relacionado directamente
con el tratamiento. Ya que el consumo de alimento no cambio con uno o dos
implantes en los tratamientos CT, T y MT1, sino mas bien en la relacidén social de los
peces en el tanque, la posicién de éste dentro del area experimental y la saciedad.
Fue muy evidente el incremento de la ingesta el dia posterior al fin de semana y el
mayor consumo del pez dominante, que generalmente coincidia con el de mayor
talla.

De acuerdo a los estudios sobre pesquerias del mero rojo, el IG se modifica de
manera importante en las hembras durante la temporada reproductiva (marzo a
mayo en la region central de Florida y de enero a marzo en el sureste del Golfo de
México), llegando a presentar valores de 1.1 (Johnson et al., 1998) y de 2.1 (Brulé
et al.,, 1999), mientras que para los machos se reportan valores en esta misma
temporada de 0.3 y 0.29 respectivamente. Estos IG en los machos de mero rojo se
debe a que la especie forman parejas y no agregaciones para reproducirse, por lo
tanto presentan testiculos reducidos y de bajo peso y por lo tanto IG bajos (Tuz et
al., 2003).

En este trabajo, los peces que revirtieron el sexo presentaron valores inferiores a los
del medio silvestre, 0.12 para CT y 0.18 para los tratados con MT. La falta de
diferencias significativas entre los tratamientos, independientemente del peso, puede
explicarse justamente por la pequefia talla de los peces. Los valores de IG
obtenidos, fueron menores a los reportados para los machos de esta especie en
condiciones silvestres (Brulé et al., 1999; Johnson et al., 1998) y son mas parecidos
a los de machos salvajes en temporada no reproductiva (0.15 en promedio) (Brulé et

52



al., 1999) y a hembras silvestres en temporada no reproductiva IG menor a 0.2
(Johnson et al., 1998).

Los peces utilizados en los bioensayos de reversion fueron hembras sexualmente
inmaduras, por lo tanto fue normal que presentaran estos valores de 1G. Aunque la
reversion de los peces con MT provoco un cambio a nivel celular, no provoco una
modificacion evidente en la morfologia macroscopica y tamarfo de la gbnada.

Esta condicion del tamafio de la gonada fue corroborada con el analisis por
ultrasonido previo al sacrificio de los animales, al no existir diferencias significativas
en el diametro todas las gbnadas, se considerd que todas eran similares.

Si bien la ecografia fue una técnica no invasiva para identificar la gbnada, sélo pudo
validarse su posicion en la cavidad del cuerpo como se hizo con el esturion
(Colombo et al., 2004), la tilapia Oreochromis niloticus (Nzeh et al., 2012) y la trucha
Oncorhynchus mykiss (Evans et al., 2004), pero no fue posible identificar a los
peces que se encontraban en reversion sexual.

Es posible que debido a que la identificacidn de los meros en reversion, fue a nivel
microscoépico y no macroscopico, no existié un cambio en la morfologia. Se sabe que
el tamafio y etapa de vida del pez y el crecimiento gonadal de los adultos
reproductivamente activos influyen en la capacidad para la identificacion del sexo
(Novelo and Tiersch, 2012). Bajo estas consideraciones, testiculos completamente
maduros durante la temporada reproductiva han sido identificados facilmente por
ecografias en el halibut Hippoglossus hippoglossus y el fletan Pleuronctes
americanus y P. ferruginea (Rommens, 2001) pero no en juveniles.

Por otro lado, identificar testiculos a partir de hembras masculinizadas con hormonas
en el alimento fue posible en la trucha arcoiris (Hliwa et al., 2013), a diferencia de
este trabajo, los testiculos se encontraron produciendo semen, sin embargo no fue
facil identificar machos jovenes inmaduros, por lo tanto sera interesante probar esta
técnica en meros machos completamente maduros sin perder de vista que las
gonadas de E. coioides (Kuo et al., 1988) y las de E. morio (Brulé et al., 1999)
pueden identificarse con claridad s6lo mediante histologia, de acuerdo a Yeh et al.
(2003), las gonadas no presentan tejido conectivo que diferencie el testiculo del
ovario, sino que las células espermaticas y ovaricas estan entremezcladas, sin
embargo es posible que la reduccién del tamafio de la gbnada pueda ser detectado
por la ecografia.

Las goénadas de E. morio siguieron manteniendo la estructura de lamelas
caracteristicas en los ovarios y pudo apreciarse la conformacion de pequefios
grupos de espermatozoides repartidos a lo largo y ancho de la lamela, pero
sobretodo una mayor abundancia de espermatocitos primarios o secundarios,
corroborando lo establecido por Kuo et al. (1988) que cuando los peces
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hermafroditas protandicos cambian de sexo, los ovocitos primarios permanecen y las
espermatogonias comienzan a aparecer a lo largo del tejido ovarico. La atresia de
los ovocitos y la espermatogénesis se da de manera simultanea hasta que comienza
a dominar el tejido vascular constituyendo la estructura de la génada. Bajo estas
condiciones se pudiera pensar que la dosis utilizada en estos implantes no fue
suficiente para esta especie, pues aunque se logré la reversion, no se pudo obtener
semen al término del bioensayo.

Durante la reversion sexual, los cambios en la gbnada de E. morio aparentemente
se realiz6 del centro hacia la periferia, de manera similiar a E. akaara (G Li et al.,
2006) ya que las reminiscencias de los ovocitos se encontraron en mayor
abundancia en el borde de la lamela. Esta estructura histolégica sélo pudo
apreciarse en los peces tratados con MT. Los meros en tratamiento CT no
presentaron ningun cambio en su morfologia en relacion a su estado inicial en
cuanto al desarrollo de los ovocitos.

Los meros del tratamiento con Testosterona, la hormona y la dosis utilizada no logré
la reversion a macho, caso contrario a lo obtenido en E. coioides con la misma dosis
utilizada en este trabajo (S Yeh et al., 2003) donde un 14% de los peces lograron
revertirse sexualmente después de 60 dias y 25% a los tres meses (Tabla 4). En
este trabajo la Testosterona aparentemente comenzé a realizar algun cambio a nivel
celular, identificado con los nucléolos, pero no se identificaron células sexuales
masculinas.

Los niveles de esteroides en sangre son indicadores fisiolégicos del estado de
madurez de un pez, considerando los niveles de E, T y 11KT evaluados en este
trabajo, los cuales estuvieron por debajo de lo reportado por Johnson et al (1998) en
machos maduros silvestres de E. morio durante la temporada reproductiva, pudiera
explicar la ausencia de semen al final del bioensayo en los peces revertidos.

El cambio de sexo, puede darse en dos meses para algunas especies como E.
marginatus y E. coioides (Cabrita et al., 2009; Tsai et al., 2011; Ureta, 2011) o bien,
en 5 meses o0 un aino como en E. aeneus (Hassin et al., 1997). Independientemente
del tiempo, Li et al, (2006) establecieron dos fases en este proceso denominado
transicion: la transicién temprana (ET por sus siglas en Inglés) que se caracteriza
con la degeneracion de los ovocitos y la simultanea proliferacion de células
espermatogénicas; y la transicion tardia (LT, por sus siglas en inglés), en donde se
encuentran varias fases de células espermatogénicas, desde espermatocitos hasta
espermatidas y solamente unos pocos ovocitos atrésicos remanentes

En E. akaara, en la transicidbn temprana hay una degeneracién progresiva de los
ovocitos, éstos son absorbidos y las células espermatogénicas proliferan
incrementando desde la region central hacia la periferia de la lamela del ovario, o
bien; de las paredes hacia el centro como en E. tauvina (Mathew, 2011). En el caso
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de E. morio, la transicion tardia fue observada en las gbnadas con dos implantes de
MT después de los 90 dias posteriores al primer implante. Las condiciones por las
cuales no se produjo semen, pueden ser explicadas por los niveles de esteroides en
sangre.

En varias especies de teledsteos se ha visto que la Testosterona, 11KT y 113-HT
(hidroxitestosterona) se encuentran en distintos niveles en sangre de acuerdo a su
estacion reproductiva. La T parece estar mas relacionada a la espermatogénesis (G
Li et al., 2006) y la 11KT con la espermiacion (S Yeh et al., 2003), sin embargo la
diferenciaciéon de espermatogonias a espermatozoides requiere la presencia de
ambas hormonas (Carrillo and Zanuy, 1993).

Para la transicion tardia en especies como E. marginatus (Glamuzina et al., 1998),
E. tauvina (Mathew, 2011), E. akaara (G Li et al., 2006), E. merra (Bhandari et al.,
2004), E. coioides (S Yeh et al., 2003), los niveles de esteroides pueden ser muy
variables (Tabla 5) dependiendo de la especie, de la temporada en la que la
reversion fue inducida (pre-reproductiva, reproductiva o pos-reproductiva). También
existe variacién entre los organismos silvestres que realizan el cambio de manera
natural y los inducidos, generalmente en los primeros, los valores son mayores, sin
embargo con concentraciones muy bajas de T, E2 y 11KT, se logra la reversion a
macho.

De esta manera, los peces en reversion de mero rojo en condiciones naturales
muestran concentraciones de 290 a 1650 pg ml-'de T, 100 a 600 pg ml-'de 11KT y
de 70 a 370 pg ml! de E2, (Johnson et al., 1998) mientras que con dos implantes de
MT, las concentraciones de T estuvieron dentro del intervalo (647 pg mil'), los
valores de 11KT fueron en el limite inferior (100 pg ml1) y el E2 por arriba de lo
reportado (401 pg ml1). De manera general, la reversion sucede cuando los niveles
de T y 11KT aumentan y los de E2 disminuyen. Valores superiores de E2 en los
meros estimulados a la reversidn indican que parte de la MT exdgena fue
aromatizada (Shinn-lih Yeh and Kuo, 2003) incrementando los niveles de E2 en
sangre. Por otro lado, los andrégenos en sangre indicaban una proliferacién de
células espermaticas con los niveles de T pero no una espermiacion, debido a las
bajas concentraciones de 11KT.

La 17 alfa metiltestosterona actia como un andro-inductor acelerando la
transformaciéon de organismos inmaduros, pero también puede estimular al
desarrollo de hembras maduras (Mathew et al., 2002). El tejido testicular presente a
lo largo del epitelio germinal, con la MT se activa y comienza la espermatogénesis
(Chao and Chow, 1990).

Las génadas femeninas de los groupers son aparentemente bipotenciales y pueden
ser manipuladas con la implantacion de andrégenos (S Yeh et al.,, 2003). La
manipulacion del sexo realizada durante la temporada reproductiva podria suponer
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un aumento en los niveles de andrégenos y por lo tanto una seguridad para la
reversion sexual a macho, sin embargo, es probable que las hembras utilizadas en
este bioensayo aun estando inmaduras, pudieran estar produciendo cantidades
endoégenas de hormonas, por lo menos los niveles de T fueron los valores altos (500
a 1000 pg ml1) y los niveles de ésta depende del estado de la gbnada (S Yeh et al.,
2003).

Lee et al. (1995) sugieren que la inversion sexual de Epinephelus tauvina inducida
por MT tiene un efecto directo en el ovario y una retroalimentacion positiva en el eje
hipotalamo-pituitaria resultando un incremento en la produccién de gonadrotopina. Si
hay una inhibiciébn de la actividad de la aromatasa y del gen de expresion en la
gonada, entonces disminuyen los estrégenos secretados por ésta, hay degeneraciéon
de los foliculos ovaricos y una proliferacion de células espermatogénicas después
del aumento de 11KT (G Li et al., 2006).

Los meros rojos, tratados con MT presentaron la transicion tardia a macho
(espermatocitos y espermatozoides con algunos ovocitos) en 90 dias, con niveles de
11KT insuficientes para la espermiacion, de manera similar que para E. marginatus
donde después de 4 meses sblo se encontraron distintos estadios de la
espermatogénesis (Glamuzina et al., 1998) o completamente distintos para la misma
especie donde se obtuvieron machos espermeables en dos meses (Ureta, 2011).
Estos resultados pueden deberse a las diferencias entre especies, a la eleccion del
tiempo de implantacién y a la talla inicial de los peces (S Yeh et al., 2003).
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Tabla 4.- Aplicaciéon

Autor Especie
Kuo, 1988 E. fario
Hassin, 1997 E. aeneus

Glamuzina, 1988 E. marginatus

Ureta, 2011 E. marginatus
Mathew, 2002

E. tauvina
Mathew, 2011

E. tauvina
Guang-Li, 2006 E. akaara
Alam et al, 2006 E. merra
Bhandari et al, 2004 E. merra
Yeh et al, 2003a E. tukula
Yeh et al, 2003b E. coioides
Yeh et al. 2003c E. coioides
Yeh et al, 2003 E. coioides
Presente trabajo E. morio

de hormonas para reversion sexual de distintas especies de mero del género Epinephelus.

Esteroide

MT
MT
MT
MT

MT

MT

MT

MDHT
MT+AI
Al
(Fadrozole)

Al

MT +TP

11 KT + TP

11 KT
P

MT

T+MT+PT

T+MT+PT

MT

T

Dosis

(mg kg-1)
69.7 a 159.4

(05a1.0mgdia)
2.3

5

25

3 en promedio
50 a 55 acumulada

10

10
10 +1

10
0.1,05 y1.0

1.0 +1.0

1.0+1.0+1.0

1a20

2

Vehiculo de la hormona
oral
Tubos silasticos
en alimento

Implante silicona
Implante de colesterol vy
goma de acacia
Pelet de colesterol vy

celulosa dentro del alimento

Implantes mezclados con

elastomeros

Mezclada con manteca de
cacao

implantes de manteca de
cacao

Pelet de manteca de cacao
y celulosa

Pelet de manteca de cacao
y celulosa

Pelet de manteca de cacao
y celulosa

Pelet de manteca de cacao
y celulosa

Implantes de silicona

Estadio de
desarrollo Talla (mm)
< dos afios 469 LS
juvenilesy @ 24 a 52
juveniles
Q 54
Q vitelogénicas 380 a 600 LF
Q de tres afios 255a31LS
. 1752202 LT
¢ en maduracion
@ inmaduras
Q de 6 afos 840 a 1180
Talla (mm)
Q de 6 afios 893+14 LT
¢ de 2 afios 41647 LT
Q de 2 afios 482+13 LT
@ inmaduras 31625

Organismos experimentales

Peso (g)
1690
2200 a 3600

150 a 2950

3.2

460 a 710

80 a 106

13000 a18000
Peso (9)

1320£1710

1034445

1715.7+32.6

433194

MT= 170 METILTESTOSTERONA. TP= PROPIONATO DE TESTOSTERONA. Al= INHIBIDOR DE AROMATASA. MDHT=METILDIHIDROTESTOSTERONA.11KT= 11 KETOTESTOSTERONA

Resultados

Reversion en un mes. Espermatidas y espermatozoides en 5
meses.

solo el 20% fueron espermeables después de 5 meses

Después de 4 meses testiculos en distintos estadios de
espermatogénesis.

Machos espermeables en dos meses
macho espermeable en dos meses

9 a 12 semanas u total de 50 a 55 mg kg Transicién tardia
después de 80 dias (2.6 meses) machos funcionales

Transicion temprana (ovocitos atrésicos y proliferacion de células
germinales espermatogénicas)

Transicion tardia (presencia de espermatocitos a espermatidas,

muy pocos ovocitos remanentes)
60% de los meros con espermatozoides en tubos seminales

Después de 90 dias, peces con 0.1 mg kg>1 presentan transicion
temprana: Transicion tardia se presenté con 1.0 mg kg:].

66.7% fueron machos después de 70 dias. Solo 28% presentaron
buena motilidad espermatica.

38.9 y 66.7% de los peces fueron machos a los 30 y 70 dias
respectivamente

14.28% de los peces se encontraron en cambio de sexo a los 60
dias y 28.5% a los 90 dias

no reversion

no reversion

87.5% de los peces fueron machos. Todos con espermatocitos y
espermatogonias

87.5% de los peces fueron machos. 43.7% presentaron
espermatocitos y espermatogonias y 43.7% machos con espe
Después de 90 dias, la dosis de 1 mg kg'1 produjo el 85.7% de
machos de los cuales la mitad fueron espermeables. El 100% de
los machos se consigui6 con dosis de 10 y 20 mg kg'1, en ambos
casos solo 14.28% fueron machos espermeables

Después de 90 dias, transicién temprana a macho, ovocitos
atrésicos,  espermatogonias, espermatocitos 'y  algunos
espermatozoides

No reversién
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Tabla 5.- Niveles de esteroides registrados para distintas especies de Epinephelus silvestres de acuerdo a su estadio de
madurez. H=hembra, ET= transicion temprana, LT=transicion tardia, M=macho. Los valores de T, E2 y 11KT estan expresados

en pg ml.
L . Hormona . Transicion
Condicion Especie . Esteroide H M
utilizada ET LT
E. merra T 250 300
(Alam et al., 2006) 11KT 400 700
E> 1000 200
Cambio de sexo natural. E. merra T 250 200 400 350
Colecta de ejemplare en distintos (Bhandari et al., 11KT 200 200 750 600
estadios de maduracion 2003) E, 200 | 150 | 150 150
T 2000 290 a1650 600
E. morio
(Johnson et al, 1988) 11KT ND 100 a 600 4000
E> 3000 70 a 370 <500
E. merra T 150
Utilizando (Bhandari et al., Fradozole 11KT 500
organismos 2004)
silvestres = 90
T 647
E. morio Dos Implantes
(presente trabajo) con MT 11KT 100
E> 401
T 180
Induccion con
de esteroides Implantes de MT 11KT 50
=) 20
T 600
E akaara Implantes de MT+AI 11KT 120
(Guang-li Li et al., E- 17
2006) T 200
Implantes MDHT 11KT 150
E2 17
ND=NO DETERMINADO, AM= MEZCLA DE ANDROGENOS. MT= o METILTESTOSTERONA.T=TESTOSTERONA.TP=PROPIONATO DE  TESTOSTERONA. AI=INHIBIDOR DE

MDHT=METILHIDROXITESTOSTERONA

AROMATASA,
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Tabla 6.- Niveles de esteroides registrados para distintas especies de Epinephelus de acuerdo a su estadio de madurez. Los
peces han sido mantenidos en cautividad por lo menos un aino. H=hembra, ET= transicion temprana, LT=transicion tardia,

M=macho. Los valores de T, E; y 11KT estan expresados en pg ml~.

Peces
mantenidos
en cautividad
por un aio

Condicion Especie Ho.r.mona Esteroide H Jransicion M
utilizada ET [T
£ microdon T 80 60 500-700
(Debas et al., 1989) 11KT 100 100 800-900
Cambio de sexo E2 100 110 100-200
natural T 920 1630 1640
(GL’:;_Iaeﬁal” a2007) 11KT 320 5920 6230
E2 51.68 27.69
E fario T 140 2 633 124 1100 a 1632
(Kuo et al., 1988) MT oral 11KT ND ND ND
E> 48.7a799 J 57.3a34.8 32.8a737
E K . T 350 1500
(Guang-i L ot al., romatasa KT 250 1500
2006) con elastémeros Ez 10 5
T 29.12 32.71+5.19 | 1312.21£176.9
s th%ﬂigiﬁe;oos) T+MT+TP 11KT | 17.4121.84 [ 11.83:054 | 14.3323.25
IndUcCién con Eo | 31.36:4.55 [ 20.98:044 | 21.3421.29
de esteroides T 77.1+14.5
T 11KT 45.9+13.8
E2 25.242.5
T 169+29.6 119.243.2
£ coiides 'mp('ﬁft,ﬁf?g)AM 11KT 29.9+7.3 21.6+2.6
(S Yeh et al., 2003) E> 28.4+1.7 22.2+1.7
T 77+13.6 286.2£12.7
Implantes de MT 11KT 28.3%1.7 33.9+3.9
E2 28.2+1 29.7£1 1

ND=NO DETERMINADO, AM= MEZCLA DE ANDROGENOS. MT= 17 a METILTESTOSTERONA.T=TESTOSTERONA.TP=PROPIONATO DE TESTOSTERONA




ND=NO

Tabla 6.- Continuacion. Niveles de esteroides registrados para distintas especies de Epinephelus de acuerdo a su estadio de
madurez. Los peces han sido mantenidos en cautividad por lo menos un afno. H=hembra, ET= transicién temprana,
LT=transicion tardia, M=macho. Los valores de T, E, y 11KT estan expresados en pg ml-.

Peces mantenidos
en cautividad
por un afo

Hormona Fransicion
L E . £ . H M
Condicidn specie utilizada steroide ﬁT_
T 160
E. marginatus Dos Implantes de MT
Ureta, 2011 KT ND
Induccién con Ez 70
de esteroides T 1500
E. marginatus Implante MT
Sarter, 2006 EVAC 1KT 250
E> ND

DETERMINADO
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos

1.

Soélo la 17 alfa metiltestosterona logro la reversion sexual de hembras inmaduras a
macho de E. morio.

. Los niveles de esteroides en macho de E. morio revertidos sexualmente con 17 alfa

metiltestosterona fueron 647.15 pg ml' para Testosterona, 100.36 pg ml"' para
11Ketotestosterona y 401.07 pg ml' para Estradiol.

La 17 alfa metiltestosterona transform6é los ovocitos a espermatidas y
espermatozoides en la gbnada de hembras inmaduras de E. morio.

. La reversidon se observd a nivel histoldégico en la gbnada y no en la produccion de

esperma fluido mediante masaje abdominal o canulacion.

Se logrd por primera vez en cautividad la reversion sexual de Epinephelus morio.
Ademas se redujo la talla de cambio de sexo a 27.9 cm de longitud total en el
sureste del Golfo de México.
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CAPITULO 2

Evaluacion de los cambios de Estradiol, Testosterona y 11-
ketotestosterona en sangre de hembras de Epinephelus morio
entre dos periodos reproductivos naturales y previamente
implantadas con Testosterona y Metiltestosterona.
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INTRODUCCION

En términos generales, el ciclo de maduracion de un pez involucra el desarrollo de la
gonada para la formacion de los gametos que seran liberados hasta la regeneracién de la
misma para posteriormente reiniciar el siguiente ciclo. En general se habla de cuatro
momentos dentro del ciclo, la recrudescencia, maduracién, desove y postdesove, en
donde ocurren eventos muy particulares tanto en los ovarios como en los testiculos. Este
proceso se puede presentar una o varias veces al afo, dependiendo de la especie y de la
combinacion de los factores bibticos y abidticos del medio en donde se desarrolla el pez.

Para estandarizar los términos utilizados en la reproduccion de los peces, Brown et al
(2011) establecen cuatro fases para el ciclo de reproduccion y las caracteristicas
generales en cada uno de estos. A) Regeneracion, donde los peces son sexualmente
maduros pero reproductivamente inactivos; B) Desarrollo, cuando comienza el desarrollo
de la gbnada pero aun no se encuentran listos para el desove; C) Desovador capaz,
cuando ya estan listos para el desove; y D) Regresion, cuando cesa el desove.

Los cambios ocasionados en las gonadas estan relacionados con las hormonas sexuales
(andrégenos y estrégenos) (Johnson, 1998; Ching-Min, 1988). Durante el ciclo
reproductivo, estas hormonas se encuentran en distintas concentraciones segun la etapa
del ciclo, afectando el desarrollo de la gbnada y por lo tanto el IG. Si esto se representa
de manera gréfica (figura 23), encontramos que los maximos valores del indice
gonadosomatico y de los niveles de esteroides (estradiol en las hembras; y 11-
ketotestosterona y Testosterona en los machos) se presentan en la etapa de desovador
capaz y en el caso del mero rojo esta condicion se presenta en los meses de enero a
marzo.

1G Concentracion
| de
Esteroides

jun  jul  ago sep oct nov dic ene feb mar abr may

Periodo Recrudescencia Maduracién Desove postdesove

Fases del ciclo Regeneracién Desarrollo Desovador capaz Regresion
reproductivo “resting"” “ripening” “ripe running” “spent”
(Brown et al, 2011)

Figura 23.- Representacion del ciclo reproductivo del mero rojo y su relacién con el indice gonadosomatico y
los niveles de esteroides en plasma de acuerdo a lo reportado por Brulé et al, (1999) y Johnson et al (1998).

Para los peces del género Epinephelus se ha reportado que la reversidon o cambio de
sexo sucede previamente a la temporada de desove, o bien, en cualquier momento del
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ciclo reproductivo (Shapiro, 1993). En las poblaciones naturales de E. morio, los peces en
reversion se han encontrado durante la temporada de regeneracion (junio, agosto) y en la
temporada de maduracion y desove (diciembre, enero y febrero) (Brulé et al., 1999). Los
niveles hormonales varian segun el estadio de maduracion de los meros, asi cuando los
machos estan espermeables, los niveles de T y 11KT son mas elevados que cuando
estan maduros inactivos o en proceso de maduracién (Johnson et al., 1998).

Cuando se estimula la reversion sexual de manera artificial en organismos hermafroditas,
es importante considerar que los andrégenos externos tendran efecto en el pez durante el
tiempo que se encuentren en sangre, ya que los esteroides no se almacenan (F Piferrer,
2009); por tal motivo, los peces pueden volver a su estado natural de hembra, con sus
niveles hormonales propios de condicién de hembra y es muy probable que se mantengan
asi hasta que alcancen la talla natural de macho.

La determinacién del tiempo que puede perdurar el efecto de los andrégenos después de
la reversion sexual artificial dara la pauta para estimar el tiempo en el que los peces seran
viables para fertilizar. Por otra parte, las reversiones definitivas han ocurrido cuando se
alcanza una dosis acumulada de 50 a 55 mg para E. tauvina (Mathew, 2011) y cuando se
utilizan hembras en fase de desarrollo (Alam, 2006; Matherw, 2011).

Los trabajos de reversion sexual de hembras a machos en los meros, concluyen entre los
60 o 90 dias que es cuando se obtiene la produccién de semen (Cabrita, 2009; Mathew,
2011; Alam, 2006; Bhandari, 2006). Durante este tiempo se ha logrado medir los niveles
esteroides en sangre (Yeh, 2003) y poco se sabe de los cambios que ocurren en estas
hormonas tiempo después de la reversion a macho. Al respecto solo existen reportes de
estos niveles durante el ciclo reproductivo cuando el cambio se da de manera natural en
cautividad en el mero de Hong Kong, E. akaara (Li, 2007).

Para E. morio no existen reportes de la obtencibn de machos a partir de la reversion
inducida y por ende se desconoce el efecto que pudiera tener la hormona una vez
concluida la reversion. Es posible que las hembras revertidas a macho regresen a su
condicion de hembra como lo observado para el mero grasoso E. tauvina (Mathew, 2011)
o0 que se mantengan como machos definitivos como el mero del mediterraneo E.
marginatus (Engrola, com. per.)

Al mismo tiempo se desconoce el comportamiento hormonal de los peces al término de la
temporada reproductiva en condiciones de cautividad. Conocer esta informacion nos
permitira establecer la respuesta reproductiva de los peces en condiciones de cautiverio
después de la reversidn sexual y antes del préximo periodo reproductivo.
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OBJETIVO

Determinar los cambios de Estradiol, Testosterona y 11-ketotestosterona en sangre de
hembras de Epinephelus morio entre dos periodos reproductivos naturales.

Y paralelamente:

v' Evaluar el crecimiento en talla y peso de hembras de mero rojo E. morio
previamente implantadas con T y MT.

v' Estimar la sobrevivencia de hembras de mero rojo E. morio implantadas
previamente con T y MT.

MATERIAL Y METODOS

De marzo a noviembre del 2012 los peces previamente sometidos a reversion sexual
inducida con MT y T se mantuvieron en tanques (1.6 m3), en una densidad de tres meros
por tanque equivalente a 1.7 kg m3.

Ejemplares utilizados

Esta fase se inici6 con peces de 581.37 £ 135.39 g de PV y 33.35 + 2.48 cm de LF. De
marzo a abril se mantuvieron en tres tanques (1.6 m3), a partir de junio los peces
sometidos al tratamiento de MT fueron llevados a un tanque de 12 m3, debido a la
respuesta agresiva de los peces.

Los meros fueron identificados con marcadores electréonicos (PITS tags) colocados
intramuscularmente en la regién latero-dorsal izquierda del pez (figura 24).

Figura 24.- Colocacion de PITS Tags (Biomark HPT8 134.2) en el mero rojo E. morio.
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Calidad de agua

Durante ocho meses, se registro la calidad de agua evaluando diariamente los parametros
fisicoquimicos oxigeno disuelto, la temperatura del agua y el pH con un Multianalizador
HACH Modelo HQ40d y la salinidad con un refractometro. Esporadicamente se analizd
amonio, nitrito y nitrato con la técnica colorimétrica de (Zuiniga, 2011a, 2011b).

Todos los tanques dispusieron de aireacion mediante un soplador eléctrico y un recambio
diario de agua marina en un 200% en promedio. El agua fue filtrada con un filtro de arena
antes de ingresar al sistema.

Diariamente se eliminaron residuos de comida y sedimentos del tanque con un sifon. Una
vez por semana se limpiaron con agua dulce los refugios de los peces (tubos de PVC).

Alimentacion

Los peces fueron alimentados por la mafana, tres veces por semana (Lunes, Miércoles y
Viernes), con una dieta semihumeda (Tabla 1) elaborada con una semana de anticipacion
y conservada en congelacion hasta momentos antes de alimentar.

Antes y después de proporcionar la dieta, se pesé la cantidad de alimento con una
balanza OHAUS de 600 g de capacidad y una precision de 0.1 g, para calcular el
consumo de alimento diario en relacion al numero de peces por tanque.

Crecimiento y sobrevivencia
Bimestralmente se realizaron muestreos para estimar el crecimiento en talla y peso.

Antes de realizar la biometria, los peces fueron anestesiados uno por uno con aceite de
clavo dispuesto en una concentracién de 1ml por cada 20L en una caja de plastico de 50
litros. Una vez anestesiados, los peces se pesaron con una balanza OHAUS de 4000 g de
capacidad y una precision de 0.1 g. Para obtener las tallas, los meros fueron fotografiados
sobre papel milimétrico. Las imagenes fueron analizadas con el programa informatico
ImageJ.

Se registr6 el numero de peces muertos durante el periodo de mantenimiento para
calcular la supervivencia final en relacién al nUmero de meros iniciales.

Plasma sanguineo

Aprovechando que los peces fueron sedados cada dos meses, se obtuvieron muestras de
plasma de cada uno de los peces. La cantidad muestreada fue de 800 a 1000 ul de
sangre del arco branquial (entre las lamelas y en la regidbn mas recta). Para extraer la
sangre, se utilizaron jeringas de insulina con agujas removibles, previamente
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heparinizadas (heparina 1000 Ul) y mantenidas previamente en frio dentro de una nevera
de unicel o poliespan.

Una vez que los peces perdieron el equilibrio dentro del tanque con anestesia, se
colocaron en una “camilla” de tal manera que quedaran en posicién ventral y se pudiera
descubrir la branquia con facilidad (Figura 15).

Una vez colectada la sangre, se retir6 la aguja y se repartié la sangre en dos tubos
Eppendorf de 1 ml previamente etiquetados. La sangre fue vertida suavemente por las
paredes del tubo y se mantuvo en frio hasta su procesamiento.

Todas las muestras de sangre se centrifugaron a 4°C durante 15 minutos a 12000 rpm.
Las muestras de plasma fueron congeladas a -40°C para posteriormente evaluar los
niveles de esteroides (E2, Ty 11KT) y estimar el cambio en los perfiles hormonales de los
peces después del tratamiento de reversion sexual.

Esteroides

Se evalub T, 11KT y E2 en plasma sanguineo mediante las técnicas “enzyme
immunassay” (EIA) con los kits Cayman dentro del Laboratorio de Biologia Molecular
IRTA-ICM (CSIC) en Barcelona.

La metodologia utilizada ha sido descrita en el capitulo 1 de este trabajo.

RESULTADOS

Calidad de agua

En la figura 25, se muestran los valores de los parametros de la calidad de agua, de los
tanques experimentales que contuvieron los reproductores de mero rojo (Epinephelus
morio) bajo condiciones de tratamiento hormonal. Los valores de oxigeno disuelto
presentaron concentraciones en un rango de 5.15 a 6.94 mg I, la temperatura fue de
25.9 a 27.19 °C, la salinidad entre 36 y 38 ups y el pH con valores de 7.28 a 7.81.
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Figura 25.- Valores de oxigeno disuelto, temperatura, salinidad y pH registrados durante el periodo no
reproductiva de mero rojo (Epinephelus morio) en el Caribe mexicano.

Crecimiento y sobrevivencia

El periodo de mantenimiento se inici6 con un total de 12 meros, de los cuales tres
murieron durante los meses de abril, septiembre y octubre concluyendo esta etapa con un
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75% de sobrevivencia. En todos los casos, la muerte de los peces se debid a que saltaron
fuera del tanque.

El crecimiento de los peces fue evidente (figura 26) pues duplicaron su peso, aumentando
en promedio 548 gramos durante esta periodo (2.6 g dia™'). La longitud total incrementé
6.16 cm de abril a noviembre, 0.031 cm dia™.

Consumo de alimento

El consumo de alimento de los peces durante el periodo de mantenimiento se presenta en
la figura 26. Los peces gradualmente aumentaron su consumo a medida que
incrementaban de peso. Meros con peso de 600 gramos ingirieron 14 gramos promedio
por dia de alimentaciéon y hasta 37 gramos promedio cuando pesaban mas de 1100
gramos.
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Figura 26.- Consumo promedio de alimento por dia del mero rojo E. morio (barras azules); alimento consumido
por pez en gramos (promedio * desviacion estandar) y peso promedio de los peces (rombos amarillos) gramos
* desviacion estandar) durante el periodo de mantenimiento. El eje secundario representa el peso vivo de los
peces.

Esteroides sexuales

Los valores de esteroides en los meros después de haber sido implantados con MT y T se
muestran en la figura 27. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre las tres
hormonas en todos los tratamientos.

Se encontr6 que en los peces tratados sin hormonas (CT), la T y el E2 tienden a
mantenerse dentro de un intervalo, mientras que la 11KT tiende a disminuir. El E2 en los
peces control flucttio entre 141 y 287 pg ml', la 11KT present6 concentraciones de 31 a
160.94 pg ml* mientras que la T present6 concentraciones entre 401 a 1047 pg ml".
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Para el tratamiento con T, los valores correspondieron a solo un pez. Los niveles de E2 y
T mostraron una tendencia a incrementar con el tiempo, caso contrario, los niveles de
11KT que disminuyd, de manera similar que los peces control. El pez tratado con dos
implantes de T mostré niveles de E2 entre 86 a 319 pg ml!, de 120 a 241 pg ml"' de 11KT
y de 705 a 804 pg mlI"' de T en el plasma sanguineo. Como puede apreciarse los niveles
hormonales de los tres esteroides en sangre de los peces control y con implantes de
Testosterona fueron similares.

Finalmente, en los peces donde se logré la reversidon sexual con la colocacion de
implantes de MT, se observo que los niveles de E2 se mantuvieron entre 97 a 211 pg ml-'.
La T fue constante hasta agosto y para noviembre incrementé de 300 a 1400 pg ml
(Tabla 7).

Para los niveles de 11KT fue sorprendente encontrar un pico en el mes de agosto (420 pg
ml-") superior a lo encontrado durante la temporada reproductiva cuando los peces fueron
implantados con MT.

Tabla 7.- Concentracion de Testosterona, Estradiol (E2) y 11 ketosterona (11KT) en
pg ml-1 en plasma de hembras de Epinephelus morio tratadas con implantes
silasticos con Testosterona (T), 17 alfa Metiltestosterona (MT) y un grupo control

(CT).
Esteroides en TRATAMIENTOS
plasma (pg ml'! CT T MT
T 401 -1047 705 a 804 300 - 1400
E> 141 - 287 86 -319 97-211
11KT 31-160.94 120 - 241 420
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Figura 27.- Valores promedio (pg ml £ desviacion estandar) de esteroides en meros entre dos periodos
reproductivos (2012 y 2013) y tratados previamente con dos implantes CT, T y MT respectivamente. La linea
color verde representa a la Testosterona, linea roja Estradiol y linea azul a la 11KT. El eje secundario representa
la concentracién de T también en pg ml-'. Las letras indican diferencias significativas entre las hormonas
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DISCUSION

Las condiciones de los parametros de la calidad de agua fueron muy estables durante
este periodo. La temperatura mostr6 muy poca variacion incluso dentro del verano
incrementando en no mas de 1°C.

Todos los valores registrados se encontraron dentro de lo reportado para otras especies
del género Epinephelus (Mathew, 2005a; Mathew et al., 2002; Shams, 2010) y lo
reportado para crecimiento de E. coioides en tanques de 1 m® (Ahmad, 2000) y para
estudios de bioenergética en juveniles de E. morio (Gutiérrez, 2010).

Considerando que la temperatura durante este periodo se mantuvo entre 26 y 28°C, ésta
tuvo un efecto significativo en la energia destinada para el crecimiento, pues el mero rojo
requiere mas energia cuando la temperatura del agua aumenta. Aspecto que fue
demostrado por Gutiérrez (2010) para juveniles de distintas tallas de E. morio en dos
condiciones climaticas.

El consumo de alimento obtenido (2.6 gr dia™') fue similar a lo reportado por Gutiérrez
(2010), de 2.3 gr dia'; de acuerdo al balance energético obtenido por este autor, la
energia de la dieta destinada a la generacion de biomasa representa el menor porcentaje
de la energia ingerida (18 a 33% segun la talla de los peces); a pesar de esto, los meros
durante estos siete meses de mantenimiento ademas de que aumentaron el consumo del
alimento duplicaron su talla, lo que de alguna manera pudiera indicar que la composicién
de la dieta utilizada se acerca a los requerimientos de la especie.

El uso de esteroides externos para la reversién sexual ha sido una practica comun en los
peces de la familia Serranidae. La respuesta ultima esperada de las hembras o juveniles
sometidos a reversion sexual es la produccion de esperma; sin embargo, la reversion
puede darse sin este producto final, por lo que para demostrar la efectividad del esteroide
utilizado, asi como el vehiculo del mismo (inyeccion, alimento o implante) se realizaron
una serie de evaluaciones que ayudaron a demostrar y a entender el proceso de inversion
sexual.

Para conocer el estado de reversion de los “groupers”, se realizan analisis histologicos de
la gbnada (Mathew, 2011), evaluaciones de la actividad de la aromatasa (Li et al., 2006;
Li et al., 2007), evaluacion de LH en pituitaria (Sarter et al., 2006), obtencién del indice
gonadosomatico (Shapiro et al., 1993) y analisis de los niveles de T, 11 KT y E2en sangre
(Kuo et al., 1988; Ureta, 2011; Xia et al., 2007). Generalmente, este tipo de indicadores se
miden durante el tiempo de reversion, periodo que puede abarcar de 4 a 12 semanas en
promedio. No existen reportes de estas evaluaciones después de la reversion inducida.

Hasta ahora los niveles hormonales en Epinephelus morio y E. microdon durante todo el
ciclo reproductivo han sido evaluados en organismos capturados del medio natural
(Johnson et al. 1998) y en ejemplares silvestres de E. akaara y E. microdon mantenidos
en laboratorio por un afo (Debas et al., 1989; G.-L. Li et al., 2007). En estas especies, las
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concentraciones de T, 11KT y E2 disminuyen durante la fase de regresion, regeneracion y
desarrollo en relacién a los valores encontrados en la fase de desove. Durante la
regresion y reposo, las hembras, machos e intersexo presentan valores inferiores a 1000
pg ml"" para 11KT y E2, y menores a 250 pg ml-! en T, mientras que durante la fase de
desove los valores son mayores a 900 pg mlI*' en T (G.-L. Li et al., 2007).

Por otro lado, hembras silvestres de E. morio de la poblacion de Florida fuera de la
temporada reproductiva, mostraron valores inferiores a 1000 pg ml-' de T y E2, mientras
que en los machos los valores reportados fueron menores de 2000 pg ml-' para T y 11KT
y menos de 500 pg ml"' de E2. Estos valores fueron similares a los encontrados en los
ejemplares de E. morio después de los implantes de CT, MT y T (figura 27), sin embargo
un incremento de 11 KT hasta alcanzar un pico de 420 pg ml-! a los 210 dias se presentd
en los meros tratados con MT, lo que podria indicar que aun los implantes continuaban
liberando la hormona.

Para los implantes silasticos se requieren dosis muy altas de hormonas en relacion a
otros tipos de implantes (Sarter et al., 2006). La técnica utilizada por Yamaguchi et al
(2004) con DMSO y aceite castor (utilizada en este trabajo) requiere de menor dosis; sin
embargo, para Pagrus aurata, se encontré que en 30 dias solo se habia liberado el 10%
de la hormona (Yamaguchi et al., 2004), por ello es posible, que en el caso del mero rojo,
la liberacion de MT haya continuado rebasando por mucho los 100 pg ml-! encontrados en
los meros con reversion tardia (figura 22); por lo que es posible que hasta los 210 dias
(agosto) después del primer implante se hubiera podido colectar semen.
Lamentablemente los peces no fueron canulados durante este tiempo, pues al estar
durante la temporada no reproductiva se podrian dafar los conductos genitales al
introducir la canula.

De manera contraria, los peces tratados con testosterona y sin hormona, presentaron
niveles hormonales similares entre ellos, lo cual podria indicar que los meros continuaron,
en ambos casos, en su condicion de hembras inmaduras.

Una vez lograda la reversion sexual a macho por induccion externa, pueden pasar dos
cosas; a) que el pez regrese a su condicibn de hembra una vez pasado el efecto del
androgeno (Marino et al., 2000), o bien, se logre la reversién definitiva (Sarter et al.,
2006).La diferencia de la respuesta esta dada por el momento de la aplicacién de la
hormona dentro del ciclo reproductivo, la forma de aplicacion (inyeccién, implante,
alimento), la hormona utilizada y dosis, es decir, la eficiencia de la administracion (Sarter
et al., 2006). En este caso, no se puede asegurar que la reversion sea definitiva pues se
requiere esperar hasta la proxima temporada reproductiva.

La reversidon sexual en el mero rojo E. morio puede darse no solo durante la temporada
reproductiva. Brulé (1999) reportd organismos intersexo en los meses de junio y agosto,
es decir, pueden presentar el cambio de sexo en la temporada reproductiva y fuera de
ésta. Por otro lado, se ha reportado que la talla de reversion ha disminuido de 60.5 cm LT
del afio 1989 al 1992 hasta 48.5 cm en el afio 2003 al 2004 a causa del esfuerzo
pesquero (Caballero-Arango et al., 2010); por lo que pudiera ser posible que los meros
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con 38.58 cm de LT (talla de los meros tratados con MT) también estuvieran en
posibilidad de revertir a machos en “condiciones naturales”, mas aun si recibieron el
androgeno que estimula la reversion sexual.

Dentro de los sistemas de produccion, es de esperarse que una vez que se logra la
reversion sexual, esos ejemplares conformen el banco de reproductores. Si la reversion
sblo fue temporal, podria volver a repetirse durante el siguiente ciclo reproductivo con
organismos de mayor tamafio y con gbnadas mas grandes. Si la reversidn fuera definitiva,
se tendrian ya los machos que asegurarian la fertilizacién natural o artificial de los huevos.
De esta manera, los peces continuaran en cautiverio hasta la préxima temporada
reproductiva.

CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye:

1. Los niveles de esteroides en hembras control (sin hormonas) entre dos periodos
reproductivos fueron entre 141y 287 pg ml-' para Estradiol, de 31 a 160.94 pg ml’
para 11Ketotestosterona y entre 401 a 1047 pg ml! para Testosterona.

2. Los niveles de esteroides para el unico pez sobreviviente con implantes de
testosterona fueron de 86 a 319 pg ml' para Estradiol, de 120 a 241 pg ml' de
11Ketotestosterona y de 705 a 804 pg ml' de Testosterona en el plasma
sanguineo.

3. Los niveles de esteroides del mero rojo con implantes de 17 alfa metiltestosterona
entre dos periodos reproductivos se mantuvo entre 97 a 211 pg ml-! para Estradiol.
La Testosterona incrementdé de 300 a 1400 pg ml', mientras que la 11
ketotestosterona fluctuo entre 44 a 420 pg ml' , registrando un pico en el mes de
agosto, a los 210 dias después del primer implante.

4. Durante el tiempo de mantenimiento utilizando dieta semihumeda, los peces
crecieron 2.6 g dia”'y 0.031 cm dia™. .

5. Se logré una sobrevivencia del 75%. La mortalidad se debid al salto de los peces
fuera del tanque.

6. Previo al inicio del siguiente ciclo reproductivo, se dispone de cinco meros tratados
con 17 alfa metiltestosterona, un mero previamente implantado con Testosterona y
tres meros sin tratamiento hormonal.

7. Los implantes silasticos con 17 alfa Metiltestosterona (MT) en las dosis probadas
en hembras de Epinephelus morio promovieron la reversién sexual en el periodo
de estudio.
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CAPITULO 3

Conocer el efecto de dos dosis de MT en la reversiéon sexual de
hembras de Epinephelus morio de hembra a macho en su periodo
reproductivo natural.
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INTRODUCCION

Para la induccidn con esteroides a la masculinizacibn en organismos gonocéricos es
frecuente realizar los tratamientos durante el periodo critico de la diferenciacion del sexo.
Durante este tiempo las gonadas comienzan el desarrollo y las células germinales son
bipotenciales y tienen la capacidad de desarrollar ovogonias o espermatogonias (Sarter et
al., 2006).

En el caso de los organismos hermafroditas, exitosas reversiones han sido reportadas en
organismos reproductivamente maduros (Bhandari et al., 2006; Mathew, 2011) o bien, en
juveniles (Glamuzina et al., 1998; Marino et al., 2000; Sarter et al., 2006).

La reversidon sexual es una practica comun en la acuicultura (Hassin et al., 1997) y la
metiltestosterona es el andrégeno mas utilizado para los meros del género Epinephelus
utilizado dosis desde los 2.3 mg Kg! para E. aeneus (Hassin et al., 1997) hasta los 11 mg
Kg™' para E. marginatus (Sarter et al., 2006). La aplicacion de ésta sola (Glamuzina et al.,
1998; Hassin et al., 1997; G Li et al., 2006; Mathew et al., 2002; Yeh, Dai, et al., 2003),
combinada con Propionato de Testosterona (Yeh, Kuo, et al., 2003) o con Gonadotropina
Coribnica Humana (Sarter et al., 2006) han conseguido la transicion a macho, incluyendo
desde la observaciéon de espermatidas a espermatocitos hasta la reversion definitiva a
machos.

En especies como E. marginatus donde la reversidn sexual ocurre en peces de entre 9 y
16 afos (Chauvet 1998, Marino 2001 en: Sarter, 2006) o como E. morio, donde sucede a
partir de los 7 afios en la poblacién del este del Golfo de México (McGovern et al., 2002) o
13 afos de vida en la poblacion del sureste (Collins et al., 2002) sera importante asegurar
que la reversidn sexual inducida en juveniles o hembras sea efectiva durante la
temporada reproductiva y que entonces forme parte de la estrategia de reproduccion en
cautividad, o de la contrario, ser una reversiéon definitiva que permita disponer de un stock
de machos de pequena talla.

A la fecha sélo se ha reportado la reversion definitiva a macho en E. marginatus
(Conceicgao et al., 2008; Sarter et al., 2006). Sarter et al (2006) utilizaron una mezcla de
MT (11 mg kg') con 6000 Ul kg™' de GCH colocados en implantes elaborados con el
copolimero Etileno-Vinil acetato (EVAc por sus siglas en inglés) logrando un cambio de
sexo a los tres meses del tratamiento y manteniéndose en esta condicién de macho al
afo siguiente.

De manera similar Conceigdo et al (2008) utilizaron 2.5 mg kg' de MT y después de dos
meses de tratamiento hembras cambian a macho y los organismos inmaduros se
mantienen en la misma condicion. Al afio siguiente un mero continuaba siendo macho
antes del tratamiento con MT y después del tratamiento hormonal tanto hembras como
meros inmaduros fueron machos funcionales.
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Considerando que es relativamente facil tener mas acceso a peces inmaduros de mero
rojo, no asi los machos, debido a la distribucion espacial que tienen los sexos de esta
especie en el Golfo de México, es necesario encontrar la estrategia de la reproduccion en
cautividad para asegurar su produccion comercial. De manera general hay dos aspectos
principales a resolver de manera inmediata; primero, el mantenimiento adecuado de los
peces al cautiverio y segundo la induccion a la pubertad en organismos precoces para
asegurar la produccion se semen.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos hasta este momento dentro de este trabajo
de investigacidon con el mero rojo donde se ha logrado una transicion tardia de la
reversion sexual a macho, ademas por llevar un afio en cautividad los peces han
alcanzado una mayor talla, es necesario saber si una dosis mayor de MT puede ayudar a
la produccién de semen, por lo que se pretende cubrir los siguientes objetivos.

OBJETIVOS

1. Conocer el efecto de dos dosis de 17 alfa metiltestosterona (5y 7.5 mg kg™') en la
reversion de hembras inmaduras de mero rojo Epinephelus morio a machos dentro
de su periodo reproductivo natural

v Conocer los niveles de esteroides de los peces tratados con dos dosis de
hormonas mediante el analisis de plasma sanguineo.

v Conocer el cambio ocurrido en la génada del mero rojo sometida a distintas
dosis de 17 alfa metiltestosterona mediante biopsias gonadicas y analisis
histologico.

2. Comparar el efecto de la 17 alfa metiltestosterona en la reversion sexual de
hembra a macho colocando los implantes previo a la temporada reproductiva.

v" Evaluar los niveles de esteroides sexuales en sangre en los meros durante
el proceso de reversion

3. Conocer el efecto de la dosis de 2.5 mg kg en el mero rojo durante una segunda
temporada reproductiva en peces previamente revertidos

v’ Evaluar los niveles de esteroides sexuales en sangre en el mero rojo
durante el proceso de reversion
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MATERIAL Y METODO

Condiciones experimentales

Se realizaron tres bioensayos de reversion sexual con hembras de Epinephelus morio los
cuales consistieron en: A) dos implantes de MT (dic 12 y ene 13) en meros previamente
revertidos en el periodo reproductivo anterior; B) dos implantes en peces implantados por
primera vez (ene 13 y feb 13) y; C) tres implantes de MT (dic 12, ene 13 y feb 13) en
meros revertidos previamente en la temporada reproductiva anterior.

La distribucion de tallas y pesos de los meros utilizados en cada condicién experimental
se muestra en la tabla 8.

Tabla 8.- Condicion experimental durante el segundo aino de reversion inducida del
mero rojo Epinephelus morio. Los pesos y talla de los peces son valores promedio y
error estandar.

Condicién Numero Peso vivo Talla Dosis total
Experimental de (9) promedio de hormona
peces (cm LF) (mg kg™
A | Dos implantes de MT 2 1410.5482.7 42.2+2.54 5
(dic 12 y ene 13)
B | Dos implantes de MT 2 391+ 62 27.8510.24 5
(ene 13y feb 13)
C | Tres implantes de MT 2 1282.5+6.4 42.2+2.54 7.5
(dic 12, ene 13, feb 13)

En todas las condiciones experimentales se mantuvieron meros con implantes de silicon
sin hormona (CT). Para los bioensayos A y C se utilizaron dos hembras CT, las cuales
estuvieron individualmente en tanques de 1.6 m3® (0.09 y 0.11 kg m= respectivamente),
mientras que los peces a revertir se colocaron todos juntos en un tanque de 12 m3 de
capacidad (0.48 kg m™). Para la condicién experimental B, los meros a revertir fueron
puestos junto con una hembra de 1106 g de PV y 39.6 cm de LF en un tanque de 1.6 m?
(densidad de 1.18 kg m™).

Para la reversion sexual, se coloco a los peces un implante de MT (2.5 mg kg') cada 30
dias. Un total de dos implantes fueron colocador para alcanzar una dosis de 5 mg kg™ y
tres implantes para la dosis de 7.5 mg kg'. A los peces CT se les colocaron sus
respectivos implantes al mismo tiempo que fueron colocados a los peces con MT. Los
implantes hormonales fueron colocados intraperitonealmente de acuerdo a la metodologia
descrita en el capitulo 1.

Treinta dias después del ultimo implante, se inyecté LHRH (20 ug kg') a los peces
implantados con MT. 24 horas después de la inyeccion los peces fueron masajeados
ventralmente (stripping) y canulados. Las muestras fueron observadas en el microscopio
optico.
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Los meros fueron identificados con marcadores electrénicos (PITS tags)
intramuscularmente en la regién latero-dorsal izquierda del pez.

Alimentacion

Los meros fueron alimentaron con una dieta semihumeda de pescado, calamar, camarén
y alimento INVE (Fish Breed-M) para reproduccion (tabla 9).

Tabla 9.- Composicion de dieta de reproduccion empleada para bioensayos de
reversion sexual del mero rojo Epinephelus morio.

Ingrediente %

Calamar 12.5
Camaroén 12.5
Sardina 25.0
INVE 50.0

Los peces fueron alimentados a saciedad por las mafiana tres veces por semana (Lunes,
Miércoles y Viernes).

Crecimiento y sobrevivencia

Los meros fueron anestesiados con aceite de clavo (1 ml por cada 20 litros de agua de
mar). Una vez que perdieron el equilibrio, fueron pesados con una balanza OHAUS de
4000 g de capacidad y una precisién de 0.1 g. Posteriormente fueron fotografiados sobre
papel milimétrico. Las imagenes fueron analizadas con el programa informatico ImageJ
para registrar la talla de los peces en los distintos tratamientos.

Se registré el numero de peces muertos durante el periodo experimental para calcular la
supervivencia al final del bioensayo.

Plasma sanguineo

Muestras de sangre entre 800 a 1000 ul fueron colectadas de los peces del arco
branquial. La metodologia para la extraccion y procesamiento de la sangre se indica en el
Capitulo 1.

Las muestras fueron tomadas antes de colocar cada uno de los implantes y al final de
este bioensayo. Todas las muestras de plasma fueron procesadas para evaluar la
concentracion de E2, Ty 11KT con la técnica EIA indicada en el capitulo 1.
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Biopsias

A los 60 dias después de haber colocado el primer implante (para los peces con dos
implantes de MT), y a los 90 dias (para los meros con tres implantes de MT) se tomaron
biopsias gonadicas de los meros previamente anestesiados. Las condiciones del
muestreo fueron las mismas a las utilizadas en el capitulo 1 de este trabajo. Las muestras
fueron observadas en fresco bajo el microscopio 6ptico.

Histologia

Para el tratamiento con tres implantes de MT, un pez fue sacrificado al final del bioensayo
para procesar la gbnada por histologia de acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo
1.

Estadistica

Se obtuvieron los valores promedio y desviacion estandar de todos los datos de consumo
de alimento y peso y talla de los peces. Se realizé un analisis de varianza seguido de un
analisis de rangos multiples de Duncan para determinar diferencias significativas (p <
0.05) entre los niveles de esteroides de los distintos tratamientos hormonales para los
bioensayos de reversion.
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RESULTADOS

Calidad de agua

Los parametros de calidad de agua registrados durante este periodo experimental se
muestran en la tabla 10. El oxigeno disuelto, la temperatura, la salinidad y el pH se
mantuvieron muy estables. Los valores de amoniaco fueron de 0.005 + 0.002 mg I' y el
nitrito fue de 0.04 + 0.07 mg I', los cuales estuvieron por debajo de lo establecido para el
cultivo de meros (APEC/SEAFDEC, 2001).

Tabla 10.- Valores promedio y desviacion estandar de los parametros fisicoquimicos
evaluados en tanques de E. morio durante la reversion sexual a macho con
implantes de silicona.

Oxigeno | Temperatura | Salinidad pH
(mg ) (°C) (ups)
dic-12| 6.11+0.31 25.9910.56 37+0.0 7.31+0.05
ene-13| 6.08+0.34 | 25.65+0.73 38+0.51 7.40+0.1
feb-13| 5.79+0.63 | 25.67+0.80 35+0.0 7.37+0.06
mar-13| 5.98+0.25 | 25.13+0.69 3610.71 7.33+0.07

En la figura 28 se muestra el cambio de la temperatura incluyendo las dos temporadas
reproductivas y el periodo de mantenimiento en el agua de los tanques experimentales
durante el afio. La temperatura no presentdé cambios bruscos, llegandose a presentar una
diferencia de 2.6°C, entre los meses mas calidos y mas frios. Las temperaturas mas bajas
(25°C) se presentaron durante la temporada reproductiva de la especie (enero a marzo).

29 ——im—
28

2 grf::Zi:}:E;;E;Efffiff:ff:ff:f;ff;:f;ff;f:"_ffﬁff:ff:ffi:ff:f:f:ﬁf:ff

. N
p— - . . — . — e — i — . —.. . .. ] . 1. — .. -
26 ; : Tl » ,* + i
N 1 1
© s o . -
! ' : ! |
24 P R T e e b
N 1 1
| 1 1
R e R R R o
22 1 . ! . !
- - - = o o o o o &N N N &N N &N N OO O o
S ST S S S S A A MY
a B > (9) 0o o = = = = o o B > o o o =
5] = © e =] o = ©
Q o c [9) © =] = O 0 o c ()
» o c © ) o« £ [o] IS = @ » o c kel o - I
tiempo

Figura 28.- Registro de temperatura promedio, maximos y minimos por mes en el agua de los tanques de
experimentales de Epinephelus morio durante la reversion sexual y el mantenimiento. Las lineas punteadas
indican la temporada reproductiva de la especie.
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Crecimiento y sobrevivencia

Los datos de talla y peso de los peces con implantes CT y de MT se muestran en la tabla
11. Los peces tratados con dos implantes de MT (tratamiento A) no incrementaron en
peso. Para el resto de los peces, los gramos ganados por dia fueron entre de 0.6 g dia™
en los meros del tratamiento B y 4.8 g dia™! para los meros del tratamiento C.

Referente a la talla, los peces control crecieron mas que los tratados con MT, excepto los
meros con MT del tratamiento B (dos meros a revertir junto con una hembra), quienes
presentaron los mayores incrementos 0.08 cm dia™' de todos los peces.

Dentro de este periodo de reversidon, solo hubo un pez muerto en el tratamiento CT con
tres implantes, el cual saltoé del tanque a finales del mes marzo.

Tabla 11.- Relacion de talla y peso promedio y desviacion estandar de los meros al
inicio (diciembre 2012) y término (febrero o marzo 2013) del bioensayo.
A=incremento.

1478.3+131.2 147941226 0.01 42.8+3.46 44.6+1.83

CT 2 1063.5+241.1 1246+216.37 29 39.1+0.5 42.6+0.3 0.06 0

MT 2 391+ 62 467+117.4 0.6 27.8+0.24 31.8+2.1 0.08 0
B

CT 1 1106 1350 4 39.61 43.4 0.06 0

MT 2 1282.5+6.4 1493.5£195.9 2.3 42.2+0.41 44 5+0.7 0.03 0
C CT 2 1063.3+241.1 1503.13+751.1 4.8 39.1+0.5 43.21+7.7 0.05 1

Alimento

La cantidad de alimento semihimedo consumido por los peces tratados 5 mg kg™' de MT
(Tratamiento A) se muestra en la figura 29. Los peces comieron entre 24 y 37 gramos por
dia durante este periodo y hubo una tendencia a disminuir ligeramente el consumo al final
del bioensayo.

Los peces con implantes control que se encontraron en tanques individuales,
consumieron mas alimento al inicio del bioensayo en relacion a los implantados con MT
que se encontraban en grupo. Durante todo el bioensayo los gramos de alimento
consumido por gramo de pez fueron de 0.03 g dia para el tratamiento CT, mientras que
para los peces tratados con MT fue de 0.02 g dia™.
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Figura 29.- Consumo promedio por dia por pez y error estandar en los meros con dos implantes.
Cuatro peces con implantes de MT (barra amarilla) y dos hembras individuales con implante CT
(barra verde).

El consumo de alimento de los meros durante el periodo de los implantes (Tratamiento C)
se presenta en la figura 30. Se encontré una tendencia general a que los peces con MT
consumieran menos alimento semihumedo que los meros del tratamiento CT, salvo una
réplica de MT durante el ultimo mes de experimentacion.

En promedio los peces consumieron entre 18 y 30 g por pez durante todo el periodo
experimental.

N w B
o o o
I I I

g alimento pez?!

[
o
1

dic 12-ene 13 ene-feb 13 feb-mar 13
tiempo

Figura 30.- Gramos promedio de alimento semihimedo ingerido por el mero rojo E. morio con tres implantes de
MT (barras amarilla) para la reversion sexual y con implantes CT (barras verde).

Los meros implantados en enero y colocados con la hembra dentro del mismo tanque
(Tratamiento B) consumieron en promedio por dia entre 26 y 33 gr por pez (figura 31). El
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mayor consumo fue al inicio del bioensayo con una tendencia a reducir hacia el final del
experimento.
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Figura 31.- Consumo promedio de alimento por pez por dia de dos meros con implantes con MT y una hembra
con implante CT dentro de un mismo tanque.

Biopsias

De todos los peces experimentales, sb6lo los peces del tratamiento B no pudieron ser
canulados. Las muestras obtenidas por canulacion y observadas en fresco de los peces
control se muestran en la figura 32, en donde puede observarse el tejido conformado solo
ovocitos previtelogénicos.
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Figura 32.- Ovocitos inmaduros de mero rojo Epinephelus morio obtenidos por canulacion de peces con
implantes sin hormonas a los 60 y 90 dias después del primer implante. Foto a 10X (A) y 40X (B). OV= ovocito

En los peces tratados con MT (5 mg kg'') se observaron en las muestras en fresco tanto
ovocitos como tejido no caracteristico de un ovario entremezclado (Figura 33A). Dentro
del tejido no ovarico (Figura 33B), se observaron células con gran cantidad de organelos
en la periferia de la membrana celular, células que bien pudieran ser identificadas como
ovocitos en transformacién a espermatidas. En los ovocitos inmaduros se encontraron
células mucho mas pequefas intercaladas, las membranas nucleares mostraron gran
cantidad de nucléolos denotando actividad celular (Figura 33C).
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Figura 33.- Muestra en fresco de gonada obtenida por canulacion de mero rojo Epinephelus morio con dos
implantes de 17 alfa metiltestosterona (5 mg kg-') a los 60 dias después de la colocacién del primer implante.
Foto a 10X (A) y 40X (B y C). ESP= espermatogonias, OV=ovocito,

Para los peces tratados con tres implantes de MT (Tratamiento C), la muestra obtenida
por canulacién mostré una conformacion celular totalmente diferente a la obtenida con
dos implantes (Figura 34). Se observaron células que pueden ser identificadas como
espermatidas o espermatocitos. No se observaron ovocitos evidentes en la muestra.
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Figura 34.- Muestra en fresco de gonada obtenida por canulacion de mero rojo Epinephelus morio con tres
implantes de 17 alfa metiltestosterona (7.5 mg kg™) a los 90 dias después del primer implante. Foto a 10X (A) y
40X (B).

Histologia

Solo un pez con tres implantes de MT fue sacrificado al final del tratamiento para el
analisis histolégico. La gbnada mostré un avanzado estado de reversion (Figura 35)
encontrandose una gran cantidad de espermatozoides a lo largo y ancho del tejido, asi
como también espermatocitos primarios o secundarios. Se observd el mantenimiento de
la estructura lamelar de la gbénada (Figura 35A) con reminiscencias de ovocitos
degenerados en la periferia de estas lamelas.

Fueron evidentes cistos de espermatocitos primarios o secundarios y una gran cantidad
de espermatozoides hacia el centro del tejido (Figura 35B).
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Figura 35.- Corte histolégico de la gonada de mero rojo Epinephelus morio revertido con tres implantes de MT a
10 X (A) y 40X (B). SP=cabezas de espermatozoides, ES=espermatocitos primarios o secundarios,
OD=reminiscencias de ovocitos degenerados.

Esteroides

Todos los peces (CT y MT con dos o tres implantes) mostraron en promedio, niveles de T
superiores a los de E2 y 11KT (Figura 36), presentando el pico maximo a los 30 dias
después de la colocacion del primer implanie con valores de 1174, 640 y 737 pg ml’
respectivamente.

Los peces CT mostraron un incremento gradual de E2 en plasma a medida que pasaba el
tiempo, alcanzando un pico maximo de 508 pg ml'y 559 pg ml"' a los 60 y 90 dias
después del primer implante respectivamente. Por otro lado, los niveles de 11KT
mostraron una tendencia a incrementar hasta alcanzar el pico de 214 pg ml" a los 60 dias
después del primer implante (marzo) y posteriormente disminuir hasta 91 pg ml', valor
similar previa la colocacion del implante.
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En los meros tratados con dos o tres implantes de 17 alfa metiltestosterona se encontr6
los niveles de T fueron no mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre las dos
condiciones. Los niveles de esta hormona oscilaron entre 376 y 737 pg ml-.

Los peces mostraron una tendencia a incrementar los niveles de estradiol en sangre. La
concentracion maxima se alcanz6 con dos y tres implantes a los 60 dias después del
primer implante, cuando los peces tenian 5 mg kg™' de MT. Posteriormente cuando los
peces tuvieron 7.5 mg kg™ (con la colocacion del tercer implante) los niveles bajaron de
534 a 171 pg ml-! (Figura 36).

Finalmente, la concentracion de 11KT en los peces con dos implantes de MT mostraron
valores que oscilaron entre 44 y 83 pg ml' (Figura 36), mientras que aquellos en donde
fueron colocados tres implantes de MT, la 11KT mostré una tendencia a incrementar en el
tiempo, encontrandose el pico a los 90 dias con valores de 196 pg ml'.
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Figura 36.- Concentracion promedio y error estandar de 11KT (barra color azul), Ez (barra color naranja) y T
(linea verde) en Epinephelus morio con implantes de MT e implantes CT. El eje secundario representa la
concentracion de Testosterona también en pg ml!

Los niveles de esteroides del mero del cual se obtuvieron los cortes histoldgicos de la
gonada y en donde se observd un avanzado estado de desarrollo del testiculo, se
presentan en la figura 37. Puede verse que al término del experimento (90 dias) los
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niveles de estradiol fueron los mas bajos (110 pg ml') mientras que los niveles de
testosterona y 11 ketotestosterona fueron similares (326 y 334 respectivamente).
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Figura 37.- Esteroides evaluados en un mero de 1300 g de peso y 43.88 cm de LT sometido a tres implantes de
MT. El eje secundario representa la concentracion de Testosterona (linea verde) también en pg ml-'. Barra
naranja representa al estradiol y la barra azul a la 11ketotestosterona. El tiempo indica los dias transcurridos
desde el primer implante. Las flechas indican el momento cuando se colocaron los implantes.

Considerando que los peces se mantuvieron durante dos temporadas reproductivas, los
cambios hormonales que sufrieron los meros control durante este tiempo se muestran en
la figura 38. Durante los 14 meses experimentales, los niveles de 11 Ketotestosterona se
mantuvieron en concentraciones inferiores a 200 pg ml', mientras que la Testosterona
oscillé entre 330 y 1600 pg ml'. El estradiol a partir de la segunda temporada

reproductiva (ene-marzo 2013) comenzd a incrementar hasta alcanzar los 886 pg ml! en
sangre.
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Figura 38.- Niveles promedio y error estandar de esteroides que presenté el mero rojo Epinephelus morio
durante dos temporadas reproductivas sin implantes de 11 metiltestosterona. El eje secundario (también en pg
ml") representa la concentracion de Testosterona (linea verde). Linea naranja representa al estradiol y la azul a

la 11ketotestosterona. El tiempo indica los dias transcurridos desde el primer implante en enero 2013. Los
rectangulos en el eje X indican los meses de colocacion de implantes.
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Los meros tratados durante dos afios con 17 alfa metiltestosterona presentaron cambios
en los niveles hormonales (Figura 39). No existieron diferencias significativas con los
niveles de E2, 11KT y T entre los dos periodos reproductivos con el tratamiento de dos
implantes.

Para los meros tratados con tres implantes en la segunda temporada reproductiva, sélo se
encontraron diferencias (p=0.05) en las concentraciones de 11 ketotestosterona al final
del bioensayo (marzo 2013).
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Figura 39.- Niveles promedio y error estandar de esteroides que presentaron ejemplares de mero rojo
Epinephelus morio durante dos temporadas reproductivas con implantes de 11 metiltestosterona. El eje
secundario (también en pg ml-') representa la concentracién de Testosterona (linea verde). Linea naranja
representa al estradiol y la azul a la 11ketotestosterona. El tiempo indica los dias transcurridos desde el primer
implante en enero 2013. Los rectangulos en el eje X indican los meses de colocaciéon de implantes.

Para los peces revertidos por primera vez y colocados con una hembra dentro de un
mismo tanque, tenemos que las principales diferencias fueron con los niveles de Estradiol,
en donde la hembra increment6é sus niveles hasta 886 pg ml-! al final del bioensayo,
mientras que en los machos los niveles no superaron los 250 pg ml-' promedio (figura 40).
Las concentraciones de 1KT tanto en la hembra como en los macho no se alcanzaron
mas de 215 pg ml-'.

Respecto a los niveles de T, los machos tendieron a disminuir esta hormona en sangre,
mientras que la hembra mostré tener concentraciones proximas a 600 pg ml-! al inicio y
final del bioensayo.
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Figura 40.- Niveles promedio y error estandar de esteroides que presentaron ejemplares de mero rojo
Epinephelus morio con implantes de 17 a metiltestosterona. Testosterona (linea verde). Estradiol columna
naranja y 11ketotestosterona barra azul. A=machos, B=hembra. El tiempo indica los dias transcurridos desde el
primer implante en enero 2013.
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DISCUSION

Las condiciones de los parametros de la calidad de agua fueron muy estables. Todos los
valores registrados se encontraron dentro de lo reportado para otras especies del género
Epinephelus (Mathew, 2005; Mathew et al., 2002; Shams, 2010) vy lo reportado para
crecimiento de E. coioides en tanques de 1 m3 (Ahmad, 2000) y para juveniles de E.
morio (Gutiérrez, 2010).

Las diferencias encontradas en el incremento en peso y talla de los peces pudieron ser
mas una respuesta de los peces a la cautividad que al efecto de las hormonas en los
implantes. Los peces mas grandes crecieron menos, posiblemente porque a tallas
grandes, los animales no crecen tan rapido como en las primeras etapas de vida.

Gutiérrez (2010) reporté que los meros aislados no comian, en este trabajo, las hembras
control se encontraron de manera individual en los tanques y no tuvimos ese problema,
posiblemente porque las hembras habian estado previamente en compafiia de otros
peces por varios meses dentro del mismo tanque donde posteriormente estuvieron solas.

Cuando los peces hermafroditas protandicos cambian de sexo, los ovocitos primarios
permanecen y las espermatogonias comienzan a aparecer a lo largo del tejido ovarico. La
atresia de los ovocitos y la espermatogénesis se da de manera simultdnea hasta que
comienza a dominar el tejido vascular constituyendo la estructura de la gonada (Kuo et al.,
1988).

Si la reversibn es tardia, en la gbénada se encuentran varias fases de células
espermatogénicas, desde espermatocitos hasta espermatidas y solamente unos pocos
ovocitos atrésicos remanentes y la degeneraciéon progresiva de éstos que son absorbidos
(Guang-li Li et al., 2006), aspecto que se apega mas a los peces tratados con 7.5 mg kg".

Para E. morio la descripcion de las goénadas en reversion de los organismos silvestres
incluye la presencia de ovocitos degenerados 0 no, con algunos cistos de espermatocitos,
espermatidas o espermatozoides entremezclados con los ovocitos de la lamela ovarica
(Brulé et al, 1999) condicion que fue mas evidente en los meros con 7.5 mg kg'. De
acuerdo al mismo autor, si los cistos contienen todos los estadios de espermatogénesis
invadiendo toda la lamela ovarica, entonces también son considerados como un macho.

Las descripciones de estos cambios celulares han sido realizadas mediante técnicas
histologicas, obteniendo informacién valiosa sobre los cambios sufridos por el pez durante
el proceso de reversion ya sea de manera natural o inducida una vez que el organismos
ha sido sacrificado (G Li et al., 2007; Sarter et al., 2006). Si el cambio de sexo es
avanzado pero no existe una gran cantidad de espermatozoides no habra liberacion de
los mismos con el masaje abdominal y si se tienen pocos ejemplares o si es necesario
mantenerlos por mas tiempo en cautividad, una manera de poder identificar los cambios
en la gbnada sin sacrificar al pez, es la canulacion.
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Aunque la canulacién tradicionalmente es utilizada para la identificacidon del estado de
madurez de las hembras de los peces para la induccion a la maduracion final (Alvarez-
lajonchére et al., 2013), no es una técnica utilizada frecuentemente en los machos, pues
éstos deben ser espermeables para la fecundacién; sin embargo, para los machos
obtenidos durante este trabajo experimental, la canulacion funcion6 muy bien para
identificar; primero, el cambio de sexo de los peces hormonados y segundo, el avance de
la transicion entre las dos dosis de 17 alfa metiltestosterona utilizadas.

En este trabajo, no se logré obtener semen de los peces mediante masaje pero si se
pudieron canular en el segundo periodo reproductivo, situacion que no se dio en los peces
cuando se indujeron por primera vez. Es posible que la talla sea un factor limitante para la
canulacion, ya que entre mas pequeno, el conducto genital serd mas reducido dificultando
la entrada de la canula. Entre mas pequefio sea el pez revertido, menor tamafo de la
gonada y por lo tanto menor cantidad de semen a producir (Cabrita et al., 2009).

Por otro lado, la canulacion ovarica es una técnica utilizada durante la época reproductiva
y cuando los peces tienen la talla minima para ser reproductores, por lo que poder ser
canulados, en principio, es un indicador indirecto del estado de madurez de los peces.

De esta manera, en los meros con 5 mg kg™! se encontro tejido con ovocitos inmaduros y
tejido compacto de células espermaticas, mientras que en la dosis de 7.5 mg kg existid
una diversidad de células espermaticas, principalmente espermatocitos, las cuales se
encontraron individualizadas. Esta evidente diferencia en las células observadas, fue
comprobada posteriormente con el analisis histolégico, donde todos los estadios de la
espematogénesis fueron observados lo que indicé un mayor avance en el desarrollo de la
gonada, aun asi, la estructura de la lamela se mantenia.

Es importante hacer notar que de los trabajos publicados con peces del género
Epinephelus en donde se consigue la reversién tardia a macho mediante el uso de
androgenos externos, los niveles de T y 11KT varian muchisimo, desde 60 pg ml-' para E.
microdon (Debas et al., 1989) hasta 1650 pg ml' en E. akaara (G Li et al., 2007) para
niveles de Testosterona en sangre. Para los niveles de 11 KT, los niveles se pueden
encontrar entre 28 pg ml-' para E. coioides (Yeh, Dai, et al., 2003) hasta 750 pg ml-' 5920
pg ml' en E. akaara (G Li et al., 2007).

Por otro lado, los niveles hormonales reportados para machos de E. morio silvestres
distan mucho a los obtenidos en este trabajo, pero son muy similares a los meros en
transicion (Tabla 12).
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Tabla 12.- Niveles de esteroides para Epinephelus morio. Los valores en las
poblaciones silvestres hacen referencia al pico de reproducciéon. H=hembra, ET=
transicion temprana, LT=transicion tardia, M=macho. Los valores de T, E; y 11KT
estan expresados en pg ml. El * indica datos de un solo pez de cada sexo.

. . Hormona . Transicion
condicién Especie utilizada Esteroide H = | — M
£ . T 2000 § 290 a1650 600
(Johnsohn;?Z? 1988) 11KT ND | 100a600 | 4000
Silvestres ’ E2 3000 | 70a370 | <500
E. morio * T 110 833
(presente trabajo) 11KT 40 7554
Ver capitulo 4 E2 5000 159
Dos implantes T 647
2.5mg kg de MT 11KT 100
primer afio E. 401
T 485
Dos Implantes
Induccién con esteroides E. morio 2.5 mg kg' MT 1KT 196
(presente trabajo) segundo afio consecutivo
E2 171
Tres implantes T 326
2.5mg kg' MT 11KT 334
E> 110

La aplicacién de MT por segundo aino consecutivo produjo buenos resultados, aunque los
niveles hormonales de un afo a otro no presentaron diferencias significativas (p=0.05),
durante este ultimo periodo, fue posible canular a todos los peces revertidos, lo que
quizas esté relacionado con un aumento, casi del doble de la 11KT durante el segundo
afo de reversidon con dos implantes.

Los esteroides sexuales progestagenos, androgenos y estrogenos son principalmente
producidos por las gbénadas. Los niveles de esteroides en plasma muestran importantes
variaciones durante la maduracién de las gbénadas (Schulz et al., 2010). En varias
especies de teledésteos se ha visto que la Testosterona, 11KT y 11B-HT
(hidroxitestosterona) se encuentran en distintos niveles en sangre de acuerdo a su
estaciéon reproductiva, donde la T parece estar mas relacionada a la espermatogénesis y
la 11KT con la espermiacién. La diferenciacion de espermatogonias a espermatozoides
requiere la presencia de ambas hormonas (Carrillo and Zanuy, 1993).

Segun el sexo del pez durante la transicion, los perfiles hormonales cambian. Para E.
akaara, Li et al (2007), encontraron en la temporada reproductiva que la relacion entre los
niveles de esteroides segun sus concentraciones el E22T=11KT en las hembras, para los
machos E2=2T=11KT (con concentraciones de E2 mucho menores que las hembras) y en
los peces en transicion sexual E2=11KT=T.

Para E. morio, Johnson et al (1998) encontraron en peces silvestres que las hembras
durante la estacidn reproductiva, tenian concentraciones de E2 = T, los machos
11KT=T=E2 y para los peces en transiciéon T=11KT=E2. Durante la reversion inducida, los
meros con 5 mg kg™ tuvieron esta Ultima relacion entre las hormonas; y para la dosis de
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7.5 mg kg™ la relacion fue 11KT=T=E. Esta relacion entre las hormonas pudiera explicar
el avanzado desarrollo de la gbnada, pues en cultivo de 6rganos de anguila, la 11KT
induce a la espermatogénesis desde la proliferacidn de espermatogonias (Schulz et al.,
2010).

La espermatogénesis esta regulada por hormonas. La hormona foliculo estimulante (FSH)
regula las primeras etapas de la espermatogénesis, mientras que la LH esta involucrada
principalmente en los estadios finales de maduracion.

La FSH durante la proliferacién espermatogonial, estimula la produccion de esteroides
que inducen a la espermatogénesis, como la 11KT, el mayor andrégeno de los peces
tele6steos. La 11KT en la espermatogénesis, induce a la proliferacion de
espermatogonias a espermiogénesis (meiosis de espermatogonias). Su accién es
mediada por otros factores producidos por las células de Sertoli, las cuales tienen
receptores de andrégenos, como los factores de crecimiento IGF1 y el activin B (Miura et
al., 19952 en Schulz, et al (2010).

Seguido de la proliferacion mitética, las espermatogonias tipo B entran en profase
meidtica y se diferencian a espermatocitos primarios, donde la hormona 17a,208
dihidroxy-4-pregnen-3-one (DHP) (la mayor progestina de peces teledsteos) inicia la
meiosis en la espermatogénesis.

En el caso de la reversion, la dosis mas alta de MT en los implantes, ocasion6 que los
niveles de 11KT en sangre fueran similares a los de T, indicando que Ila
espermatogénesis estaba progresando, al afectar la diferenciacion de las células
espermaticas, propiciando la transicion de espermatogonias (del tipo A al B) e iniciando el
proceso de meiosis para la formacion de espermatozoides (Schulz et al., 2010).

Por otro lado, el E2 tiene un efecto directo o indirecto en la expresion de los genes para la
regulacion de la esteroidogénesis, como las aromatasas y los genes para la
espermatogénesis, como el acido retinoico, el cual es necesario para la proliferacién y
diferenciacion de espermatogonias indiferenciadas; sin embargo dosis muy altas de E2
puede reducir el fluido seminal (Lahnsteiner et al., 2006).

Esas dosis altas fueron posiblemente las responsables de que no existiera una
espermiacion en el sentido de que en el cambio natural o inducido de sexo, parece existir
una relacion entre los niveles de Estradiol y la 1KT, en donde el E2 debe ser por lo menos
la mitad o menos, de la concentracion de la 11KT. De acuerdo a los resultados obtenidos
en este trabajo, esta proporcion casi se logra en la dosis de 7.5 mg kg™' lo que bien
pudiera indicar que la MT estaba siendo aromatizada para convertir MT a E2 como se ha
reportado para E. akaara (Li et al, 2006b).

La 17 alfa-metiltestosterona es considerada uno de los andrégenos mas recomendada o
idéneo para la reversion sexual de los teledsteos (Guang-li Li et al., 2006). Es un
androgeno aromatizable, que acelera el proceso de reversion sexual en hembras maduras
e inmaduras (Debas et al, 1989; Mathew2011). Esa respuesta podria deberse a un efecto
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directo en el ovario y/o un “feedback” en el eje hipotalamo-pituitaria resultando en un
incremento en la produccién de gonadotropina (Lee et al., 1995).

Distintos estudios muestran que los genes de la aromatasa se encuentran en el cerebro
(p450 aromatasa B) y en la gbénada (p450 aromatasa A) y al parecer la MT suprime la
actividad de expresién del gen de la P450aromA en las gbnadas disminuyendo la cantidad
de estrébgeno secretado por la gbénada, degenerando los foliculos ovaricos y
posteriormente proliferando las células espermatogénicas después de elevar los niveles
de 11 KT (G Li et al., 2006).

Dosis altas de MT (90 mg de MT por kg de alimento) provocan que los niveles de E2
disminuyan en E. fario (Kuo et al., 1988), esto podria sugerir que la dosis de 5.0 mg kg™’
fue baja en el primer afo de implantacion, sin embargo esa misma dosis para el segundo
afo disminuye los niveles de E2 lo cual podria indicar que los peces pueden ser
revertidos a machos de manera definitiva como lo conseguido con E. marginatus
(Conceicao et al., 2008) y muy probablemente la dosis de 7.5 mg kg™' debe darse en dos
implantes y no en tres.

Contrariamente a lo obtenido en E. marginatus (Cabrita et al, 2009; Ureta2011) la dosis de
2.5 mg kg PV-' no fue suficiente para E. morio por lo que sera necesario incrementar la
dosis utilizando dos implantes; asi como utilizar un inhibidor de aromatasa para obtener el
semen del mero rojo.
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CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos durante este trabajo experimental

1.

El avance de desarrollo del testiculo esta relacionado con la dosis
administrada de 17 alfa metiltestosterona.

La dosis de 7.5 mg kg' de 17 alfa metiltestosterona provoca un mayor
cambio que 5.0 mg kg en la gonada de hembra a macho en el mero
rojo E. morio. Mostrando todos los estadios de la espermatogénesis con
niveles de Testosterona de 326 mg kg' y 11Ketotestosterona y Estradiol
de 334 y 110 mg kg™! respectivamente.

No existe un cambio en la reversion de macho de hembras de E. morio
colocando los implantes de 17 alfa metiltestosterona previo a la
temporada reproductiva (diciembre) o iniciando la temporada (enero).

Los implantes de 17 alfa metiltestosterona colocados en dos afos
consecutivos a una dosis de 2.5 mg kg™ reducen los niveles de estradiol
en sangre, y mantienen la condicion de transicion tardia.

La canulacion fue un método eficiente, bajo las condiciones
experimentales propuestas, para identificar el cambio de sexo de
hembra a macho de mero rojo, asi como el avance de transicion de
éstas, sin tener que sacrificar al pez.
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CAPITULO 4

Estabulacion de hembras silvestres de Epinephelus
morio.
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INTRODUCCION

La acuicultura debe asegurar un suministro confiable y suficiente de huevos de
alta calidad en un tiempo y a un precio razonable para que la especies puedan
ser cultivadas (Alvarez-Lajonchére, 2006) y estos solo pueden ser obtenidos
por un banco de reproductores mantenido en condiciones ambientales
adecuadas (Navas et al., 2007).

Tradicionalmente los cultivos se han iniciado con la colecta de ejemplares
silvestres como en los meros del género Epinephelus (Pomeroy et al., 2002) o
las corvinas (Pastor et al.,, 2005) o bien, juveniles o adultos de lubina o
recientemente de atun rojo Thunnus thynnus (Gandara et al., 2011) por citar
algunos ejemplos, los cuales son llevados a los laboratorios o centros de
produccidn para su reproduccion en condiciones controladas.

La decision de colectar ya sea juvenil o adulto, dependera de la tasa de
crecimiento de los peces, pero sobre todo de la talla minima de reproduccion
de la especie. Especies donde los juveniles sean relativamente facil de colectar
y donde la maduracion sexual se alcance en tallas pequefas, colectar juveniles
puede ser una buena opcién; contrariamente, especies que requieren alcanzar
gran tamafio para comenzar a madurar, quizas no lo sea tanto.

Para especies que ya se cultivan comercialmente, la colecta de juveniles de los
sistemas de engorda puede hacerse para sustituir o reemplazar el banco de
reproductores ya existente.

La gran ventaja de la colecta de los juveniles, es que en lo general se aclimatan
mas rapidamente a la cautividad, ademas, si se consiguen en un buen numero,
pueden elegirse los mejores ejemplares como reproductores.

Por otro lado, cuando las especies son longevas o de gran tamafo, colectar
organismos juveniles implica inversion de tiempo y dinero para su
mantenimiento en laboratorio hasta que alcancen la talla minima de
reproduccion. Cuando existe la relativa facilidad de colectar organismos en talla
reproductiva, la colecta de adultos sera la mejor opcidn, pues incluso podra
identificarse el sexo y el estado de madurez de los peces.

Sea de una manera o de otra, es claro que la decisién de iniciar un banco de
reproductores dependera de la biologia de la especie, de la técnica de captura
que asegure, dentro de lo posible, el menor dafo de los peces, de la factibilidad
de los sitios de colecta y de la logistica para el transporte de los organismos al
laboratorio.

Para el grupo de los meros ambas estrategias han sido utilizadas (Tucker,
1999) ya que estos peces presentan un amplio intervalo de tallas maximas,
desde los 12 cm para Paranthias colonus o por encima de 3 m como el mero
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gigante Epinephelus lanceolatus. Por otro lado, la mayoria de los meros que se
han estudiado son sexualmente maduros entre los 2 y 6 afos de vida y los de
mayor talla como Epinephelus fuscoguttatus, madura a los 9 afios de vida
(Tupper and Sheriff, 2008).

Una vez hecha la seleccion de juveniles o adultos, el siguiente paso a cubrir
sera la cuarentena. Esta es considerada como las medidas de la gestion del
riesgo que debe ser aplicada, sola o en combinacién, para reducir el riesgo que
presentan los patégenos de animales acuaticos (Arthur et al., 2012).

Comunmente, la cuarentena de rutina se realiza en instalaciones de
produccion, por ejemplo, reproductores nuevos, domésticamente producidos o
localmente capturados o juveniles (Arthur et al., 2012). Es esencial realizarla
ademas de evitar contaminaciones en los centros de produccion, descartar
aquellos ejemplares que debido al estrés de la captura, transporte y encierro
expresen algun problema sanitario.

Los tratamientos de cuarentena van desde el aislamiento hasta la aplicacion de
tratamientos de desinfeccion con formol, agua dulce, antibiéticos, entre otros.
El uso de cualquiera de ellos, dependera de la especie, la edad del organismo
y la sensibilidad de los productos utilizados.

Tomando en cuenta que los juveniles y hembras inmaduras sexualmente de E.
morio pueden colectarse cerca de la costa y que aquellas en avanzado estado
de desarrollo gonadal han sido capturadas mar adentro (Brulé et al.,,
1999)(Brulé et al., 1999)(Brulé et al., 1999)(Brulé et al. 1999)(Brulé et al.
1999)(Brulé et al., 1999)(Brulé et al., 1999) y que la talla promedio de primera
maduraciéon es a los 54.5 cm de LF (Brulé et al., 1999) la colecta de
organismos adultos, pudiera ser una opcion para acortar el tiempo de
reproducciéon en cautividad.

Como continuacién del trabajo de investigacion sobre reversién sexual a macho
mediante implantes hormonales que se realizO en meses anteriores y
considerando que para la reproduccidon en cautividad del mero rojo es
indispensable contar con hembras maduras (entre 39 a 72 cm LF), se realizd
la colecta de hembras durante la temporada veda en la Costa de Yucatan.

OBJETIVO

Colectar hembras silvestres de mero rojo Epinephelus morio en un avanzado
estado de madurez sexual mediante el arte de captura tradicional durante la
temporada reproductiva para incrementar el banco de reproductores en
laboratorio.
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MATERIAL Y METODOS

Captura de Adultos

Durante febrero del 2013, se capturaron ocho hembras de E. morio con
palangre en una embarcacion comercial de mediana altura denominada
“Anguila” en la Sonda de Campeche.

El palangre fue dejado en el mar por espacio de 7 a 9 horas después de haber
sido lanzado. Los peces capturados con tallas mayores a 50 cm de LT fueron
colocados en un contenedor de 60 litros de agua de mar con suministro
continuo de agua. De manera inmediata con una aguja calibre 16 G se hizo una
puncion lateral a unos 3 cm de distancia por detras de la base de la aleta
pectoral para desinflar la vejiga natatoria.

Una vez que comenzé a salir el aire, con la mano se presioné suavemente el
abdomen en direccion ventrodorsal y anteroposterior para eliminar la mayor
cantidad de aire contenido en el pez. Lograda la estabilidad del mero, se le
retir6 el anzuelo, que en la mayoria de las veces qued6é enganchado
lateralmente en la boca.

Ya sin anzuelo, los peces fueron colocados en un tanque de 1.5 m3 de
capacidad, adaptado al espacio del barco y con circulacion de agua continua
durante el dia y con un sistema de aireacion mediante bombas de acuario
durante la noche.

Después de tres dias de captura, los peces fueron cambiados a otra
embarcacion pequeiia y repartidos en dos tanques de 0.5 m® de capacidad con
agua de mar a un 30% de su capacidad y con aireacién de bombas de acuario.
De esta manera fueron transportados a las Instalaciones de la UAS. Ya en el
area de reproduccidon de peces marinos, los meros se colocaron en un tanque
de 1.0 m3 y se dejaron por espacio de 19 horas con flujo continuo de agua
marina Yy aireacion.

Posteriormente los meros fueron sometidos de manera individual a tratamiento
profilactico de agua dulce durante 10 minutos y un bafio con formol 125 ppm.
Los meros fueron colocados en un tanque de reproduccion de 12 m3, el cual
contenia recipientes plasticos a manera de refugios.

Los peces fueron identificados con marcadores electronicos (PITS tags)
colocados intramuscularmente en la region latero-dorsal izquierda.
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Plasma Sanguineo

De algunos meros mayores a 50 cm de LT que fueron sacrificados en el barco,
previamente se tomaron muestras entre 800 a 1000 pl de sangre de arco
branquial. Las muestras fueron mantenidas en hielo y posteriormente fueron
centrifugadas en el barco durante 10 minutos a su maxima potencia con una
mini centrifuga para Eppendorff mantenida en frio dentro de una nevera.

El plasma obtenido se mantuvo en hielo hasta llegar a las Instalaciones de la
UAS, ahi fueron colocadas a -40°C hasta la evaluacion de E2, T y 11KT
mediante la técnica EIA con kits Cayman (ver esteroides en el capitulo 1).

Para las hembras llevadas al laboratorio y que formaron parte del stock, las
muestras de sangre fueron tomadas 24 horas después de la llegada de los
peces a las instalaciones de la UAS.

Histologia

Durante la captura se seleccionaron algunas génadas de mero de peces que
fueron eviscerados en campo para realizar un analisis histologico.

Las gdénadas fueron mantenidas en formol al 10% hasta su llegada al
laboratorio, posteriormente fueron deshidratadas y tefidas (Hernandez-
Canseco, 2012).

RESULTADOS

Colecta de los ejemplares

Con un intento de asegurar ejemplares silvestres maduros en el laboratorio, se
gestioné y program6 en colaboracion del Centro Regional de Investigacion
Pesquera (CRIP) de Yucalpetén, Yucatan una salida a mar abierto durante la
temporada de veda (15 de febrero al 15 de marzo) de mero en el Golfo de
México y mar Caribe. Se realizd la colecta con la metodologia de la captura
comercial de mero en la regidon en una embarcacion de mediana altura durante
los primeros dias de viaje. Los peces fueron capturados del 23 al 25 de febrero
del 2013, dias previos a la luna llena.

Los meros fueron capturados en el Banco de Campeche (22° N y 90° W), a 26
brazas (46.8 m) de profundidad.

Durante tres dias se capturaron ocho peces de 66.39 + 6.18 cm de LF (Figura
41) y 4400 £ 1051 g de peso, de promedio respectivamente.
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Figura 41.- Ejemplo de hembra silvestre de Epinephelus morio de 2 900 g y 56.5 cm LF capturada
en febrero del 2013 en el Banco de Campeche.

No fue posible saber con precision el tiempo que los peces pasaron
enganchados al anzuelo, pero ninguno de ellos presentd sefiales graves de
descompresion como los ojos fuera de sus Orbitas o bien los estbmagos
expuestos por la boca (figura 42).

Figura 42.- Seales de descompresion que sirvieron para descartar alos meros durante la
captura.

La captura se inici6 con la preparacion de los anzuelos con la carnada,
utilizando principalmente el bonito (Sarda sp.). Se hicieron dos lances por dia
comenzando a tirar los anzuelos entre 10:00 y 11:00 h para recogerlos
alrededor de las 16:00 h y lanzados nuevamente entre las 19:00 y 20:00 h para
recoger cerca de las 06:00 h. El tiempo transcurrido entre el lance y la recogida
de los anzuelos dur6 alrededor de 4 a 5 h.

Debido a que el barco realizaria una captura comercial y ésta tiene una
duracion media de 17 dias, una vez capturados los peces se cambiaron de
embarcacidén para ser llevados al laboratorio. A continuacién se muestra la
secuencia desde la captura de los meros hasta su instalacién al area de
reproduccion de la UAS.
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Preparacion de carnada y
anzuelos.

A) Corte del pescado en
trozos de bonito (Sarda
sp.)

B) cordeles con anzuelos
de unos 2 m de longitud

Lanzamiento al agua por
popa de los anzuelos
ensartados en la linea
principal a una distancia
aproximada de unos 4 m
entre uno y otro

Subiendo el palangre por
estribor con un
cabrestante

Identificacién del tamafio y
observacion del estado de
descompresion del pez
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Colocacién en tanque con
renovacion de  agua.
Revision de que el pez no
se hubiera tragado el
anzuelo, de lo contrario
seria eliminado

Pinchazo en la vejiga
natatoria para extraer el
aire

Estabilizacion del pez. Se
mantuvo en este tanque
hasta comprobar que el
pez se mantenia por si
solo en posicién vertical

Una vez estabilizado, se
retirdc el anzuelo (A). El
anzuelo generalmente
quedd insertado
lateralmente (B)

Los peces se colocaron en
el tanque de 1000 litros
para su recuperacion. Se
observaron continuamente
para verificar su
comportamiento
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Pez recién colectado, se
esperaba comenzara a
irse al fondo, como un
indicador de su
recuperacion

Cinco de los ocho
ejemplares capturados

Cambio de embarcacion.
Paso de los peces de uno
en uno para ser
transportados al
laboratorio

Transporte en dos
tanques de 500 litros con
aireacion 'y renovacién
parcial de agua cada dos
horas
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Desembarque de los
peces en el puerto de
Sisal y transporte hacia el
laboratorio de la UNAM

Colocacién de los peces
en el tanque de
cuarentena dentro de las
Instalaciones de la UNAM

Hembras de Epinephelus
morio instaladas en el
area de reproduccion de
peces marinos de la UAS

Después de las 24 horas de la llegada de los peces vy al finalizar del tratamiento
profilactico, solo una hembra muri6. Este pez presentdé una fuerte infeccion
bacteriana a lo largo del cuerpo, debido a que durante el cambio de una
embarcacién a otra, el pez cay6 dentro de la lancha, lo cual le ocasion6
laceraciones en la piel que se complicaron con el estrés del transporte.

Durante el tratamiento profilactico se observo la presencia de isépodos en las
narinas de tres de los peces, de manera similar a lo reportado por SEAFDEC
(2010) para los meros asiaticos. No se identificaron visualmente digeneos en
branquias ni cualquier otro parasito externo.

Los datos morfométricos de los meros que llegaron al laboratorio pueden verse
en la tabla 13.
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Tabla 13.- Datos morfométricos de Epinephelus morio silvestres
aclimatados al laboratorio.

CLAVE LF (cm) LT (cm) PESO (kg)
023 56.57 58.17 2.900
052 58.65 59.91 3.200
015 64.68 66.59 4.000
012 67.38 68.44 4.100
003 67.99 70.76 4.600
994 72.7 75.2 5.000
022 69.14 71.3 5.600
039 73.97 75.42 5.800

Los peces se mantuvieron a una densidad de 2.13 kg m™3.

Por otro lado, los peces mostraron una rapida recuperaciéon y adecuacion al
nuevo tanque. Tres dias después de su llegada a la UAS se proporcionaron a
los peces dos camarones vivos, lo cual estimulé a los peces a comer y a
acercarse al personal en el momento de la alimentacion. Después de ocho
dias, todos los peces comenzaron a comer el alimento semihumedo.

Con las biopsias gonadicas, se identificd que todos los peces colectados fueron
hembras y todas mostraron ovocitos en estadio previtelogénico. La hembra que
murio después del tratamiento profilactico presentd un IG de 0.1 y un estado de
madurez | o |l de acuerdo a Brulé et al. (1999) (figura 43).
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A B

Figura 43.- Génada de hembra de 64,6 cm LF y 4000 g de peso capturada durante el mes de febrero
de 2013. A.-génada en fresco, B.- Frotis en fresco a 10x en microscopia optica, C.-Corte transversal
de la génada con tincion H-E. 40X.

Esteroides

Los niveles de esteroides de los meros llevados al laboratorio se muestran en
la Tabla 14. Puede apreciarse que los valores para E2 estuvieron entre 23.14 y
78.37 pg ml' mientras que para T y 11KT estuvieron entre 70.85 a 170.22 y
14,12 a 77.74 pg ml-! respectivamente.

Tabla 14.- Concentracion individual de esteroides (pg ml') de E. morio
silvestres llevados al laboratorio para la conformacién de un stock de
reproductores, asi como el valor promedio y error estandar de todos los
peces para cada esteroide.

CLAVE E; T 11KT
012 23.14 142.98 48.41
022 78.37 134.34 54.07
023 37.77 238.10 40.64
039 45.48 92.62 77.74
052 44.44 70.85 14.12
003 50.40 170.22 48.41

promedio 46.60 + 6.28 141.52 £ 20.46 47.23+7.1

Por otro lado, los niveles de esteroides de los meros silvestres a los cuales se
les pudieron colectar muestra de sangre en el barco, presentaron niveles de E2,
T y 1KT superiores a los meros del stock llevados al laboratorio. Estos peces
tuvieron como talla minima 52 cm de LF y un peso promedio de 2.10 kg (tabla
15) y ninguno de ellos sobrevivié para ser llevado al laboratorio.
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Tabla 15.- Datos morfométricos de reproductores silvestres de
Epinephelus morio muestreados en el barco (datos proporcionados por el
CRIP Yucalpetén) y sus correspondientes valores de esteroides. Los **
indican valor superior a 5000 pg ml-'.

PESO

CLAVE  LF (cm) ((';;) PESO(E:)TERO EVIS(CkIZI)RADO (ngr:“_1) (pg-lr-nl'1) (p1g1 ﬂ*)
c3 57 60 3.10 2.90 21178 204.42 511.40
ca ‘ 52 ‘ 54 ‘ 2.20 ‘ 2.10 ‘ 194.25 | 1053.73 ‘ 5445.03 |
C11 52 55 2.10 2.00 129.25 656.64 1558.77
c14 ‘ 60 ‘ 64 ‘ 3.22 ‘ 2.97 ‘ 106.19 | 250.35 ‘ 1139.44 |
C20 64 67 3.50 3.30 159.06 833.07 7554.8
c2t | e | 7 | 4.90 | 4.700 | o | 1098 | a0e3 |

Promedio 5916.16 62.1746.67 3.17+0.93 3.0+£0.89

De este grupo de peces, se encontr6 que aunque las gbnadas de manera
macroscopica fueron identificadas como hembras, los niveles hormonales y la
histologia indicaron que uno de ellos era macho maduro (figura 42).

En este macho, se observo una gbnada con algunos ovocitos residuales (OV) y
donde las lamelas tradicionales de hembras no son visibles (figura 42A). Existe
una gran cantidad de grupos de espermatozoides repartidos en todo el tejido y
agrupaciones de espermatidas, espermatocitos primarios 0 secundarios en
sitios donde antes se encontraban los ovocitos.

De acuerdo a este estadio de desarrollo, el pez mostrd niveles de E2 muy bajos
(159 pg mlI"). La concentraciéon de T fue muy inferior a la de 11KT (833 y 7554
pg ml-' respectivamente) (figura 42B).

11 KT T E2
esteroides

Figura 44.- Macho silvestre de Epinephelus morio. (A) Corte histolégico H-E de génada a 20x de 69
cm de LF y 4700 g de peso. (B) Concentraciones de esteroides que corresponden a ese estadio de
desarrollo del testiculo de ese macho al momento de la captura. SP= espermatocitos primarios;
ES=espermatocitos secundarios; OV ovocitos residuales.
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Por otro lado, dentro de este mismo lote de peces, se identifico una génada de
mayor tamafio que correspondi® a una hembra en estado de maduracion
(figura 43). Se observaron ovocitos inmaduros de pequefio tamafo (Figura
43A) y otros de mayor tamafo con vitelo en su interior, sin embargo algunos de
estos ovocitos comenzaron a mostrar signos de atresia, como la reabsorcion
del citoplasma.

Referente a los niveles hormonales, esta hembra present6 concentraciones
inferiores a 150 pg mlI' de 11KT y T (40 y 110 pg ml' respectivamente),
mientras que la concentracion de E2 quedd fuera de la curva estandar y no
pudo ser valorada por el Kit EIA, por lo que el nivel debié ser mayor a 5 ng ml-'.

20 T+ -
100 v - e -
80 e - e -

60 4= — - e — -

pg ml!

40 4—- - _ - e — = -

20 - — - — e — -

11KT T, E2
esteroides

Figura 45.- Hembra silvestre de Epinephelus morio. (A) Corte histologico de la ovario una hembra
silvestre de Epinephelus morio en estadio vitelogénico y las concentraciones de esteroides (B) de
ese estadio de desarrollo. Los valores de E2 fueron superiores a 5000 pg mi-'.

DISCUSION

En las dos Ultimas décadas la acuicultura se ha desarrollado como una
alternativa a la pesca extractiva.

Comenzar un banco de reproductores de peces marinos, implica la seleccion
de los peces con ciertas caracteristicas, la mas basica es el sexo. ldentificar el
sexo del pez permite elegir aquel que buscamos y si ademas podemos
seleccionar a los reproductores con un avanzado estado de madurez,
podriamos tener una ventaja extra.

Durante este trabajo de investigaciéon, partimos del hecho de que los machos
de mero rojo serian obtenidos del proceso de reversion sexual en laboratorio,
por lo tanto seria necesaria la colecta de hembras maduras silvestres.
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Para este cometido, la captura de ejemplares adultos de mero rojo, fue un gran
reto, en primera instancia por el arte de pesca en donde los peces pueden
estar varias horas ensartados en el anzuelo; y por la dinamica de la captura
comercial en donde los anzuelos son recogidos a tal velocidad, que combinado
con la profundidad de la colecta ocasiona la descompresion de los peces.

El aspecto mas importante y quizas determinante que permitié la sobrevivencia
de los reproductores capturados fue el desinflado de la vejiga natatoria de los
meros recién salidos del agua. La dificultad de mantener con vida a los meros
de gran tamafio que son colectados a grandes profundidades ya habia sido
observada (Colin et al., 1996) de ahi que solo se colectaron los testiculos para
fertilizar los huevos de las hembras en laboratorio.

Originalmente se pretendia tomar muestras de sangre de los peces al momento
de salir del agua, pero se perdia tiempo valioso para recuperar al pez, de tal
manera que las veces en las que fue posible extraer la sangre, los peces no
sobrevivieron, de ahi que se haya decidido asegurar la sobrevivencia de los
peces y posteriormente extraer la sangre.

Los peces capturados superaron la talla minima reportada (Brulé et al., 1999;
Giménez et al., 2003) para la maduracién de las hembras, por lo que se
esperaba que estuvieran maduras sexualmente, sin embargo los niveles
hormonales evaluados no confirmaron el resultado, debido en gran medida a la
toma tardia de las muestras (24 horas o mas de la captura) y al efecto del
estrés propio de la captura en los peces.

Se sabe que el estrés, ataca al sistema nervioso y endocrino, induciendo la
caida de los esteroides en el plasma de los niveles plasmaticos por lo que si
alguna de las hembras llevadas al laboratorio se encontraba madura, es
posible que el estrés de todo el proceso de la captura hayan disminucién los
niveles de esteroides propiciando una reabsorcion de la gonada.

La canulacion o biopsia ovarica es un método para evaluar el desarrollo de la
gonada durante el periodo de reproduccion (Alvarez-lajonchére et al., 2013)
para tomar la muestra generalmente los peces se encuentran anestesiados o
inmovilizados. Intentar identificar el sexo y estado de madurez de los meros al
momento de la captura a través de biopsias no fue posible debido una
combinacion de aspectos anatdmicos del pez y a las condiciones de la pesca.
Se encontr6é que cuando la vejiga natatoria tenia aire, ésta empujaba la génada
(de pequefio tamafio) alejandola del gonoporo impidiendo alcanzarla con la
canula, condicion que fue detectada cuando los peces fueron sacrificados.

Contrariamente intentar canular al mero una vez que la vejiga habia sido
desinflada no siempre dio buen resultado, pues los peces en su gran mayoria
presentaron gbénadas de pequefio tamafo, indicando génadas inmaduras por
ello la canulaciéon se realizada durante la temporada reproductiva cuando los
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peces presentan gonadas desarrolladas y donde los oviductos estan dilatados
de tal manera que permitan la entrada de la canula sin danar el tejido.

No encontrar a hembras maduras durante la temporada de veda fue un aspecto
relevante, segun comentarios de los mismos pescadores, la captura de
hembras gravidas habia sido un mes anterior, indicando un posible cambio en
la actividad reproductiva de la especie, aspecto que debera corroborarse con
estudios de pesquerias.

Las diferencias encontradas entre la morfologia de la gbnada y el estado de
madurez identificado en campo, en comparacion con los niveles hormonales en
sangre Yy la histologia de la génada; corroboran que no es posible identificar el
sexo de los mero rojo solo con la observacibn macroscépica de la gonada
(Brulé et al, 1999). La canulacion bajo las condiciones de colecta de los meros
en campo realizada por primera vez, tampoco resultdé ser un método
completamente fiable de identificacibn y aunque la talla pudiera ser un
indicador, tampoco resulta ser una garantia para la seleccion de hembras y
machos, ya que se ha encontrado una disminucién de las tallas de madurez en
el tiempo (Giménez et al., 2003).

Tomando con cautela que los datos de las hormonas corresponden a un solo
ejemplar; en la hembra madura las concentraciones fueron E2=2T=11KT de
manera similar a E. coioides (Yeh et al., 2003) y a E. morio del este del Golfo
de México (Johnson et al., 1998). Para la misma especie, se encontraron
diferencias (= 5000 y 3000 pg mi-1 respectivamente).

Referente al macho la relacién de las concentraciones de los esteroides fue
11KT=T= E2 de manera similar a E. morio (Johnson et al., 1998) y E. merra
(Kumar et al., 2003). Las concentraciones del presente trabajo fueron
superiores a las reportadas para la misma especie.

Comparando los resultados obtenidos tenemos que los organismos silvestres
maduros mostraron niveles de esteroides muy por encima de los peces que
fueron revertidos sexualmente, incluso donde el avance fue mayor (tres
implantes) (Tabla 16).
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Tabla 16.-

Valores de esteroides (pg mi-1) de organismos silvestres de

mero rojo Epinephelus morio revertidos sexualmente a macho a partir de
implantes de 17 alfa metiltestosterona y organismos adultos silvestres.
Observaciones a 40X excepto la de la hembra silvestres que es a 20X. ET=
Transiciéon temprana, LT= Transicion tardia. H=Hembra, M=Macho.

I Transicion
Histologia Condicién experimental | Esteroide H ET LT M
T 647
DOSCLT;RIAa_PteS 11KT 100
E, 401
T 484
Tresc ci)r:p:\ble_lrntes 11KT 196
E, 171
T 833
silvestre 11KT 7554
E, 159
T 110
silvestre 11KT 40
E, > 5000
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CONCLUSION

1. Se lograron conformar un grupo de 7 meros adultos de E. morio de 4457 g
promedio y 66.6 cm LF dentro de las Instalaciones de la Unidad Académica Sisal

2. De acuerdo a la técnica de captura y transporte, se logré un 87.5 % de
sobrevivencia de los peces colectados.

3. Los niveles de esteroides evaluados 2 a 3 dias después de la captura de los
ejemplares estabulados no dieron informacion del estado de madurez y sexo de los
peces colectados.

4. Los niveles de esteroides en una hembra silvestre madura de 69 cm de LF y 4.90
Kg de peso capturada fueron de 40.6 pg ml-' de 11 Ketostestosterona, 110.9 pg ml-’
de Testosterona y mas de 5000 pg ml-' de Estradiol.

5. Los niveles de esteroides en un macho silvestre de 64 cm de LT y 3.5 Kg de peso
fueron 7554.8 pg ml' de 11 Ketostestosterona, 833.08 pg ml'' de Testosterona y
de 159 pg ml"' de Estradiol.
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CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo a los resultados obtenidos, los objetivos planteados en este trabajo fueron
cumplidos, asi:

1. La 17 alfa metiltestosterona en implantes silasticos a una dosis de 2.5 mg kg
induce a la reversidn sexual a macho a partir de hembras inmaduras de 433
gramos y 31.6 cm de longitud furcal promedio.

2. Se logré por primera vez en cautividad la reversion sexual de Epinephelus morio.
Ademas se redujo la talla de cambio de sexo a 27.9 cm de LF en el sureste del
Golfo de México.

3. La T en dosis de 1.0 mg kg™' no provocod degeneracion de los ovocitos para dar
paso a las células espermaticas en juveniles de mero rojo de 31.6 cm promedio
de longitud furcal.

4. La dosis total de 7.5 mg kg™' fue mas efectiva que la de 5 mg kg'. Estimul6 al
desarrollo de las células desde espermatogonia hasta espermatozoide durante
en la reversion sexual de juveniles a macho de Epinephelus morio.

5. Los niveles de T en meros con implantes de 17 alfa-metiltestosterona y
testosterona fueron superiores a los niveles de E2 y 11KT.

6. La reversibn sexual a macho mediante el uso de implantes de 17 alfa-
metiltestosterona por segundo afio consecutivo estimul6 a la disminucioén de las
concentraciones de Estradiol en sangre e incrementé los de 11 metiltestosterona.
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La biopsia ovarica permitié identificar a las hembras en reversidon y su avance de
desarrollo en hembras inmaduras de Epinephelus morio

Se logro la conformacion de un lote de reproductores de 14 peces, de los cuales
siete hembras adultas fueron capturadas en el medio silvestre, con pesos desde
29a58kgy de 58y 75.5cmdelT.

Con este grupo de ejemplares y con el conocimiento que se dispone de los
niveles de esteroides circulantes y de la técnica de reversion a machos podemos
abordar con mayor garantia la reproduccion de esta especie en cautividad.
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