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ACRONIMOS

Atresia: Degradacion del ovocito por fagocitosis.

Células de Leydig: Células que se encuentran en la periferia de los l6bulos y que son las
encargadas de producir testosterona para poder llevar a cabo la maduracién del ovocito.
Células de Sertoli: Células que se encuentran dentro de los I6bulos y que son las
encargadas de producir testosterona para llevar a cabo la maduracion del testiculo.
Citoquinesis: Division de la célula en la anafase tardia.

Cromatina nucleo: Fase del ovocito donde se lleva a cabo el arresto meidtico en el
diploteno de la profase.

Desove: Es el acto de verter los ovocitos y espermatozoides al medio.

Ducto espermatico: Componente tubular conectado a los l6bulos del testiculo para poder
liberar los espermatozoides en época reproductiva.

Endémico: Ejemplar que solo puede ser encontrado en cierta area determinada del mundo.
Espermatida: Célula producto de la segunda divisién meiética cuyo nucleo es alargado.
Espermatocito: Célula que se encuentra participando en la espermatogénesis y que lleva a
cabo la meiosis.

Espermatogeénesis: Proliferacion de células germinales masculinas a partir de la division
mitotica de las espermatogonias y posteriores divisiones meioticas.

Espermatogonia: Es la célula madre especializada en diferenciarse por mitosis para dar
lugar a un espermatocito y posteriormente futuro espermatozoide.

Espermiogénesis: Comprende al proceso por el cual las espermatidas sufren una compleja
serie de transformaciones celulares para formar espermatidas maduras, alongadas con
cabeza y cola que luego seran liberadas hacia la luz del tabulo.

Fecundidad: Es la capacidad reproductiva de un organismo, basada en la tasa de
produccion de huevos en especies oviparas.

Foliculo: Elemento en forma de bolsa en la cual el ovocito es almacenado hasta su
maduracion y su liberacion.

Foliculogénesis: Es el proceso en el que un foliculo primordial reclutado crece y se

desarrolla en un foliculo especializado con el potencial para ser fertilizado.
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Fotoperiodo: Cambios de iluminacion (luz/oscuridad) en intervalos de tiempo que
permiten Ilevar a cabo la reproduccion sexual del organismo.
Gameto: Células sexuales haploides que participan en la reproduccion sexual. Los gametos
de los machos son los espermatozoides y los gametos de las hembras son los ovocitos.
Ictiofauna: Término utilizado normalmente en el &mbito pesquero y que hace referencia al
conjunto de especies de peces que existen en una determinada region biogeografica.
Meiosis: Es un proceso de division presente en las células germinales que genera gametos
femeninos y masculinos haploides a partir de células diploides (2n), que experimentaran
dos divisiones celulares sucesivas con la finalidad de generar cuatro células haploides.
Micrépilo: Orificio de la cubierta del 6vulo de los ovocitos por el cual penetra el
espermatozoide.
Mitosis: Es el proceso mediante el cual se divide el nucleo de la célula madre, originandose
dos nucleos hijos que tendran el mismo nimero y clase de cromosomas que el nicleo
materno.
Oviparo: Organismo que presenta fecundacion externa.
Ovaocito: Célula producto de la fase de meidtica de la ovogonia.
Ovogeénesis: Proceso de maduracion de las células sexuales femeninas.
Ovogonia: Célula diploide que resulta de la division mitdtica de las células germinales.
Proliferacion mitotica: Division de la célula por mitosis.
Proliferacion ovogonial: Proceso de mitosis y crecimiento de la célula.
Telebsteo: Peces que muestran esqueleto osificado.
Tubérculos nupciales: Pequefias excrecencias corneas que se vuelven conspicuas antes de
la temporada de desove bajo la influencia de secreciones hormonales.
Tunica albuginea: Capsula de tejido conectivo y musculo liso que envuelve a cada ovario.
Vesicula germinal: Hace referencia al nucleo cuando éste crece durante la fase de ovocito
primario.
Vitelo: Reservas del ovocito formadas de lipoproteinas y fosfoproteinas, derivadas
principalmente de la vitelogenina.
Vitelogénesis: Periodo de crecimiento del ovocito durante el cual las proteinas de origen
extra-ovarico son acumuladas en el ovocito.
Vitelogeninas: Proteinas producidas como futuras proteinas de reserva del vitelo.
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Viviparo: Organismo que presenta fecundacion interna.
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RESUMEN

Yuriria alta es una carpa nativa del sistema hidrolégico Lerma-Chapala-Santiago, y en el
estado de Aguascalientes, Meéxico, esta carpa se localiza en la micro-cuenca del Rio Viejo
Agua Zarca en el Municipio de San José de Gracia, que corre desde la parte alta de la Sierra
Fria y descarga en la Presa Presidente Calles. Aunque no es una especie comercial, se ha
observado que presenta potencial acuicola, ya que bajo condiciones de cultivo se observo
que la especie alcanza hasta 25 cm de talla y un peso superior a los 100 g. Para conservar o
producir una especie nativa es necesario conocer su historia de vida, entonces, el objetivo
del presente estudio fue describir el desarrollo gonadal de esta especie bajo cultivo en
condiciones controladas de fotoperiodo y temperatura. Durante 2014, se colectaron
ejemplares reproductores silvestres en la micro-cuenca del Rio Viejo Agua Zarca y se
trasladaron a la Unidad Acuicola del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes, donde fueron sometidos a cuarentena. Posteriormente, se
colocaron en un estanque circular de 3,500 L con recirculacion continua y se adapt6 un
sistema de fotoperiodo y temperatura para promover el desarrollo gonadal. Los principales
pardmetros de la calidad del agua (oxigeno disuelto, temperatura, pH, etc.) fueron
registrados diariamente, y cada 15 dias durante cuatro meses se realizé la captura de cinco
hembras y cinco machos en el estanque para la extraccion de sus génadas. En cada captura
se tomaron los parametros biométricos de los ejemplares y sus gonadas. Se realizaron
analisis macroscépicos e histoldgicos de los diferentes estadios gonadales presentes en
hembras y machos. Ademas, se midieron los diametros de los ovocitos por cada estadio y
por cada ejemplar. Se obtuvieron las estadisticas basicas para los diferentes estadios de
machos y hembras y sus respectivas génadas. Se incluyé un analisis de correlacion de
Pearson para estudiar la relacion entre las variables biométricas de las hembras y sus
gonadas para diferentes estadios. Finalmente, se elaboraron tablas comparativas entre las
observaciones macroscépicas y microscopicas de ambos sexos. Los resultados indicaron
que Y. alta se adapta satisfactoriamente a las condiciones de cultivo. El fotoperiodo de 14
h luz y 10 de oscuridad en combinacion con la temperatura media de 19°C permitié el

desarrollo gonadal de ambos sexos en tan sdlo 60 dias. El estudio macroscopico revelo que

13



las hembras presentan un ovario de tipo cistovarico con cinco diferentes estadios. En el
caso de los machos, se reconocieron solo dos estadios, el inmaduro y el maduro. Por su
parte, el estudio histologico mostro seis estadios del ovocito durante todo el desarrollo
gonadal. El diametro de los ovocitos varié de 51 a 1,000 u. En los estadios IV y V se
observé la aparicién de las micro-vellosidades, lo que permitié agrupar a esta especie con
aquellas que presentan huevos adherentes. La aparicion de micrépilo en el estadio VI indico
la finalizacion de la vitelogénesis. Se observé que el testiculo en machos es de tipo lobular
y los ductos espermaticos se dividen en dos partes: ductos testiculares principales y ductos
espermaticos. El analisis de correlacion de Pearson demostré que se presentd una elevada
correlacion entre el Peso total del pez y el Peso de las génadas (R? = 0.8140) y el anélisis
de frecuencia de los ovocitos en cada estadio permitié reconocer que la especie es
sincronica por grupos con un solo desove por afio. Las tablas comparativas de las
caracteristicas macro y microscopicas resultaron ser valiosas, para poder diferenciar el
desarrollo gonadal tanto de machos como hembras. Los resultados de esta investigacion,
indicaron que Y. alta puede adaptarse adecuadamente a las condiciones de cautiverio, lo
que permite su adecuada reproduccion y realizar estudios sobre la biologia reproductiva de

la especie.

Palabras clave: Biologia reproductiva, desarrollo gonadal, Yuriria alta, caracteristicas
macroscopicas de las gbnadas, histologia de las gbnadas, correlaciones, frecuencia de

ovocitos; tablas comparativas.
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ABSTRACT

Yuriria alta is a native carp of the Lerma-Chapala-Santiago hydrological system, and in the
State of Aguascalientes, Mexico, this carp is located in the micro-basin of Rio Viejo Agua
Zarca in the municipality of San Jose de Gracia, which runs from the top of Sierra Fria to
the President Calles Dam. Even when Y. alta is not a commercial species, it has been
observed that this native carp has good potential for aquaculture purposes because it
reaches up to 25 cm in length and more than 100 g of weight under rearing conditions. To
preserve or produce a native species it is necessary to know its life cycle, then the aim of
this study was to describe the gonadal development of this species under cultivation and
controlled conditions of photoperiod and temperature. During 2014, wild broodstock
specimens were collected in the micro-basin of Rio Viejo Agua Zarca and moved to the
Agquaculture Unit of the Center for Agricultural Sciences at the Universidad Autonoma de
Aguascalientes, where they were quarantined. The collected specimens were placed in a
3,500 L circular pond with continuous recirculation plus adapted photoperiod and
temperature in order to induce gonadal development. The main parameters of water quality
(dissolved oxygen, temperature, pH, etc.) were recorded daily, and every 15 days during
four month, the capture of five females and five males from the pond was conducted for
gonadal extraction. The biometric parameters of gonads were taken for each specimen at
each capture. Macroscopic and histological analysis for different gonadal stages was
performed in females and males. In addition, the diameters of oocytes per each stage and
for each specimen were measured. Basic statistics for the various stages of males and
females and their gonads were obtained. Pearson correlation analysis was conducted to
analyze the relationship between body biometric variables of females and their gonads at
different stages. Finally, comparative tables of macroscopic and microscopic characteristics
were settled for males and females. The results indicated that Y. alta was successfully
adapted to the controlled growing conditions. A 14 h light and 10 h dark photoperiod per
day in combination with and average temperature of 19°C allowed the gonadal
development of females and males in 60 days only. The macroscopic study reveals that
females have a cistovaric ovarian type with five different stages. In males, two stages were

recognized: immature and mature. On the other hand, the histology study showed six
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oocyte stages over the whole gonadal development. The oocyte diameter ranged from 51 to
1 000 p. The microvilli were observed in stages 1V and V, which allowed assigning this
species to those having adherent eggs. The appearance of micropyl in stage VI indicates the
completion of vitellogenesis. It was observed that the testis in males is lobular, and the
sperm ducts are divided into two parts: main testicular ducts and spermatic ducts. The
Pearson correlation analysis of females indicated a higher correlation between total fish
weight and gonadal weight (R? = 0.8140) and the frequency analysis of the oocytes for each
stage, allow recognize that is a synchronic species per group with only one spawn for year.
The comparative tables of macro and microscopic characters from both sexes, can be useful
for identify the different stages of the gonadal development The results obtained in this
investigation indicated that Y. alta can be easily adapted to culture conditions, and obtain

an adequate reproduction for realize more studies about their reproductive biology.

Keywords: Reproductive biology, gonadal development, Yuriria alta, gonad macroscopic,

gonad histology, body-gonad correlations, oocytes frequency, comparative tables.
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1. INTRODUCCION

México es reconocido por ser un pais mega-diverso debido a la amplia variedad de especies
animales y vegetales que se encuentran distribuidas tanto en el territorio nacional (2.5
millones de km?), asi, como en la franja costera y la Zona Econémica Exclusiva (3.0
millones de km?). Dentro de esta biodiversidad, destacan los peces que constituyen el grupo
de vertebrados con mayor riqueza de especies, ya que en la actualidad se conocen un total
de 2,763 especies en el pais, que representan aproximadamente el 9.8% del total de los
peces conocidos en el mundo (Espinosa-Pérez, 2014).

Para lograr conservar esta amplia diversidad ictiologica, es necesario realizar estudios
sobre la historia de vida de los organismos, asi como proponer medidas eficientes y
efectivas para su bio-conservacién (Castro-Aguirre y Balart, 1993). Parte de los estudios
mas importantes para conocer la historia de vida de los peces se encuentra el conocimiento
de sus mecanismos de reproduccion.

Entre los peces TeleGsteos, se encuentran aquellos que habitan las aguas
epicontinentales tanto en los sistemas lénticos (lagos, lagunas y embalses) como en los
I6ticos (arroyos Yy rios) presentes en la Republica Mexicana. Los miembros de la familia
Cyprinidae, son considerados como uno de los grupos méas importantes de peces de aguas
continentales debido a su impacto ecolégico y comercial. El ejemplo més comun es la carpa
comun (Cyprinus carpio). Los Cyprinidos ocupan el segundo lugar en las pesquerias de
aguas continentales con una produccién de 26,500 toneladas reportadas en el afio 2009
(SAGARPA-CONAPESCA, 2009). No obstante, ademas de las especies comerciales,
dentro de esta familia existen especies nativas como el género Yuriria que juegan un papel
importante en los ecosistemas acuaticos y que incluso pueden demostrar una importancia
de caracter econémico.

En el estado de Aguascalientes, existe un Cyprinido nativo, conocido como carpa
plateada (Yuriria alta), que estd presente en el Rio Viejo Agua Zarca, ubicado en el
Municipio de San José de Gracia (INEGI, 1993). Esta especie se ha reportado en los
afluentes de los rios Lerma y Santiago, en los estados de Zacatecas, Jalisco, Aguascalientes,

Guanajuato, Michoacan y México (Miller y col., 2009). La carpa nativa puede alcanzar un

17



peso y una longitud maxima de 300 g y 29 c¢cm respectivamente, lo que la hace atractiva
como una especie para ser utilizada en la acuicultura.

Para conservar y reproducir una especie nativa con potencial acuicola, es necesario
conocer su biologia. Uno de los estudios que mas frecuentemente se realizan es la
reproduccion, que se define como el proceso biolégico por el que las especies logran
perpetuarse, y en combinacion con los cambios genéticos logran adaptarse a su ecosistema
(Lagler y col., 1990). Es por ello, que dependiendo del ecosistema donde se encuentre y la
especie de pez que se trate, suele mostrarse una amplia gama de modelos de reproduccion
(Jalabert, 2005). La reproduccion a su vez va guiada por el desarrollo gonadal, ya que es un
indicador de la misma, se lleva a cabo cuando el desarrollo de las gonadas esta completo y
posteriormente se da paso al desove (Diaz y Neira, 2005).

Una de las ciencias que ha permitido realizar un analisis mas preciso sobre el
desarrollo gonadal es la Histologia, que permite apreciar el desarrollo a nivel microscépico
de los drganos y tejidos (Young y col., 2014). En la actualidad, es una herramienta utilizada
para proveer informacion sobre el desarrollo gonadal y los procesos fisiologicos que

interacttan entre si (Valdebenito y col., 2011).
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2. MARCO TEORICO

2.1 Ictiofauna Mexicana.

En México existe una rica fauna de peces epicontinentales, que incluye a mas de 500
especies descritas. Su amplia diversidad se debe a la topografia sumamente variada del
territorio nacional, una historia geoldgica larga y compleja, al prolongado aislamiento de la
gran meseta tropical-subtropical, conocida como la Mesa Central de Mexico, que incluye a
la ictiofauna altamente endémica del rio Lerma-Chapala-Santiago, y al sistema fluvial mas
grande de América Central, el rio Grijalva-Usumacinta de México y Guatemala, totalmente
tropical y con una ictiofauna de alto endemismo (Miller, 1988).

La diversidad fisiogréafica y climatica de México, combinada con el aislamiento de las
cuencas y los manantiales disjuntos en las zonas aridas, han inducido a altos niveles de
endemismo local y regional. Cuando el endemismo es marcado, con biotas integradas en
alta proporcion por especies y géneros autoctonos, puede reconocerse una “provincia
faunistica” que es caracterizada por asociaciones de especies con habitos ecol6gicos y
geograficos similares. Actualmente, se reconocen ocho provincias ictiofaunisticas: a) Rio
Bravo (Mesa del Norte), b) Cuencas de la vertiente del Pacifico noroeste, c) Baja California
peninsular, d) Complejo de los rios Tamesi-Panuco, e) Mesa Central, f) Rio Balsas, Q)

Provincia Chiapas- Nicaraglense y h) Provincia Usumacinta (Figura 1).

Cuencas de la vertiente del
Pacifico noroeste
Rio Bravo (Mesa del Norte)

Complejo de los rios Tamesi-
Panuco

\
Baja California é,

Peninsular » ’."‘ Provincia Usumacinta

Provincia Chiapas-Nicaragiiense

Figura 1. Provincias ictiofaunisticas presentes en México (Miller y col., 2009).
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Al oeste y sur del complejo del rio Panuco, yace la Meseta Central Mexicana, que
actualmente es drenada por el vasto sistema hidrologico Lerma—Chapala-Santiago. La
ictiofauna de la Meseta Central comprende un total de 78 especies agrupadas en 26 generos
y nueve familias, donde los Cyprinidos como Algansea y Yuriria presentan una amplia
distribucion (West, 1964).

2.2 Ictiofauna del estado de Aguascalientes.
Rojas-Pinedo (1999), menciona que la fauna de peces continentales de Aguascalientes no
es conspicua en su diversidad y muestra un bajo grado de endemismo. En 1980, se reportan
en el estado 23 especies entre nativas e introducidas; en 1996, solo se reconocen 18
especies, y para 1999 desaparecen el 50%. Las causas de esta pérdida de diversidad
endémica han sido atribuidas a diversas causas, entre ellas se mencionan la disminucion de
la cantidad y calidad del agua, la pérdida y el deterioro de habitat y la adicién de especies
exoticas introducidas. Actualmente, no se ha realizado un estudio a fondo para corroborar
estas aseveraciones.

Martinez-Martinez y Rojas-Pinedo (1996), estudian la biodiversidad ictiofaunistica
nativa del Estado de Aguascalientes. Donde registran 19 especies, de ellas seis eran

endémicas.

2.3 Cyprinidos.

Son considerados como uno de los grupos mas importante de los Teledsteos de las aguas
continentales (Orban y Wu, 2008). La familia es de las méas grandes y diversas con mas de
2,000 especies que muestran una gran variedad de adaptaciones especiales. Estos peces
forman parte del orden de los Cypriniformes y se encuentran ampliamente distribuidos en
el Norte de América, Eurasia y Africa. No obstante, también se encuentran distribuidos de
manera no natural en el Sur de América, Madagascar y Australia, debido a la introduccion
por parte del hombre. La diversidad de las especies de los Cyprinidos es mayor en la
Republica Popular China y en el sureste de Asia en comparacion con la que existe en el
norte de América y Africa (Billard, 1999). El representante mas popular de ellos es la carpa
comun (Cyprinus carpio), que es la especie mas conocida y cultivada en varias partes del

mundo (Orban y Wu, 2008).
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2.4 Género Yuriria.
En el caso particular de Norteamérica, dentro del orden de los Cypriniformes, se encuentra
la familia Cyprinidae que esta dividida en dos linajes principales: a) Leuciscinae y b)
Cyprinidae. En éste altimo se encuentra el género Yuriria. De los dos linajes se conocen
unos 50 géneros y casi 300 especies. Estas cifras incluyen unas 90 especies presentes en
México, de las que por lo menos 45 son endémicas. En la cuenca del sistema hidrolégico
Lerma-Chapala-Santiago, se encuentran reportados tres géneros nativos: Algansea,
Neotropis y Yuriria (Miller y col., 2005).

La historia de la nomenclatura del género Yuriria ha sido revisada por Miller (1976).
Los caracteres diagndsticos del género fueron descritos por Smith y col. (1975) y Miller
(1976). Los miembros de éste género son osteoldgicamente reconocidos por sus numerosos,
largos y estrechos poros en los canales cefalicos sensoriales; el canal sensorial supra-orbital
que se extiende sobre el parietal; el arco faringeo con una sola fila de dientes robustos y
conicos, y el preopérculo con los miembros verticales y horizontales de igual longitud
(Smith, 1980).

2.4.1 Yuriria alta

La descripciéon taxondémica de Y. alta que describe Miller y col. (2009) es la siguiente:
presentan de 11 a 17 branquiespinas en la hilera exterior del primer arco branquial y en el
segundo arco branquial de 10 a 13; el radio dorsal es de 19.3 al 25.9% de la longitud patrén
(LP); el radio anal es largo de 14.5 al 19.3% de la LP; la longitud del pedinculo caudal de
20 al 24.5% de la LP; las aletas son alargadas; el primer radio dorsal tan largo como la
cabeza; la punta de la aleta pectoral alcanza la mitad de la base de la aleta pélvica; el origen
de la aleta dorsal esta mas cerca del hocico que de la base de la caudal (Figura 2). Ademas,
de acuerdo a Smith (1980), el arco faringeo es grueso con extremidades anteriores y
posteriores menos robustas que en Y. elliana.

Se distribuye en la cuenca del sistema hidrologico Lerma-Chapala-Santiago, desde la
parte alta del Rio Grande de Santiago, incluidos los afluentes que drenan a partes de la
Mesa Central y las partes superiores del sistema del Rio Ameca. Se le localiza en la
mayoria de los habitats acuaticos, desde los grandes lagos (incluyendo el Lago de Chapala)
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hasta los rios y arroyos pequefios. La presencia de la especie en los diferentes cuerpos de
agua indica su elevada capacidad adaptativa a una amplia variedad de habitats.

Cabe sefialar, que se desconoce el origen tanto del género como de la especie. Los
fosiles de esta especie depositados en la Coleccion Chapala-Zdcalo de Federico Solérzano
(Alvarez, 1974), indican que los huesos de los dos linajes se combinaron, sin tener en
cuenta su origen, aunque no es posible determinar si los fosiles del género Yuriria vinieron
del Lago de Chapala o del Lago de Zdécalo. En el caso de Y. alta es comUn encontrarla en el
Lago de Chapala (Smith, 1980).

Figura 2. Ejemplar adulto de Yuriria alta colectado en el Arroyo Viejo Agua Zarca, en Potrero de los
Lopez, Municipio de San José de Gracia, Aguascalientes (LT =17 cm).

2.5 Reproduccion.

La reproduccion es el proceso biologico por el que las especies se perpetdan vy, en
combinacién con los cambios genéticos dan origen a modelos complejos en los
mecanismos reproductivos (Lagler y col., 1990). La época de reproduccion de los peces se
entiende como el periodo del afio en el que la especie realiza su desove natural. Es
importante saber que el desarrollo completo de las gonadas es uno de los factores
principales que dan paso al desove (Diaz y Neira, 2005).

La reproduccion ocurre en ciclos que involucran el desarrollo de los gametos, la
maduracion y el desove (Coward y col., 2003). Estos ciclos son regulados por un conjunto
de condiciones ambientales a las que se encuentran sometidos los peces. Estas condiciones
van desde el fotoperiodo (ritmos lunares), la temperatura, la salinidad y la disponibilidad de
alimento, entre otros factores. Por ejemplo, la variacion del fotoperiodo permite el retraso o
adelanto de puesta (Anton, 2004).
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Las gonadas se dividen en testiculos para el caso de los machos y ovarios para las
hembras, generalmente son pareadas, aunque en ocasiones pueden fusionarse en una sola
estructura. Las gonadas estan suspendidas de la vejiga gaseosa por un mesenterio
peritoneal, que forma una especie de saco o membrana que contiene a los ovarios o
testiculos. Esta membrana, propia de las génadas es denominada tunica albuginea (Gaspar,
1995).

El fendmeno de reproduccion inicia con la formacién de los gametos en el interior de
las gonadas (Anton, 2004). El proceso de diferenciacion y crecimiento del gameto se llama
gametogénesis y conduce a la formacion del ovocito (ovogénesis) o espermatozoide
(espermatogénesis). Ambos gametos, masculinos y femeninos, tienen origen en las células
germinales primordiales embrionarias (PGC, por sus siglas en inglés), las que migran
durante el desarrollo embrionario al lugar de la formacion de la gonada, el llamado epitelio
germinal. Las PGC proliferan a través de las divisiones mitéticas para formar las
ovogonias, para después diferenciarse en ovogonias y espermatogonias dependiendo del
sexo del individuo. Con la ultima division mitdtica, las ovogonias entran en meiosis y se
convierten en ovocitos y espermatocitos, iniciando asi la gametogénesis en los organismos
adultos (Cabrita y col., 2009).

2.6 Caracteristicas morfoldgicas externas.

Existen ciertos caracteres externos que permiten diferenciar a un pez macho de una hembra.
Las caracteristicas de la diferencia sexual, o dimorfismo sexual permiten la identificacion
de los sexos. Normalmente, el vientre de la hembra es mas prominente que el del macho,
principalmente cuando ha madurado o se encuentra proxima a desovar, debido a la cantidad
de productos que contiene en su interior. Existen estructuras externas de varios machos que
presentan tubérculos nupciales que les permiten distinguirse de las hembras; como por
ejemplo al eperlano (Osmerus spp.), la mayoria de los peces de la familia Cyprinidae y las
carpas hociconas de la familia Catostomidae. Estos tubéerculos son pequefias excrecencias
corneas que se vuelven conspicuas precisamente antes de la temporada de la puesta o
desove y desaparecen poco tiempo después, esto bajo la influencia de secreciones

hormonales (Lagler y col., 1990).
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2.7 Caracteristicas morfoldgicas internas.

El estudio del desarrollo gonadal, es una pieza clave para comprender el proceso
reproductivo. Ademas, se debe de tomar en cuenta que la gonada es el centro de todos los
factores hormonales que regulan la reproduccion, y que su desarrollo esta fuertemente
influido por el tipo de nutricion de los reproductores (Anton, 2004). La relacion que existe
entre las estrategias reproductivas de los peces, y las condiciones del medio ambiente donde
habitan, ha permitido con el tiempo desarrollar una amplia variedad en los tipos de
desarrollo de las gonadas. Esta estrategia, deriva la fecundidad y el desove caracteristicos
de cada especie (Gaspar, 1995).

2.7.1 Los ovarios.

Se presentan como un érgano alongado bilateralmente, localizado en la cavidad abdominal.
Los lobulos ovaricos se encuentran rodeados por un mesovario y proyectados
posteriormente a través de un par de oviductos que se conectan a la papila genital, la que se
abre hacia la parte exterior del medio. Los ovarios se encuentran segmentados por pliegues
del epitelio germinal que protege transversalmente al lumen ovérico y la ldmina ovigera
(Cabrita y col., 2009).

Estructuralmente, existen dos tipos de ovarios: 1) los de tipo gimnovarico, que no
tiene una verdadera cavidad intra-ovarica, de modo que los ovocitos maduros se liberan a la
cavidad peritoneal para ser capturados por el extremo del oviducto, y 2) los de tipo
cistovarico, donde los ovocitos son liberados a una cavidad delimitada en el propio ovario,
cavidad que se continta con el oviducto (Hoar, 1969).

En el desarrollo ovarico se pueden establecer una serie de fases. Durante el desarrollo
ovarico se produce la ovogénesis (Anton, 2004), que es el proceso de maduracion de la
gonada y comprende a las fases o periodos siguientes: a) la pre-vitelogénesis y b) la
vitelogénesis, que en conjunto comprende desde seis hasta ocho etapas o estadios
dependiendo de la especie (Gaspar, 1995). Normalmente, se reportan seis etapas o estadios
qgue son nombrados de la siguiente manera: a) proliferacion ovogonial, b) cromatina-
nucléolo, c) crecimiento primario (pre-vitelogénesis), d) crecimiento secundario
(vitelogénesis), e) ovocito maduro y f) ovulacion (Uribe y col., 2010).
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En general, en el desarrollo ovarico se pueden establecer dos fases: a) pre-
vitelogénesis y b) vitelogénesis. La primera corresponde a la proliferacién ovogonial, por
medio de sucesivas divisiones mitoticas. Esto hace que se eleven el numero de células que
pueden llegar a transformarse en gametos. La segunda fase, consiste en la transformacion
de las ovogonias a ovocitos primarios por medio de la meiosis. Estos ovocitos primarios
sufren un aumento de tamafio debido a la acumulacion de reservas en su interior, que
después seran utilizadas durante el desarrollo embrionario y el inicio del crecimiento de la
larva. Durante el crecimiento de los ovocitos, se distingue una primera fase en la que las
substancias de reserva son sintetizadas por el propio ovocito y se acumulan en su interior.
En este caso se refiere a los alveolos corticales. También se presentan substancias de
reserva gue se sintetizan en el higado, principalmente las vitelogeninas y las lipoproteinas,
Ilegando al ovario a través del torrente sanguineo y se internalizan en los ovocitos (Selam y

Wallace, 1989; Anton, 2004). A continuacion se hace una descripcion de estas fases.

2.7.2 Proceso de ovogénesis.
a) Proliferacién de las ovogonias.

El proceso de desarrollo comienza con las células germinales, que se encuentran en el
epitelio germinal, éste a su vez se encuentra soportado por una membrana basal que lo
separa del estroma subyacente. Contiene vasos sanguineos con tejido conectivo, nervios,
fibras colagenas y varios tipos de células somaticas como fibroblastos, macrofagos,
linfocitos y melanocitos (Uribe y col., 2010). El epitelio germinal ademas de albergar a las
celulas germinales o células madres, también se pueden observar ovogonias (McMillan,
2007; Uribe, y col., 2010). Las ovogonias son pequefias células redondas imbuidas en el
epitelio germinal del ovario (Anton, 2004; Mayer y col., 2006) y dependiendo de la especie
su forma puede ser esférica u ovoide. Las ovogonias son la fuente de una poblacion de
células germinales renovadas en el ovario. Pueden estar distribuidas de manera individual o
en grupos llamados nidos celulares (Figura 3) (Uribe y col., 2010). En la mayor parte de
los Teledsteos con un ciclo reproductivo anual, el promedio de méaxima profusion de
divisiones mitéticas de las ovogonias suele suceder inmediatamente posterior a la

finalizacion de las puestas (Tokarz, 1978; Anton, 2004), aunque las divisiones también
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tienen lugar en las primeras fases de desarrollo ovarico, previo al inicio del periodo de
puesta.

Mientras se lleva a cabo la mitosis ovogonial, se solapa la ovogénesis, iniciandose la
meiosis en las ovogonias (Anton, 2004; Mayer y col., 2006) la cual se detiene en el
diploteno de la profase y dar paso a la formacion de los ovocitos (Selman y Wallace 1989;
Wallace y Selman, 1990; Anton, 2004). Durante este proceso se han descrito puentes
citoplasmaticos entre la ovogonia y los ovocitos de algunos Teleosteos, estos puentes no se
observan por mucho tiempo, debido la formacién de células pre-foliculares que comienzan

a envolver al futuro ovocito (McMillan, 2007).

b) Cromatina-nucléolo.
Durante esta fase, la foliculogénesis avanza, las células pre-foliculares contindan rodeando
progresivamente al ovocito (Uribe y col., 2010) formando el epitelio folicular (Bruslé,
1980; Begovac y Wallace, 1988; McMillan, 2007). Los pares de cromosomas homdlogos
toman cierta configuracion “lampbrush”, asi mismo se da la replicacion del ADN (Figura
3) (McMillan, 2007).
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Figura 3. A. Distribuciéon de las ovogonias (OG) formando nidos (abajo) o de manera individual
(arriba). B. Ovaocitos en estadio cromatina-nucléo (OC-CN) (Miuray col., 2007).

¢) Crecimiento primario o pre-vitelogénesis.
Los ovocitos primarios aumentan de tamafo debido al crecimiento citoplasmatico que se

produce en la sintesis interna de reservas. El nucleo de los ovocitos ahora es Ilamado
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vesicula germinal, que se alarga en cuanto a volumen, y contiene varios nucléolos (Uribe y
col., 2010), que se observan en la periferia nuclear (Gaspar, 1995). El aumento del tamafio
del ovocito es debido a la formacidn de los cuerpos de Balbiani. Los cuerpos de Balbiani es
un complejo compuesto por una poblacion heterogénea de organelos citoplasmaticos
(incluyendo mitocondria, cuerpos multi-vesiculares, reticulo endoplasmico y elementos de
Golgi, todos ellos formando un material fibrogranular) (Figura 4).

Durante este estadio se encuentra la fase alveolo cortical, donde se forman de manera
gradual pequefias gotas de lipidos y los alveolos corticales originalmente cerca de la
vesicula germinal, sin embargo, posteriormente emigra a la periferia del ovoplasma. La
funcién de los alveolos corticales es endurecer la envoltura vitelina y evitar la poliespermia
(Tyler y Sumpter, 1996).

En este estadio el ovocito continta rodedandose de las células pre-foliculares hasta
formar una capa simple de células escamosas. Al final, rodean al ovocito y se vuelven
células cuboides durante la progresion del crecimiento primario, que son conocidas ahora
como células foliculares. Para este momento, numerosas proyecciones (micro-vellosidades)
se desarrollan en la superficie del ovocito y entre las células foliculares, formando la zona
pellcida, esto con el fin de promover sitios activos de intercambio de diversos materiales
entre las células (Uribe y col., 2010).

Los ovocitos se encuentran rodeados por una capa acelular externa a la membrana
plasmatica, que se denomina corion o envoltura vitelina. Esta envoltura terminara rodeado
al ovocito primario, fase donde culmina su desarrollo (Babin y col., 2007). A su vez, se
puede distinguir en su interior la zona radiata, que constituye la mayor parte de la
envoltura. La zona radiata esta formada por una serie de proteinas que se sintetizan en el
higado y se transportan por torrente sanguineo hasta depositarse en el ovario (Oppen-
Bernsten y col., 1992; Anton, 2004). El agrupamiento que resulta de las células foliculares
acaba por formar una envoltura folicular o foliculo. En él se puede distinguir una capa
interna de células que se denomina granulosa y otra externa que es la teca (Guraya, 1986;
Bromage y Cumaranatunga, 1988; Anton, 2004). La zona pellcida constituye la mayor
parte de la envoltura y estd formada por una serie de proteinas que se sintetizan en el
higado y se transportan por el torrente sanguineo hasta depositarse en el ovario (Figura 5)
(Oppen-Bernsten y col., 1992; Anton, 2004).
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Figura 4. Ovocito en estadio pre-vitelogénico (P) de Carassius auratus (carpa dorada), Cuerpos de
Balbiani (CB), Vitelo (V) y pared del Ovario (pO) (Flores y Uribe, 2002).
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Figura 5. Diferenciacion esquematica entre un ovocito y la formacion del foliculo ovéarico (Saborido-
Rey, 2008).

d) Crecimiento secundario o vitelogénesis.
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Este estadio se caracteriza por la acumulacion de vitelo que servird de alimento para el
embrion (Uribe y col., 2010). Hace referencia a la induccion y sintesis de proteinas
precursoras del vitelo a nivel del higado, asi como su captacion desde el torrente
circulatorio y su internalizacion en el ovocito (Tyler, 1991; Anton, 2004). Es el fendbmeno
responsable de la mayor parte del crecimiento del ovocito. Durante este estadio en fase
temprana, los alveolos corticales todavia se observan pero son ain mas densos que en el
estadio anterior, se observan acompafados de vesiculas vitelinas llenando al citoplasma.
Los alveolos corticales se dirigen a la periferia del ovocito (Figura 6) (Blazer, 2002).

En los peces oviparos la vitelogenina es secretada en el higado en respuesta a la
estimulacion de los esteroides. Este proceso esta regulado por la glandula pituitaria, ya que
mediante la produccion de la gonadotropina pituitaria se estimula dentro del ovocito la
produccion de estrégeno, principalmente el estradiol-17, que viaja por el torrente sanguineo
hasta el higado para activar la produccion de vitelogenina (McMillan, 2007). Cuando la
vitelogenina llega a los ovocitos en desarrollo, se internaliza por medio de receptores
especificos en un proceso de endocitosis (Anton, 2004).

Las células foliculares se mantienen como una capa simple a través de la ovogénesis,
durante la vitelogénesis se vuelven columnares o pseudo-estratificadas. Asi mismo, suelen
engrosar mas que las células escamosas y las cuboides mencionadas en el crecimiento del

ovocito primario (Figura 7) (Uribe y col., 2010).

Figura 6. Vesiculas vitelinas (a) y Alveolos corticales (AC) en la fase temprana de la vitelogénesis
(tomada de Blazer, 2002 y modificada por Araujo-Garcia).
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Figura 7. A. Ovocito en estadio vitelogénico. B. Células foliculares. Zona radiata (ZR), Capa granular
(CG) y Teca (T). Vitelo del ovocito (V) (tomadas de Fishelson y col., 2006, modificada por Araujo-
Garcia).

e) Maduracion ovarica.

Una vez que la vitelogénesis se ha completado en el ovocito, se da paso a la maduracion
ovarica. En esta fase se produce una migracion de la vesicula germinal hacia el polo animal
donde desaparece. Esto sefiala la finalizacion de la primera fase mei6tica (Nagahama, 1987;
Anton, 2004). La ruptura de la vesicula germinal y la mezcla de su contenido con el
citoplasma permiten dividir la maduracion en dos fases: maduracion temprana y
maduracion tardia. En la maduracion temprana se observa un rapido incremento en el
volumen folicular debido principalmente a la hidratacion, aunque la continua acumulacion
de macromoléculas heterosintéticas forma alrededor del 16% de este incremento. La
incorporacion de proteinas aparece para detener abruptamente el rompimiento de la
vesicula germinal. Esto es consistente con la observacion de que los ovocitos en
maduracion temprana contindan mostrando actividad endositica para su superficie, mientras
que esto no ocurre en la maduracion tardia (McMillan, 2007).

Durante la maduracion tardia se rompe la vesicula germinal y su contenido se mezcla
en el resto del ovoplasma, al mismo tiempo el foliculo continta hidratandose. Los globulos
de aceite o gotas lipidicas comienzan a colapsarse perdiendo sus atributos periféricos y se
vuelven capaces de moverse libremente a través del ovocito (Figura 8). Antes de la
ovulacion los glébulos se dirigen al polo animal brindandole la capacidad de mantenerse en
la posicion correcta, en caso de que el ovocito se encuentre invertido, los glébulos migraran

al polo animal para corregir la posicion (Tyler y Sumpter, 1996).
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Figura 8. A. Glébulos de aceite o gotas lipidicas colapsadas. B. Vesicula Germinal (GV) (Tomada de
McMillan, 2007 y modificada por Araujo-Garcia).

La maduracidn folicular es controlada por la gonadotrofina pituitaria la cual conduce
un cambio en la esteriodogénesis folicular lejos de la produccion del estradiol 178,
necesaria para la vitelogénesis y el crecimiento del ovocito, para la produccion de la
hormona inductor de madurez (MIH) requerida para la reanudacion de la meiosis I. De
manera general la maduracion se lleva a cabo por la produccién de 17a hidroxiprogesterona
en la teca, que después es convertida por la capa granulosa a 17a, 20 dihidroxi 4-pregnen-
3-ona.

Inmediatamente antes de que se rompa la vesicula germinal, la tétrada de
cromosomas puede ser detectada en la parte central de la vesicula germinal alargada. Antes
de que la maduracion inicie, en el citoplasma germinal se observa una gran cantidad de
mitocondrias, reticulo endoplasmico granular y complejos de Golgi. La ruptura de la
vesicula germinal lleva a la formacion del huso mei6tico y dentro de tres horas, la meiosis
progresa a través de la pro-metafase 1 a la metafase 1, seguido de un tiempo corto en la
anafase 1, la primera division de la maduracion se completa a las cuatro horas en la
mayoria de los Teledsteos. El ovocito alcanza la metafase 2 alrededor de las cinco horas
después de la ruptura de la vesicula germinal y el primer cuerpo polar es extruido por el
polo animal. Todas las proyecciones citoplasmicas, tanto del ovocito como de las células
foliculares se alejan de la zona pelucida. La ovulacion toma lugar al final de este estadio. El
proceso meidtico lleva a la expulsion de segundo cuerpo polar lo que reduce el tiempo de la
fertilizacion y la penetracion del esperma (McMillan, 2007).

La maduracion ovarica en peces es regulada principalmente por tres factores: a) la
gonadotropina GtHII, que es equivalente a la hormona luteinizante en tetrapodos y que
actla al nivel de las células foliculares, estimulando la formacién de hidroxiprogesterona,

denominandose como una hormona indicadora de la maduracién (MIH) en la mayor parte
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de las especies de peces. Por ultimo, al intervenir en la superficie del ovocito actiia como un
factor promotor de maduracion (MPF).

Cuando los ovocitos han madurado, se da paso al fenomeno de la ovulacion. Al ser
fertilizados, el espacio peri-vitelino es llenado con agua, y a partir de ese momento, el
corién se vuelve impermeable a cualquier movimiento de agua (Nagahama, 1987; Anton,
2004).

2.8 Intervencion de la vitelogenina durante la ovogénesis.

La vitelogenina (VTG) es una lipofosfoglicoproteina, sustancia precursora de las reservas
de vitelo del ovocito. Se sintetiza en el higado bajo la estimulacion del estradiol (E2). Se
libera al torrente sanguineo e incorpora de manera progresiva al ovocito por medio de
endocitosis, adhiriéndose a pequefios componentes (fosvitina, lipovitelina y un o-
componente) aumentando las reservas del vitelo. La acumulacion optima de VTG es
importante para la calidad del huevo y para la sobrevivencia de la larva debido al papel que
desempefia como reserva nutricional hasta el inicio de la alimentacion externa o exdgena
(Uribe y col., 2010).

2.9 Foliculogénesis.

Grier y col. (2009) describen que los cambios progresivos que caracterizan a la
foliculogénesis comienzan en las células pre-foliculares en los nidos de células y es
completada cuando las células pre-foliculares rodean al ovocito, formando un foliculo. Para
este momento, las células pre-foliculares se convierten en células foliculares. El foliculo es
abarcado por una membrana basal subsecuentemente, una delgada teca vascularizada
derivada del estroma, que se desarrolla alrededor de la membrana basal. En este punto, el
complejo del foliculo que incluye al ovocito y las células foliculares, ademéas de los
elementos del alrededor como la membrana basal y la teca que son referidos como
“complejo folicular ovarico” (Cabrita y col., 2009). Para la etapa de maduracion del
ovocito, las células foliculares se vuelven escamosas como en el estadio de ovocito
primario aunque se observa un poco mas densa debido a las capas granulosa y teca (Figura
9y 10) (Uribe y col., 2010).
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Figura 9. A. Pre-vitelogénesis con células pre-foliculares escamosas que comienzan a rodear al ovocito
en desarrollo. B. Vitelogénesis con células foliculares en una capa, con forma columnar o pseudo-
estratificada, mas gruesas. C. Maduracion en la vitelogénesis con células foliculares escamosas densas.
Abreviaciones: células foliculares (c); Ovocito (ov); membrana basal del epitelio folicular (I); Zona
peltcida (zp); glicoproteinas (g) (tomada de McMillan, 2007, modificada por Araujo-Garcia).
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Figura 10. Union de los procesos de pre-vitelogénesis, vitelogénesis, foliculogénesis y ovogénesis
(tomada de https://wikis.engrade.com/gametogenesisyfecundacil y modificada por Araujo-Garcia).
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2.10 Atresia.

Es conocida como la degradacion del ovocito. Este proceso permite que los ovocitos que no
lleguen a madurar se absorban por el tejido ovarico. La atresia puede presentarse en
cualquier parte del desarrollo del ovocito (Bromage y Cumaranatunga, 1988; Anton, 2004).
Segun Blazer (2002), la atresia puede ser caracterizada por la desintegracion del nucleo,
ruptura de la envoltura vitelina e incremento del nimero y tamafio de las células foliculares
(Figura 11). Segun el grado de desarrollo alcanzado por el ovocito, su contenido de vitelo
también es reabsorbido por fagocitosis desde las celulas de la capa granulosa y
posiblemente las células de la teca (Figura 12) (Nagahama, 1983; Linares-Casenave y col.,
2002; Valdebenito y col., 2011). Los ovocitos atrésicos son una caracteristica comun del
ovario de los Teledsteos (Ball, 1960; Saidapur, 1978; Valdebenito y col., 2011), los que
pueden presentarse tanto en peces de vida silvestre como en cautiverio (Leonardo y col.,
2006; Valdebenito y col., 2011). Este proceso de degeneracién se puede presentar
particularmente bajo situaciones de estrés (Santos y col., 2008; Valdebenito y col., 2011) y
condiciones ambientales adversas, especialmente en peces en condiciones de cautiverio
(Ball, 1960; Linares-Casenave y col., 2002; Valdebenito y col., 2011).

Figura 11. Disrupcién nuclear, quiebre temprano de glébulos de vitelo e hipertrofia de células de la
granulosa en un ovocito maduro (ay) (Villegas-Torres, 2007).
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Figura 12. Las células de la granulosa migran y fagocitan el vitelo (pu). Las células de la teca no son
observadas invadiendo el interior del ovocito. El corion esta completamente desintegrado (Villegas-
Torres, 2007).

2.11 Tipos de reproduccion.

De acuerdo al desarrollo gonadal se han identificado los siguientes tipos de frecuencia
reproductiva: a) desarrollo sincrénico, b) desarrollo sincrénico por grupos y c) asincronico.
En el tipo sincrénico, todos los ovocitos avanzan en sincronia a través de todas las fases
gametogénicas, en la maduracion final del ovocito y en la ovulacién. En el ovario, se
presenta solo un tipo de desarrollo de los ovocitos. Las especies desovan una sola vez en su
vida (Cabrita y col., 2009), y es caracteristico de las especies semélparas. Para las especies
que presentan este tipo de desarrollo gonadal, es mas facil observar el tipo de estado de
desarrollo ovarico en el que se encuentran, ya que todos los ovocitos estan en el mismo
estadio. De esta manera, se logra relacionar el estadio del ovocito con el tipo de desarrollo
gonadal y el estadio de desarrollo ovarico (Blazer, 2002).

En el segundo tipo, existen al menos dos grupos de tamafios de ovocitos presentes al
mismo tiempo, siendo normalmente el grupo méas avanzado el mas homogéneo. A medida
que progresa el desarrollo gonadal de este ultimo grupo se establece una distancia clara
entre la distribucion de tamafios de ambos grupos (Gaspar, 1995). Un grupo de ovocitos
vitelogénicos es reclutado y dirigido sincronicamente a través de las etapas posteriores de
desarrollo, mientras que el resto de la poblacién de los ovocitos permanece retenida. El
grupo de ovocitos reclutados pueden someterse a la maduracion, ovulacion y desove. Las
especies desovan una 0 mas veces durante la temporada anual reproductiva. Este tipo de
desarrollo ovarico puede dividirse en dos subgrupos de desove: “un solo lote” y “muchos
lotes”. El de “un solo lote”, presenta un grupo de ovocitos que entraran en maduracion por

estacion y asi, se producird un solo desove por afio. El grupo de “muchos lotes”, son
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capaces de hacer este proceso varias veces durante las temporadas de desove, entonces, con
el reclutamiento de los lotes sucesivos de ovocitos se tienen varios desoves por afio
(Cabrita y col., 2009).

El tercer tipo es presentado por especies que producen multiples desoves a través de
un periodo de tiempo Yy casi diariamente. En el ovario se presentan de manera simultanea
ovocitos en todos los estados de desarrollo (Gaspar, 1995). El ovario presenta todas las
clases de fases de desarrollo de ovocitos desde la vitelogénesis temprana hasta la
maduracion en cualquier momento del ciclo reproductivo (Cabrita y col., 2009). Este tipo
de desarrollo gonadal puede contener ovocitos individuales en cuatro o mas etapas de
desarrollo. Algunos investigadores han representado éste tipo de desarrollo gonadal
basandose en la etapa méas avanzada del desarrollo (Borg y Van Veen, 1982; Blazer, 2002),
otros han utilizado proporciones relativas de desarrollo etapas (Schmitt y Dethloff, 2000;
Blazer, 2002) y otros cuentan los ovocitos de manera individual y calculan el porcentaje de
cada etapa en la que se encuentren los ovocitos (Htun-Han, 1978; Miles-Richardson y col.,
1999; Blazer, 2002).

La distribucidn de tallas de los ovocitos en un ovario de este tipo es continua, excepto
en el momento de la puesta, en que se destacan por su tamafio los ovocitos hidratados, o
bien puede presentar modas sucesivas pero sin ninguna separacion entre ellas (Gaspar,
1995).

2.12 Los testiculos.

Los testiculos surgen como estructuras pareadas dentro de la cara dorsal de la cavidad
corporal. En la mayoria de los Teledsteos, los testiculos son blancos, lobulados, alargados y
unidos a la pared dorsal de la cavidad del cuerpo (Coward y col., 2002). Los testiculos de
los Teledsteos consisten en dos compartimientos: inter-lobular (intersticial) y tubular.
Dentro del compartimiento inter-lobular se encuentran las células de Leydig, vasos
linfaticos, macrofagos, mastocitos, células de tejido conectivo y neuronales (Koulish y col.,
2002; Schulz, 2010). Las células de Leydig participan en la producciéon de andrdgenos
como la testosterona (Schulz, 2010) y 11-keto-testosterona, que son hormonas esenciales en
el ciclo reproductivo (Grier, 1981; Blazer, 2002; Uribe, 2010).
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El compartimiento tubular esta rodeado por una membrana basal, células mioides
peri-tubulares y epitelio. El epitelio contiene dos células solamente: células somaticas de
Sertoli y células germinales, que se encuentran en diferentes estadios de desarrollo. Las
células germinales pueden sobrevivir solamente si se encuentran en interaccion continua
con las células de Sertoli, por tanto, las células de Sertoli determinan la capacidad
espermética de los testiculos y al mismo tiempo son un objetivo importante de la
sefializacion de la espermatogénesis sistema. Ademas, sintetizan y secretan una variedad
de funciones de caracter proteico, de crecimiento, prostaglandinas, esteroides, modeladores
de division celular y otros (Schulz, 2010).

Estructuralmente, los testiculos de los peces Teledsteos pueden clasificarse en dos
tipos: tubular y lobular. El de tipo tubular es aquel donde los testiculos presentan una
amplia cavidad que es donde se almacenan los espermatozoides (Billard, 1986). Son el tipo
de testiculos mas comun. Los espermatocitos son distribuidos a lo largo de los testiculos, en
una estructura tubular y no se mueven durante el proceso de espermatogénesis (Rodriguez-
Gutiérrez, 1992). Los espermatozoides se agrupan en paquetes llamados espermatozegmata
(Figura 13) (Billard, 1986). Los testiculos lobulares presentan I6bulos que terminan en
ciegos en la periferia de los testiculos, en ellos, las espermatogonias se encuentran
restringidas a las puntas y los espermatocitos y espermatidas se mueven hacia el sistema de
conductos eferentes durante la espermatogénesis (Figura 13) (Cabrita y col., 2009).

El desarrollo testicular generalmente se basa en las proporciones relativas de
espermatocitos (primarios y secundarios), espermatidas y espermatozoides. Los cambios
ciclicos en la actividad testicular se han documentado para diferentes especies peces
(Henderson, 1962; Ahsan, 1966; Mackay, 1973; Bhatti y Al-Daham, 1978; Grier, 1981;
Burke y Leatherland, 1984; Berlinsky y col., 1995; Sulistyo y col., 2000; Santos y col.,
2001; Blazer, 2002).

El proceso que conlleva a la maduracion de la gonada se denomina espermatogénesis
y tiene seis estadios de desarrollo, que son: espermatogonias primarias y secundarias,
espermatocitos primarios y secundarios, espermatidas y espermatozoides (Groman, 1982;
Gaspar, 1995). Antes de la iniciacion de desarrollo gonadal, los testiculos inmaduros tienen
espermatogonias conocidas también como células espermatogonias vastago que proliferan

por divisiones mitoticas, a traves de un proceso de auto-renovacion (Cabrita y col., 2009).
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Figura 13. A. Testiculo tipo tubular. Los cistos migran hacia el conducto eferente (CE). Abajo se
observa el acomodo de los cistos de manera transversal. B. Testiculo tipo lobular. Los cistos se observan
a través del largo del l16bulo. Debajo se muestra una vista transversal del testiculo. Cisto (CYS), células
de Sertoli (CS), espermatozoides (EZ), membrana basal (MB), célula intersticial (CI) (Billard, 1986).

2.12. 1 Espermatogénesis.
La espermatogénesis es un proceso altamente coordinado y organizado, donde una
espermatogonia diploide prolifera y se diferencia para formarse en un espermatozoide
maduro (Hoar, 1969; Anton, 2004; Schulz, 2010). Las finas uniones entre las células de
Sertoli dan lugar a los compartimientos en donde las células germinales se desarrollan
sincrénicamente en cistos (Hoar, 1969; Anton, 2004). Las interacciones que ocurren entre
las células de Sertoli y las células germinales requieren de un control hormonal endocrino:
hipotalamo-hipofisis-testiculos. Este procedimiento es influenciado por condiciones
ambientales actuando sobre el sistema nervioso central, ajustandose y controlando el nivel
de actividad durante los ciclos reproductivos (Uribe, 2010).

La presencia y abundancia relativa de los diferentes estadios de desarrollo por los que
pasan las células germinales desde las espermatogonias primarias hasta espermatozoides

permite determinar el estado del desarrollo testicular (Figura 14) (Cabrita y col., 2009).
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Figura 14. Espermatogénesis completa con ilustracidn histoldgica y grafica. Lamina basal (LB), Células
de Leydig (LE), Vasos sanguineos (VS), células de Sertoli (CS). Espermatogonias indiferenciadas
(1SPERM, 2SPERM), Espermatogonias primarias (ESPERM.A), Espermatogonias secundarias
(ESPERM.B), Espermatocito primario (ESP. 1), secundario (ESP. 2), Espermatida (ESPD) y
Espermatozoide (Schulz y col., 2010).

Existen dos tipos de clasificacion de los testiculos de los Tele6steos basados en la
distribucion de la espermatogonia en el compartimento germinal (Grier, 1981; Schulz,
2010). En el primero, la distribucion de las espermatogonias esta delimitada, las regiones se
encuentran distales del compartimento germinal, cerca de la tlnica albuginea se ubican las
células de Sertoli rodeando a la espermatogonia aun indiferenciada. Este tipo de arreglo es
caracteristico de los Atheriniformes, Cyprinodontiformes y Beloniformes. Los cistos
migran hacia los ductos espermaticos para dar paso a la espermiacién. El segundo tipo, la
propagacion de las espermatogonias es a lo largo del compartimento germinal y los cistos
no migran. Este arreglo es caracteristico de los Cypriniformes, Characiformes vy
Salmoniformes (Parenti y Grier, 2004; Schulz, 2010).
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a) Espermatogonias primarias.

En los machos juveniles de Teleosteos, los tabulos seminiferos no estan bien definidos y
existen numerosas células germinales que forman a los cistos. Las espermatogonias que se
encuentran dentro de los cistos, denominadas como “células espermatogonias vastago™, son
caracterizadas por la esfericidad de sus células y en un nimero de cinco a siete por cada
cisto o nido (Gaspar, 1995; Cabrita y col., 2009). La sobrevivencia y desarrollo de cada
célula vastago depende de la asociacion con las células de Sertoli, que al unirse forman una
unidad, donde las células de Sertoli envuelven a una sola espermatogonia, posteriormente,
se da paso a la formacion del espermatocito (Lior y col., 1995; Schulz, 2003). Durante esta
fase las espermatogonias proliferan las divisiones mitéticas a través de un proceso de auto-
renovacion (Gaspar, 1995; Cabrita y col., 2009).

Durante la fase mitética de proliferacion de las espermatogonias, cada
espermatogonia pasa por varios ciclos de divisiones mitoticas, que van desde cinco hasta 15
divisiones, dependiendo de la especie. Para el caso del orden de los Cypriniformes se han
reportado de ocho a nueve divisiones (Miura, 1999; Ando y col., 2000; Fishelson, 2003;
Nobrega, 2003; Vilela y col., 2003; Fishelson y col., 2006; Bizzotto y Godinho, 2007;
Almeida y col., 2008; Nébrega y col., 2009). La citoquinesis es incompleta y las células
hijas mantienen puentes citoplasmaticos entre ellas, permaneciendo juntas en el
espermatocisto. Durante esta fase de proliferacion mitética, las espermatogonias pasan
primero por una fase de tipo division lenta (espermatogonias primarias) (Figura 15) y

después por una division rapida (espermatogonias secundarias) (Cabrita y col., 2009).

b) Espermatogonias secundarias.
Estas células se desarrollan después de la division mitotica. Se diferencian debido a los
grumos de cromatina densa que se observan en sus nucleos y en la frecuente ausencia de
nucléolo (Fishelson y col., 2006). Durante la fase de espermatogonia temprana, la division
mitotica es lenta, sin embargo, cuando se da paso a la fase de espermatogonia secundaria la
mitosis es rapida. Esta Gltima division da lugar a los espermatocitos primarios, los cuales

entran al proceso de meiosis (Figura 15) (Cabrita y col., 2009).
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Figura 15. A. Espermatogonia primaria. B. Espermatocisto envolviendo a espermatogonias secundarias
(linea punteada). Se observan componentes como: Espermatogonias (flechas) Célula de Sertoli (S),
Mitocondria (MI), extensiones de las células de Sertoli (SE), Nucleo (N), Nucléolo (NS) y Lumen
Tubular (TL) (Fishelson y col., 2006).

¢) Espermatocitos primarios
Los espermatocitos primarios proceden a una primera division meiética (duplicacién y
recombinacion de la informacion genética del ADN), dando paso a la formacion de
espermatocitos secundarios (Cabrita y col., 2009). Los nucleos se observan marcados por
una condensacion gradual de cromatina (profase), la condensacion de la cromatina que se
forma es llamada como “Buques cromosémicos”. Finalmente, en la fase del paquiteno, se
forman los cromosomas, se hacen evidentes por las tiras de cromatina densa (Figura 16).
El estadio final de maduracién cromosémica es en el diploteno, el cual es caracterizado

también por la evidencia de cromosomas cortos y gruesos (Fishelson y col., 2006).

Figura 16. Condensacidn de la cromatina (Fishelson y col., 2006)
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d) Espermatocitos secundarios.

Son caracterizados debido a la densificacion de la cromatina, se observan granulos de
cromatina en la membrana del nacleo y la formacion del centriolo en el citoplasma. El
espermatocisto se muestra alargado mostrando el comienzo de la formacion de la
espermatida (Figura 17), y ésta a su vez, muestra un flagelo rudimentario que sera la cola
del espermatozoide. A traves de estos desarrollos, los grupos de espermatocitos dentro del
cisto permanecen interconectados con puentes citoplasmaticos (Fishelson y col., 2006). En
este estadio los cistos de independizan de los espermatocitos secundarios y caen
directamente al lumen tubular donde sucede una meiosis, y se transforman en espermatidas
(Gaspar, 2009).

o1
Va5 3

Figura 17. Espermatocitos almacenados con formacion mas alargada. Espermatocito secundario (SP)
(Gaspar, 1995).

e) Espermatidas.
Las espermatidas se someten a un periodo de diferenciacién final conocido como
espermiogénesis, el ADN se compacta al maximo en un nucleo pequefio (Schulz y col.,
2010). Las espermatidas entran en el proceso en donde se diferencian en espermatozoides
flagelados. Este proceso no incluye proliferacion celular, solo la transformacion celular,
que incluye una drastica reduccién en tamafio (>80%) debido a la condensacion y extrusion
del nacleo del contenido citoplasmatico rodeadas por las células de Sertoli (Cabrita y col.,

2009). El cambio desde la espermatogonia a espermatozoide esta estrictamente regulado
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por un microambiente especifico realizado por las células de Sertoli (Figura 18) (Schulz y
Miura 2002; Nobrega y col., 2009).

Figura 18. Maduracion de las espermatidas. Nuacleo (N), Membrana celular (CM), Tubulo
endoplasmico (TE), Flagelo (F), Mitocondria (M1) (Fishelson y col., 2006).

2.13 Formacion y estructura del espermatozoide.

Dentro del lumen, el espermatozoide pasa por un proceso de capacitacion de maduracion
para adquirir la capacidad de fertilizacion. La maduracion ocurre a lo largo del conducto
eferente. El conducto eferente produce una alta cantidad de fluido conocido como
hidratacién espermatica, dando paso a la formacién de la lecha que es un fluido donde se

suspenden los espermatozoides (Cabrita y col., 2009).

2.14 Histologia.

Es el estudio de las células y tejidos. Las estructuras histologicas determinan y son
determinadas por las funciones de los diferentes érganos y tejidos. La mayor herramienta
de la histologia es el microscopio. De la misma manera existen varios procedimientos
estandares utilizados para preparar tejidos y hacerlos visibles al microscopio (Young y col.,
2014). Los pasos en un protocolo en general de procesamiento histologico son los
siguientes: a) fijacion, o procedimiento de conservacion; b) inclusién, que facilita el corte

de la pieza; c) microtomia, para la obtencién de los cortes suficientemente delgados para
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poder observarlos a travées de la luz del microscopio Optico; y d) la tincién, con la que se
podré poner en manifiesto la estructura de interés (Montuenga y col., 2009).

Los estudios histologicos proveen de informacion precisa del desarrollo ovarico pero
son lentos y costosos debido a que involucran complejas técnicas de laboratorio (West,
1990). Sin embargo, actualmente surge el interés en el estudio de las alteraciones
histoldgicas (histopatologia), debido a que los cambios estructurales a nivel gonadal son el
resultado de la integracion de un gran nimero de procesos fisiologicos que interactuan
entre si (Valdebenito y col., 2011).

2.15 Factores exdgenos y enddgenos que intervienen en la reproduccion.

Aunque la reproduccion esta relacionada con la edad y la condicién fisioldgica del pez,
existen otros factores que intervienen durante el evento reproductivo que son los factores
exogenos y los enddgenos. Los primeros incluyen a la temperatura, el fotoperiodo, las
caracteristicas fisicas y quimicas del agua (la salinidad, el oxigeno disuelto, el pH, etc.), los
factores sociales como la desproporcion de sexos, la disponibilidad de alimento, etc.
(Munro, 1990; Ocampo, 2008). Cada uno de estos factores tiene influencia sobre los
factores enddgenos, que son todos los cambios fisiologicos en el organismo (Ocampo,
2008), que se presentan a nivel genético u hormonal (fecundidad, desarrollo gonadal,

cambio en la coloracién, entre otros).

2.15.1 Principales factores exdgenos en la reproduccion.

Son varios los factores ambientales y fisioldgicos que se encuentran participando en la
maduracion gonadal y desove de los peces (Bromage y col., 2001). Dentro de éstos factores
se destacan dos principales que son el fotoperiodo y la temperatura (Eyeson 1983; Emit y
col., 1989; EI-Naggar y col., 2000). Los ciclos del fotoperiodo y la temperatura se han
mostrado como factores ambientales pioneros, donde su periodicidad anual o diaria se
encuentra relacionada con el inicio, termino, aceleracion o desaceleracion de la actividad
reproductiva en peces (Pankhurst y Porter 2003; Takemura y col., 2010).

La temperatura es generalmente el factor mas variable y al mismo tiempo el mas
controlado. Se considera como el factor ambiental influyente en la reproduccion de los
peces mas investigado. Por otro lado, el fotoperiodo es aquel factor que puede regular los
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ejes fotoreceptores, el sistema nervioso central, el hipotdlamo, la gonadotropina pituitaria,
la secrecion ovarica del estrdgeno, la proliferacion ovogonial y la formacion del vitelo
(Yarony col., 1980; Hansen y col., 2001).

2.15.2 Papel de los factores exdgenos en la reproduccion.

Los factores exdgenos como el fotoperiodo y la temperatura son los promotores de la
reproduccion y desarrollo gonadal, esto puede ocurrir de manera natural o en cautiverio. En
ambos casos el proceso fisiologico hormonal provocado por estos dos factores es el mismo.
El sistema encargado de recibir los estimulos provocados por los factores exdgenos es el
sistema endocrino. Este sistema en los peces Teledsteos se basa en el eje hipotalamo-
hipdfisis-gonada, en donde participa el factor enddégeno hormonal. Por lo tanto, hay una
comunicacion permanente entre el complejo cerebro/pituitaria y la periferia de las gonadas.
Esta comunicacion permite la actividad de los diferentes componentes del cerebro-
hipofisis- gonada se sincronicen en todas las etapas del ciclo de la vida del pez (Mehdi y
Mousavi, 2011).
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3. ANTECEDENTES

A continuacién se mencionan los antecedentes reportados para el manejo de especies tanto
comerciales como nativas en cultivo para poder llevar a cabo la reproduccion de las
mismas. Cabe mencionar que se abarcan aspectos de adaptacion de la especie,

reproduccion, desarrollo gonadal y los factores que dan paso al mismo.

3.1 Adaptacion a medios de cultivo.

Vazquez y col. (2013) llevaron a cabo un estudio evaluativo de anestesia para Chirostoma
jordani. Los anestésicos utilizados fueron: aceite de clavo, solucion salina y solucién
coloidal (Pentabiocare). Las etapas de anestesia y el tiempo de recuperacion de los peces se
registraron durante un periodo de seis horas. Los resultados indicaron que la solucion
coloidal y solucion salina mantuvieron a los ejemplares en un estado de sedacién ligera
durante un periodo de seis horas, con breves intervalos de recuperacion. El uso de aceite de
clavo determind un estado de anestesia profunda.

3.2 Reproduccion.
3.2.1 Caracteristicas morfoldgicas.
Afonso-Dias y Silva (2008) realizan un segundo andlisis sobre la clasificacion
macroscopica del desarrollo gonadal en el Cyprinido Sardina pilchardus. Aunque ya se
tenia previamente una clasificacion determinada por Pinto y Andreu (1957), se observo que
hubo errores en dicha clasificacion, la mayoria de los cuales se referia a la asignacion de las
Fases de los ovarios. El problema se puede resolver, sin la pérdida de cualquier
informacion biologica significativa, mediante la combinacion de la fase 111 y V. La especie
aun sigue conservando cinco estadios de desarrollo gonadal.

Kobelkowsky (2012), menciona que para el caso de los peces Teledsteos, tanto los
ovarios como los testiculos son dérganos tipicamente pareados, suspendidos por medio de
mesenterios de la cavidad visceral del techo o de la vejiga natatoria. Durante la temporada

de reproduccion, los ovarios son 6rganos grandes y de color amarillento, y pueden
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representar aproximadamente del 30% al 70% del peso corporal, mientras que los testiculos
son los 6rganos blanquecinos que no alcanzan mas de 12% del peso corporal.

3.2.2 Desarrollo gonadal y su analisis histolégico.
Gupta (1975) realizd6 un estudio del desarrollo gonadal de Cyprinus carpio, bajo
condiciones controladas, y encontré que los machos tardan seis meses en madurar y las
hembras de 14 a 15 meses, cuando el 25% de ellas comienzan a desovar a esta edad. El
desarrollo gonadal se describe en seis etapas basandose en los cambios histologicos, y se
asignaron cuatro etapas de madurez para el macho.

Munkittrick y Leatherland (1984) reportaron el desarrollo ovarico de Carassius
auratus, en Cambridge, Ontario, durante los meses de marzo hasta noviembre de 1981, y en
abril de 1982. Realizaron un estudio histolégico y el desarrollo ovérico lo clasificaron en
cinco etapas, mientras que el ciclo reproductivo en cinco periodos. También se analizé el
proceso de la atresia.

Parmentier y col. (1984) realizaron un analisis comparativo de los tipos de células
germinales en testiculos y ovarios de cuatro especies de Cyprinidos: Barbus conchonius,
Clarias lazera, Salmo gairdneri y Cyprinus carpio. En este trabajo se describe que las
células germinales del testiculo y el ovario de otras tres especies de peces: Barbus
conehonius, Clarias lazera y Salmo gairdneri y Cyprinus carpio son similares.

Billard (1986) menciond que en los peces Teledsteos los procesos implicados en la
formacion de los espermatozoides y su liberacion son diversos. Sefiala que se necesita
definir el tipo de testiculo (lobular o tubular) y el proceso de espermiogénesis (simple como
en las carpas, complejo como en los gupis). En el caso de la manipulacion ambiental, la
temperatura se muestra como un factor que puede influir en la espermatogeénesis en el caso
de las carpas.

De Gonzo y col. (1995) realizan un analisis histolégico sobre el desarrollo gonadal
del testiculo del Cyprinido Leporinus obtusidens con el fin de aportar la modalidad de
reproduccion, la fecundidad y la evolucion de la madurez testicular de la especie,
definiendo cuatro etapas de desarrollo de madurez gonadal.

Dubost y col. (1997) llevaron a cabo un estudio sobre la correlacion entre la
maduracion de la gonada y el rendimiento del fileteado. Se registraron los parametros
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morfoldgicos y las relaciones entre el peso total y la longitud, la biomasa de filete y la
biomasa de las génadas. Con base a los resultados, se aconsejo evitar el fileteado de las
hembras antes de desove.

Grier y Taylor (1998) realizaron un estudio del testiculo de Centropomus undecimalis
durante el ciclo reproductivo anual. Se determiné que C. undecimalis posee cinco etapas.
Parte de la diferencia marcada fue la presencia del epitelio germinal continuo o discontinuo.

Cek y col. (2001) llevaron a cabo un estudio con el Cyprinido Puntius conchonius. El
estudio determiné siete etapas de ovogénesis. Se observd que las ovogonias estaban
presentes durante todo el ciclo reproductivo. El desarrollo gonadal fue de tipo sincrénico
por grupos. El evento més importante observado durante las etapas del desarrollo de la
ovogeénesis fue la observacion del vitelo cristalino. Se observd la maduracion de las
hembras a los 112 dias después de la eclosion.

Maack y Segner (2003) investigaron la gonadogénesis mediante analisis histoldgicos
del pez cebra, Danio rerio. El estudio realizado fue con la finalidad de determinar cuénto es
el tiempo promedio en que la gbnada puede diferenciarse, y asi determinar si el organismo
es macho o hembra. Se tiene conocimiento del peligro de compuestos con actividad
endocrina que no permiten llevar a cabo la diferenciacion de la goénada. Por lo tanto,
mientras los peces permanecen como hermafroditas suelen ser mas vulnerables ante estos
compuestos.

Sivakumaran y col. (2003) reportan un estudio detallado de la maduracion de las
gonadas realizado con la carpa Cyprinus carpio L., existente en las aguas del Lago Victoria
en Australia. Dentro de los analisis realizados, ademas del desarrollo gonadal, fueron la
temporada de desove, la fecundidad y el didmetro de los ovocitos. De lo resultados
obtenidos, se estimo el tamafio del huevo a partir del diametro de los ovocitos en la carpa
de ocho secciones. El tamafio del huevo era proporcional al tamafio de la madre, pero no la
edad.

Rutaisire y col. (2003) llevaron a cabo un estudio sobre la morfologia macroscépica y
microscopica del testiculo de Labeo victorianus. Dentro de las caracteristicas descriptivas
gue se mencionan son las siguientes: testiculo alargados y suspendidos a ambos lados de la
vejiga natatoria; un conducto espermatico corriendo a lo largo de la superficie medial de
cada testiculo; los conductos espermaticos principales revestidos por epitelio cilindrico
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simple con el apoyo de una pared con el tejido conectivo eléstico y unas pocas células del
masculo liso; la tunica albuginea divide los testiculos en lébulos, que contenian a todas las
células espermatogénicas; y los lobulos liberan espermatozoides que desembocaban
directamente en el conducto espermatico principal.

Smith y Walker (2004) comentan que para poder definir el tipo de desarrollo ovarico
de un pez es necesario el uso de herramientas, tales como inspeccion histologica y
macroscopica para que se permita observar todas las etapas, tal y como se realizé con la
carpa comun (Cyprinus carpio) en el Rio Murray, al sur de Australia, donde reportaron que
presento siete meses de actividad reproductiva continua.

Rutaisire y Booth (2004) realizaron un estudio para investigar los cambios de
ovocitos y del ovario de dos poblaciones con diferentes condiciones ambientales de Labeo
victorianus. Describen la gonada como 6rganos pares situados en la cavidad peritoneal. Se
identificaron ocho etapas: las ovogonias, los ovocitos cromatina-nucleo, los ovocitos peri-
nucleares, ovocito con vitelogénesis primaria, ovocito con vitelogénesis secundaria, ovocito
con vitelogénesis terciaria, foliculos post-ovulatorios y ovocitos atrésicos.

Parenti y Grier (2004) realizan una revision sobre la evolucion y filogenia de la
morfologia de la gonada en peces Teledsteos machos. Se tomaron en cuenta caracteristicas
principales como el epitelio germinal para poder realizar la clasificacion del tipo de
testiculo que presentarian las clases Actinopterygii y Sarcopterygii. Ademas, realizan una
breve descripcidon de como es la estructura microscopica para cada tipo de testiculo.

Cakic1 y Ugiincli (2007) realizan un estudio sobre el desarrollo de los ovocitos del pez
cebra. Se identificaron los siguientes estadios: ovocito primario, etapa cortical alveolar,
etapa vitelogénica y la maduracién. Los principales criterios utilizados para determinar el
desarrollo de los ovocitos fueron: la estructura del nucleo; la deposicion de vitelo; y la
formacion de capas acelulares y celulares de ovocitos, la zona radiata, la granulosa y la
teca.

Aytekin y Yice (2008) realizaron una anélisis sobre el desarrollo gonadal en pez
cebra (Danio rerio) y observaron que los ovocitos se muestran en varias fases,
determinando que muestran un desarrollo gonadal de tipo asincronico. El desarrollo de los
ovocitos de pez cebra se dividié en cuatro etapas (crecimiento primario, alveolo cortical,

vitelogénicos y ovocitos maduros). Se observaron didmetros de ovocitos a variar entre 0. 08

49



mm y 0.76 mm. Aunque se ha reportado la morfologia del ovario por diferentes métodos
histo-morfologicos, histo-quimicos y microscopia electronica de transmision, en este caso
se analizaron las caracteristicas de ovario por microscopia Optica, y por tincion con
Hematoxilina y Eosina (HE), azul de metileno y utilizando el método de Schiff-Acido
Periddico (PAS).

Heidari y col. (2009) efecttian un estudio con la especie Rutilus frisii kutum sobre el
desarrollo de los ovocitos con especial énfasis en la estructura radiata (ZR). Los resultados
mostraron que ZR no se observo en la fase de la pre-vitelogénesis. La ZR se observé como
una estructura simple entre la capa folicular y la membrana del ovocito durante la etapa de
alvéolo cortical. El estudio de la ultra estructura de la ZR mostrd algunos canales de poros
y micro-vellosidades en la etapa de vitelogénesis, con un espesor maximo ZR (14.9 £ 1.6 p)
y la longitud maxima de las micro-vellosidades extendida (10.8 + 1.4 ) en la etapa final de
la vitelogénesis. En general, teniendo en cuenta los cambios de espesor ZR y la longitud de
las micro-vellosidades, parece que juegan un papel importante en la transferencia de los
materiales del vitelo del ovocito.

Mazzoni y col. (2010) realizaron la descripcion de los eventos y de las células que se
llevan a cabo la iniciacion del desarrollo gonadal en Cyprinus carpio. Mediante
microscopia Optica se intentd demostrar la presencia de cistos germinales en el ovario,
ademas del desarrollo del epitelio germinal y la diferenciacién ovarica. El estudio se hizo
mediante muestras histoldgicas, se obtuvieron cortes transversales y longitudinales. Se
establecio la relacion entre los cistos germinales conservados durante el desarrollo de las
gonadas y los nidos de las células en los ovarios de los peces adultos.

Ko¢ (2010) describid las estructuras de la zona radiata en el pez cebra, Danio rerio.
La estructura de la zona radiata mostré una diferencia morfoldgica. La estructura radiada
fue vista bajo microscopia de luz en la fase de pre-vitelogénesis, pero se observé con forma
de una linea delgada en la fase de vitelogénesis temprana. En las siguientes fases, mostro
tendencia a volverse mas gruesa.

Shabanipour y Hossayni (2010) realizaron una investigacion de la estructura de la
Zona Radiata (ZR) en ovocitos de la carpa comun (Cyprinus carpio) durante el desarrollo
gonadal. Se observd que las caracteristicas morfologicas de la ZR sugirieron varias
importancias funcionales y ecologicas. El inicio de la aparicion de la ZR fue en la etapa 111,

50



que aumenta gradualmente en grosor hasta la etapa IV y bajo en el espesor durante la fase
V.

Valdebenitoy col. (2011) reportaron el uso de la técnica histoldgica en la descripcion
del ovario de los Teleodsteos. ElI 6rgano es descrito a nivel microscdpico, y mencionan
algunas caracteristicas tales como que el ovario se encuentra envuelto por una delgada
tlnica albuginea de tejido conectivo laxo. En el interior, se observan laminillas ovigeras,
éstas a su vez estan formadas por tejido conectivo y escasas fibras musculares lisas,
recubiertas por el epitelio germinal ovarico. El foliculo ovarico se encuentra embebido
dentro de un heterogéneo tejido de sostén, el que en su conjunto constituye el ovario.

Montchowui y col. (2012) realizaron un analisis histologico sobre el desarrollo
gonadal del Cyprinido Labeo parvus. Se determinaron cinco etapas macroscopicas de
maduracion gonadal. Mediante técnicas histologicas de rutina se determinaron cinco etapas
microscopicas: ovocitos nucléolo cromatina, ovocitos peri-nucleares, los ovocitos con
vesiculas de vitelo, ovocitos vitelogénicos y ovocitos maduros. Para el caso de los machos,
se determinaron cuatro etapas de la espermatogénesis: espermatogonias, espermatocitos,
espermatidas y espermatozoides. Las comparaciones de las observaciones macroscopicas e
histoldgicas revelaron que la especie presenta un desarrollo gonadal de tipo sincrénico.

Vazirzadeh y col. (2014) mostraron la importancia del andlisis histolégico para
observar la influencia de las hormonas sobre el desarrollo gonadal. Aunque el objetivo del
estudio realizado fue estudiar la reproduccion fisioldgica y el cambio en las hormonas
esteroides sexuales durante el desarrollo de los ovocitos con el fin de utilizar los resultados
en una mejora practica de gestion de criaderos de la carpa, se requirio realizar descripciones
de lo que ocurre a nivel microscopico en las génadas de las hembras y por ende, el uso de la
histologia para aportar en los resultados esperados y objetivo.

Gadekar (2014) llevé a cabo un estudio en la India de la carpa Labeo rohita para
describir el efecto de los cambios estacionales sobre la morfologia de los ovocitos.
Mediante un analisis sobre el indice gonadosomatico, se determind que las temporadas de
desove de L.rohita se llevan a cabo en julio y agosto. El estudio reveld una estrecha
correspondencia entre indice gonadosomatico, el didmetro de 6vulos y la temperatura del

agua. Se identificaron cinco estadios de los ovocitos.
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Javaheri y Taghavi (2014) realizaron muestreos mensuales sobre el Cyprinido nativo
Capoeta trutta. Los muestreos se realizaron entre julio del 2010 y junio del 2011 en el Rio
Shour, Irén. La finalidad del estudio fue determinar: la relacion sexual, los cambios
mensuales del indice gonadosomatico (IGS) y la frecuencia de distribucion del diametro de
los ovocitos. Parte de los resultados obtenidos revelaron que la fecundidad y el didmetro de
los ovocitos aumentan con la edad del pez.

3.2.3 Morfometria histologica gonadal.

Parmentier y Timmermans (1985) realizaron un estudio con la finalidad de definir las
membranas de las células germinales determinantes durante gonadogénesis tanto en machos
como en hembras. Se utilizaron larvas de peces (desde las 72 h hasta dos semanas después
de la fertilizacidn), y anticuerpos exclusivos que permitieran detectar las células germinales
de un posible macho o hembra. Posteriormente, se realizaron cortes transversales y
longitudinales, se tifieron con hematoxilina y eosina (H / E). Se realizaron mediciones de
las células germinales para atribuir las diferencias marcadas entre gonadas de ambos sexos.
Los diametros de las células germinales y sus nacleos se midieron dentro de cada animal de
la muestra.

Miranda y col. (1999) realizaron un andlisis histoldgico y ultraestructural de las
etapas que se pueden presentar en la resorcion de los foliculos atrésicos en peces
Teledsteos, el analisis se realizd con las especies Astyanax bimaculatus lacustris y
Leporinus reinhardti debido a sus diferentes estrategias reproductivas en condiciones
naturales. EIl objetivo es establecer la duracion, las posibles causas y las funciones de la
atresia folicular en Teledsteos. Se compararon los diametros de los ovocitos comUnmente
registrados durante la vitelogénesis con los atrésicos. Durante la atresia, el didmetro
folicular disminuyé gradualmente del 10 al 30% en la etapa inicial, del 30 al 70% en la
etapa intermedia y del 70 al 80% en la etapa avanzada. La compactacion se encontro por
encima de 80% del tamanio inicial del foliculo en la etapa final.

Tempero y col. (2006) realizaron una evaluacion sobre la edad, el crecimiento y la
reproduccion de Cyprinus carpio en la region del baja de Waikato, Nueva Zelanda. Al
parecer varios aspectos biologicos de la especie varian en esta zona. Dentro de los puntos

tratados en la reproduccion, se encuentra la medicion del diametro de los ovocitos en
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estadios vitelogénicos. Se observé que las temporadas en que se registra el mayor aumento
de vitelo (indicando la madurez del ovocito listo para ser desovado) se observa en los
meses de septiembre y noviembre. Sin embargo, se diagnosticO un comportamiento
interesante de la especie. En el mes de Septiembre la especie se presenta como sincronica,
sin embargo, en noviembre tiende a ser un poco mas asincronica.

Heidari y col. (2008) en Rutilus frisii kutum, determinaron mediante métodos
morfomeétricos los cambios de grosor que se producen en la zona radiata y las micro-
vellosidades durante la vitelogénesis y cuando el ovocito es fertilizado. El espesor maximo
de la zona radiata (14.9 + 1.6 ) y la longitud maxima de las micro-vellosidades extendidas
(10.8 £ 1.4 u) se logro al final de la etapa de vitelogénica. Durante la maduracion del
ovario, se encontro reduccion en ZR grosor y longitud de las micro-vellosidades es gradual.
Durante la fertilizacion, la zona radiata ahora denominada como coridn, se encuentra
registrada con un didmetro 9.6 + 0.4 u, con micro-vellosidades de 8.0 + 1.1 u de longitud.
El estudio de estas estructuras es importante debido a que juegan un papel importante en la
transferencia de los materiales del vitelo en el ovocito.

Wolf y col. (2008) mediante el uso de la morfometria, lograron determinar los efectos
producidos a nivel gonadal de la carpa Pimephales promelas debido a la exposicién de
ciertos xenobidticos. Aunque ya se habian realizado otros estudios histopatologicos sobre el
tema, la morfometria resultd ser un complemento de vital importancia, debido a que
permitié determinar el volumen, aumento o disminucion de las células de las gonadas tanto
para los machos como para las hembras. Se realizaron conteos manuales en imagenes
digitalizadas utilizando el software de analisis de imagen.

Leal y col., (2009) realizaron una evaluacion de los testiculos de Danio rerio
mediante el uso de marcadores moleculares. Reportaron al menos nueve generaciones de
espermatogonias. EI nimero de células de Sertoli por I6bulo aumentd nueve veces durante
el ciclo de maduracion de la espermatogénesis.

Hainfellner y col. (2012) elaboraron un analisis sobre los posibles mecanismos
relacionados con el mal desempefio reproductivo en Prochilodus lineatus. Los sistemas
experimentales se realizaron en jaulas (CS) y estanques de tierra (EPS) proporcionando
condiciones inadecuadas y adecuadas para los criadores. Se realizaron al azar de hembras
cada dos meses: analisis biométrico (n = 30), sangre (n =5/ muestreo) y de ovario (n =5/
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muestreo). Los analisis relacionados al ovario fueron con respecto a la calidad y cantidad
de vitelo que se presento durante la fase experimental, ya que esto proporciona informacién
sobre la calidad de ovocitos que pudiesen ser viables o no para su posterior fertilizacion. La
cantidad de vitelo fue proporcionada mediante morfométricos realizados sobre el diametro
del ovocitos vitelogénicos, lograndose asi, determinar la mejor temporada en que se debe
de inducir el desarrollo gonadal.

3.3 Factores exogenos.

3.3.1 Fotoperiodo y temperatura.

De Vlaming (1975) determind que Notemigonus crysoleucas requiere de fotoperiodos
largos y temperaturas altas para promover el desarrollo gonadal. También las hembras
pueden llevar a cabo el desove bajo estas condiciones. Se encontré que bajo fotoperiodos
cortos y temperaturas céalidas, la especie puede presentan una regresion en el desarrollo
gonadal. En los machos, la formacion de espermatocitos y su proliferacion ocurre
independientemente de los factores ambientales.

Davies y Hanyu (1986) realizaron un estudio con Cyprinus carpio acerca del efecto
del fotoperiodo y temperatura sobre el desarrollo gonadal y desove. Se determind que a una
temperatura constante de 24°C y diferentes condiciones de fotoperiodo se induce al desove.
Bajo un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad, la mitad de las hembras desovaron
parcialmente en seis meses. En el décimo mes, dos de 14 hembras desovaron totalmente.
Bajo un fotoperiodo de 16 h luz y 8 de oscuridad, 12 de 15 hembras desovaron totalmente a
los tres meses. Se encontr6 una "fase de desove pasiva“. La fase consiste en el enfriamiento
del agua del tanque a 16°C.

Okuzawa y col. (1989) reportaron los resultados del efecto del fotoperiodo y
temperatura al que se sometié el Cyprinido Gnathopogon caerulescens durante las
diferentes fases de su ciclo reproductivo anual (primavera, verano, otofio e invierno). Los
resultados de estos cuatro experimentos indicaron que Gnathopogon caerulescens exhibe
una respuesta ante el fotoperiodo durante el otofio y su temporada de desove dependio de la
temperatura del agua.

Seymour (1981) reportd los efectos de la temperatura, fotoperiodo y desarrollo
ovarico en el sistema pituitario de la carpa (medido por el cambio en el diametro de los
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huevos intra-ovaricos). También la ovulacion y el acido ascérbico del ovario se estudiaron
en este carpin. Se observo que los fotoperiodos cortos estimulan el desarrollo ovérico pero
los fotoperiodos largos eran inhibidores. El fotoperiodo parecia ejercer este efecto
modificando la liberacidn de la gonadotropina pituitaria. La temperatura afecto el desarrollo
ovarico independientemente del fotoperiodo. Las altas temperaturas se mostraron
mayormente estimulantes y superaron el efecto negativo de un fotoperiodo largo. Los
resultados sugirieron que la temperatura actta a nivel de la gonadal en vez del pituitario.

Sivakumaran y col. (2003) observaron mediante un estudio realizado con la carpa
Cyprinus carpio L. (Familia: Cyprinidae), existente en las aguas del Lago Victorian en
Australia que las condiciones de fotoperiodo fueron de 11 a 15 h luz y 13 a 9 h de
oscuridad de septiembre a abril, de mayo a agosto se reporté de 10 a1l hluzy 13a 14 h
oscuridad. Las condiciones de temperatura variaron de 10 a 25°C. Se determiné que la
especie es un desovador multiple con el desarrollo de los ovocitos asincrénico y una
temporada de desove prolongada.

Glasser y col. (2004) realizaron un estudio comparativo entre la eficacia de la
temperatura y la induccién hormonal sobre el desarrollo gonadal. El estudio se realizé con
la carpa herbivora Ctenopharyngodon idella. Los resultados obtenidos muestran que la
induccién hormonal perjudica a las tasas de ovulacién posteriores al primer desarrollo
gonadal. La temperatura por su lado, presentd mayor eficiencia como inductor del
desarrollo gonadal y sin efectos secundarios. Sin embargo, también mencionan que se debe
de tomar en cuenta la importancia de la regulacion de la temperatura durante la induccién y
el desove, esto con la finalidad de asegurar una alta tasa de ovulacion.

Rutaisire y Booth (2005) observaron el papel de la temperatura en el proceso
reproductivo, de desove, fertilizacion y eclosion en el Cyprinido Labeo victorianus. Con
base a tres experimentos en condiciones diferentes (uno en laboratorio y dos en jaulas
dentro de su medio natural, Lago Victoria, Uganda), se comprobd que la temperatura
Optima para lograr el éxito de reproduccion y nacimiento de crias se encuentra entre las
temperaturas de 24 a 27 C.

Sierra-De la Rosa (2007) mencion6 los factores internos y medio ambientales que
influyen en la reproduccion de los peces nativos. Retoma los factores que cambian de un

medio silvestre a un medio de cultivo, y que por ende, afectan la reproduccion de los peces.
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Sin embargo, evalla las estrategias normalmente utilizadas para optimizar la reproduccion
en cautiverio. Entre las estrategias que se mencionan se encuentran: la manipulacion de las
variables ambientales y el suministro de hormonas exogenas.

Wang y col. (2010) realizaron un estudio con el fin de observar el control que pueden
tener las variaciones del fotoperiodo y la temperatura sobre el desarrollo gonadal en los
peces. Mencionan que la direccién de los cambios (la disminucién o el aumento de ambos
parametros) son factores importantes que se deben considerar para mejorar u optimizar la
calidad de la reproduccién en la acuicultura. El estudio se realizo con tres grupos de peces.
El primer grupo (salmonidos) se indujo por el aumento de fotoperiodo. El segundo grupo
(pércidos, moronids y gadidos) se indujo por la disminucion de la temperatura y el
fotoperiodo. El tercer grupo (Cyprinidos) fue inducido ya sea por la disminucion de
fotoperiodo o la temperatura. Se mostré que el fotoperiodo pareciera ser mas determinante
sobre estos grupos que la temperatura (a excepcion del grupo 1). Sin embargo, esto puede
ayudar a futuras investigaciones sobre el control de la reproduccién de las especies de peces
cultivadas.

Targonska y col. (2012) llevaron a cabo cinco experimentos para llevar a cabo la
reproduccion de Carassius carassius. Los aspectos evaluados fueron: tiempo de desove
después de la manipulacién, la temperatura del agua, el tipo de estimulacién hormonal y los
procedimientos de tratamiento hormonal. Las tasas de ovulacién y las tasas de
sobrevivencia mas altas de los embriones se llevaron a cabo bajo temperaturas de 21°Cy
25°C respectivamente.

Munz y Higgins (2013) realizaron un estudio en dos especies de Cyprinidos en el
Norte de América: Cyprinella venusta y Notropis volucellus. Donde observaron que la
pérdida de biodiversidad ha contribuido al cambio climético, y este a su vez, altera las
condiciones de la temperatura y las horas luz de habitats como el rio Paluxy en Texas,
donde se encuentran estas dos especies. Con base a ello, se observaron diferencias
interanuales, donde la descarga de desoves en el 2011 fue aproximadamente 50% menos
que en el afio 2010 para ambas especies.

Zhu y col. (2014) reportaron un estudio realizado con el Cyprinido Pseudorasbora
parva. En dicho estudio se investigo el efecto de siete fotoperiodos diferentes sobre el
desarrollo gonadal. Los fotoperiodos utilizados (luz: oscuridad, L: O) fueron: 00: 240, 4L:
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200, 8L: 160, 12L: 120, 16L: 80, 20L: 40 y 24L: 00, de noviembre a enero. A lo largo
del estudio, la intensidad de la luz se mantuvo a 400 lux sobre la superficie del agua. La
ganancia de peso, el consumo de alimento, la tasa de crecimiento especifico y la eficiencia
de conversion alimenticia fueron significativamente mayores bajo los fotoperiodos largos
(24L: 00, 20L: 40 y 16L: 80) que los incluidos en los cortos (12L: 120, 8L: 160, 4L:
200, OL: 240).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ictiofauna del estado de Aguascalientes se ha visto amenazada por diversos factores,
principalmente aquellos de origen antropogénico. La introduccion de peces no nativos, la
destruccion del habitat, la contaminacion del agua, el cambio climético global y la escasez
del agua, son algunos de los factores que agudizan el problema. Otro problema importante
es la introduccion especies exdticas que se realiza con un fin comercial, ya sea para
consumo o bien para proposito ornamental. Sin embargo, el descuido sobre el uso de las
especies exdticas ha ocasionado que se depositen en los cuerpos de agua lacustre, ya sea de
manera accidental o intencional, lo que provoca el desplazamiento de las especies nativas.
Cada vez las especies nativas disminuyen sus poblaciones y son relegadas a espacios que
tienen altas fluctuaciones en los niveles del agua y existe una tendencia a corto plazo que
limita seriamente su sobrevivencia. Por esta razén, es importante realizar estudios
bioldgicos enfocados a en principio a conocer la historia de vida de los peces nativas y y en
segunda estancia los aspectos biolégicos relacionados con su reproduccion. De esta manera
sera factible manejar a estas especies y lograr su reproduccion controlada con fines de
preservacion y repoblacién salvaguardando a las especies nativas de importancia ecoldgica

y cientifica.
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5. JUSTIFICACION

Para rescatar a las especies de peces nativas, se estima que es necesario incrementar los
estudios de estas especies para conocer su biologia en general y sus mecanismos
reproductivos, a manera de facilitar su manejo en sistemas controlados de cultivo y
disponer de un germoplasma vivo que permita mantener a estas especies para propdsitos de
repoblacion o bien de recuperacién o preservacion en su ambiente natural. La base del
cultivo es conocer a fondo la biologia de reproduccién, para obtener los aionomorfos y
poder contar con una poblacién importante de organismos de buena calidad para su rescate.
Ademas, algunas especies nativas pueden ser utilizadas comercialmente de igual manera
que las introducidas, ya sea para consumo humano o bien como especies de ornato, con la

misma calidad en la produccion y venta en comparacion con las especies introducidas.

De igual manera, trabajar con especies nativas evita la irrupcién en los ecosistemas,
ademas de que su manejo es mas factible debido a la adaptacion que presentan ante los
factores bioticos y abidticos del Estado en comparacion de las introducidas. ES por eso, que
Yuriria alta al ser una carpa nativa del estado, pueda ser una alternativa para la pesqueria
del Estado, no obstante, se necesita conocer su ciclo reproductivo y su temporada de

apareamiento.
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6. HIPOTESIS

Se ha observado que para las diferentes especies de Cyprinidos el desarrollo gonadal se
promueve en condiciones controladas de fotoperiodo y temperatura. Bajo estas
circunstancias, se han descrito parte de los ciclos reproductivos de las especies e incluso se
ha podido determinar su potencial reproductivo. Por lo tanto, esto nos permite establecer
que si se somete a la carpa blanca Yuriria alta a condiciones de temperatura y fotoperiodo
controladas, se estimulard el desarrollo gonadal. Por tanto, el conocimiento generado

permitira describir el desarrollo gonadal.
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7. OBJETIVOS

GENERAL.

Describir el desarrollo gonadal de hembras y machos de la carpita plateada Yuriria alta,

bajo condiciones de cultivo con temperatura y fotoperiodo controlados.

PARTICULARES.

a) Capturar especimenes de Y. alta en la micro-cuenca Arroyo Viejo Agua Zarca del
Estado de Aguascalientes y adaptarlos a condiciones de cultivo con temperatura y
fotoperiodo controlados.

b) Caracterizar de manera cualitativa a nivel macroscépico el desarrollo gonadal para
ambos sexos.

c) Caracterizar de manera cualitativa a nivel microscépico el desarrollo gonadal de
ambos sexos mediante el uso y aplicacion de técnicas histolégicas.

d) Analizar cuantitativamente el desarrollo gonadal de ambos sexos mediante la
caracterizacion macroscopica y microscopica.

e) Elaborar una tabla integrativa macroscopica y microscépica del desarrollo gonadal

para ambos sexos.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Area de estudio.

Se realizaron salidas de campo durante el periodo comprendido de marzo a julio del 2014.
Las colectas se llevaron a cabo en la localidad conocida como Potrero de los Lépez,
ubicada en el municipio de San José de Gracia, Aguascalientes. El sitio de colecta se
encuentra dentro de la micro-cuenca de Arroyo Viejo Agua Zarca (22°04'46.5"N,
102°31'29.9"W). Este arroyo fluye de la parte alta de la Sierra Fria y desemboca en la presa
Presidente Calles (Figura 19).

Figura 19. Ubicacion geografica de la zona de muestreo (imagen tomada de Imagenes ©2014
DigitalGlobe, Google, INEGI y modificada por Araujo-Garcia).

8.2 Método de colecta y registro de parametros fisicoquimicos del agua.
En cada salida se colocaron seis nasas de 30 x 30 x 30 centimetros, con cebo que consistid
en higado de pollo. Estas artes de pesca se ubicaron en la parte mas profunda de las pozas
del arroyo y se dejaron por un periodo de ocho dias.

En cada sitio de colecta, se tomaron datos de la temperatura ambiente, con un
termémetro de cubeta, la temperatura del agua y la concentracion de oxigeno disuelto
expresado en mg/L y el pH con un oximetro digital YSI 550A (Yellow Spring Instruments,
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Ohio, USA). Adicionalmente, se tomaron notas acerca del sitio de muestreo y fotografias
digitales mediante una camara Nikon Coolplix P600 (Nikon, Japan).

Cada nasa fue retirada con cuidado y se colectaron los peces atrapados en ella. Se
separaron los peces identificados como Y. alta, se colocaron en una jaba de plastico de 68 L
de capacidad con agua del sitio. Se instal6 una bomba de aire de pilas BP 960 (Biopro,
China), para mantener el nivel de oxigeno disuelto previamente registrado en el sitio de
colecta mediante el oximetro digital. Una vez colectados los peces, se pasaron a una bolsa
de pléastico de 40 L con agua del sitio y se agregd oxigeno disuelto a saturacion por medio
de un cilindro de oxigeno de 180 L (INFRA, Aguascalientes, México), adaptado con un
tubo de salida y una piedra difusora, para evitar el deceso de los organismos por anoxia.

8.3 Manejo de los ejemplares en el laboratorio.
Los peces fueron transportados a la Unidad Acuicola del Centro de Ciencias Agropecuarias
(CCA) de la Universidad Auténoma de Aguascalientes (UAA) y se colocaron en
cuarentena en jabas de plastico de 68 L de capacidad total, con agua libre de cloro y un
filtro de cascada modelo HF 2002 (Resun, China).

Los ejemplares fueron colocados en cuarentena para tratar hongos y bacterias y se
aplicé el siguiente tratamiento: a) una pildora de 3 sulfa (Grupo Acuario Lomas, D.F.,
Meéxico) y b) una de Furan 2 (Grupo Acuario Lomas, D.F., México) por cada 20 L de agua.
Ambos medicamentos se dejaron actuar durante 48 h, y posteriormente se hizo un recambio
del 50% con agua desclorada. Los ectoparasitos como Lernaea sp., fueron extraidos
manualmente con pinzas y las heridas tratadas con yodo (Isodine). Cuando se observé
algun tipo de enfermedad en la piel, se aplicé azul de metileno (2 a 3 gotas por litro, Alta
Pureza Maquiladora, Distrito Federal, México) y Koryn Triple (4 a 5 gotas, dependiendo de
la gravedad de la enfermedad, Laboratorios Tornel, Estado de México, México), durante los
primeros siete dias. Las carpas se dejaron descansar otros siete dias y se repitio la dosis por
otra semana.

Una vez terminada la cuarentena, los ejemplares fueron trasladados a un estanque
circular de 3 m de diametro y una profundidad de 1 m, con una capacidad maxima de 7,000
L, y se lleno a la mitad con 3,500 L de agua libre de cloro. Este estanque esta ubicado en el
invernadero chico del Laboratorio Acuicola Experimental del CCA-UAA. El estanque fue
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habilitado con una bomba Little Giant de 1 hp para mantener un flujo constante de cuatro
litros por minuto, un sistema de fotoperiodo de 14 h luz y 10 h oscuridad y temperatura
arriba de los 15°C durante un periodo de cuatro meses. Ademas, de un temporizador
mecanico Tork Modelo 403A2 (Carolina del Norte, USA), un termometro de maximas y
minimas (Modelo 105035, México), y una cubierta de malla para evitar que los peces
saltaran (Figura 20).

Figura 20. Aspecto del estanque en donde se colocaron los ejemplares de Y. alta.

Las carpas fueron alimentadas dos veces por dia con inicia-harina de la marca
Nutripec 5015H (Agribrands Purina, Guadalajara, México) de 0.35 mm con 50% de
proteina cruda y 15% de lipidos. Todos los dias se registraron los siguientes parametros:
temperatura ambiente, temperatura del agua, temperatura del invernadero y oxigeno
disuelto. Cada tercera semana se tomaron los parametros de pH y dureza con un equipo
Multiparametros modelo EX C99 (Hanna Instruments, Monterrey, México). Cada mes se
hicieron recambios totales del agua, utilizando agua libre de cloro tratada con Clori-Kill
(Animales y Acuarofilia S. A., Estado de México, México), en una proporcion de 5 mL por
110 L de agua.

Durante un periodo de cuatro meses se tomaron quincenalmente cinco ejemplares
machos y cinco hembras del estanque de cultivo para tomar registros biométricos y realizar

el seguimiento del desarrollo gonadal.
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8.4 Biométricos y toma de muestras.

Debido a que no se observo dimorfismo sexual en los organismos durante los primeros
meses y para garantizar la seleccién de cinco machos y cinco hembras, se realizé un
ultrasonido con un Ecografo portatil full digital (Laptop KX 5000, D.F, México). Previo a
ello, los peces se anestesiaron con aceite de clavo marca Del Roble (Aguascalientes,
México) y se estandarizé del tiempo de anestesia de acuerdo a la longitud total (LT) y el
peso total del pez (PT), asi como la longitud de onda en la que se realizo el ultrasonido. Se
midié la amplitud y ancho de la gbnada con el ultrasonido para tener una mayor precision
de los datos biométricos.

Se registro el peso total humedo, el peso eviscerado y el peso de la génada mediante
una balanza Navigator 2101 (Hoaus Corporation, USA) con una precision de 0.01 g. Una
vez gue se selecciond el organismo y el sexo, se introdujo en una solucion de benzocaina al
10% para anestesiar el ejemplar hasta su muerte, esto se repitio con cada uno de los
ejemplares (Blancas y col., 2008). Posteriormente, se realizaron disecciones mediante un
corte desde el istmo branquial hasta el poro genital, y se procedio a la extraccion de las
gonadas Y las visceras. Se registraron los siguientes pesos: total del pez, del pez eviscerado,
de la gonada y de las visceras. Se midi6 la cobertura en ancho y longitud en cm de la
gonada, asi como el ancho y largo del abdomen con un vernier Surtek (Grupo Urrea,
Jalisco, México) con una precisién de 0.02 mm (Gutiérrez-Rodriguez, 1992). Los datos
fueron vaciados a una base de datos Excel, para su posterior andlisis. Se obtuvieron fotos y
descripciones macroscopicas para caracterizar cada estadio. Las muestras obtenidas de las
gonadas de cada ejemplar se fijaron en formalina neutra y se colocaron en un frasco de
plastico de 110 mL por 24 h. El frasco se etiquetd con la fecha, el nimero del individuo y el

sexo del mismao.

8.5 Descripcidon macroscopica de la gonada.

La identificacion por estadio del desarrollo gonadal en hembras se basé en las
caracteristicas mencionadas por Holden y Raitt (1974). Las principales caracteristicas a
observar con respecto a la génada fueron: la textura, la coloracion, el aspecto de los
ovocitos (si son visibles), la flexibilidad, los vasos sanguineos y el porcentaje que ocupa en

la cavidad abdominal. En el caso de los machos, las caracteristicas macroscépicas a
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determinar fueron de acuerdo a la propuesta realizada por Rutaisire y col. (2005). Se
registraron caracteristicas de la gdnada tales como: porcentaje de la cavidad ventral que
ocupa, la reaccion a la presion abdominal (positivo/negativo), flacidez de la gdnada,

coloracion, intensidad de la venacion y presencia o ausencia de estriaciones.

8.6 Descripcidn microscopica de la gonada.

8.6.1 Histologia.

Una vez fijadas las gonadas fueron trasladadas al Laboratorio de Morfologia del Centro de
Ciencias Basicas de la Universidad Autonoma de Aguascalientes, donde se llevaron a cabo
los andlisis histologicos. Las gonadas fueron procesadas mediante la técnica histolégica
modificada de Montchowui y col. (2012). Esta técnica consistié en lavar los tejidos
gonadicos fijados con agua destilada por mas de una hora, para eliminar la formalina neutra
y se colocaron en un equipo Histokinet TP1020 (Leica, D.F., México) donde se
deshidrataron las muestras mediante una secuencia de alcoholes ascendentes (70%, 80%,
96%, 96%, 100% y 100% durante una hora en cada uno). Posteriormente, se realiz6 un
aclaramiento utilizando una mezcla de 1:1 de alcohol-xilol, y dos de xilol al 100% durante
una hora cada uno, y por ultimo se colocaron los tejidos durante dos horas en un bafio de
parafina al 100%. Las muestras que midieron mas de dos centimetros aproximadamente se
seccionaron en partes, para introducirlas al Histokinet y lograr una infiltracion exitosa de la
parafina. Las gdnadas fueron cortadas con un micrétomo rotatorio de tipo Minot. Se colocé
una etiqueta sobre el cubo indicando el nimero de ejemplar. Si la génada fue seccionada se
afiadié una etiqueta tanto de la seccion como del ejemplar al que pertenece la muestra. Los
cubos fueron guardados bajo refrigeracion en bolsas de celofan a la que se le colocé el
namero de ejemplar, sexo y la fecha de diseccion para identificar las muestras al momento
de la elaboracion de los cortes.

Para llevar a cabo una estandarizacion de las técnicas histolégicas a aplicar, primero
se realiz6 un rastreo completo de la génada para observar las areas de interés. En seguida se
efectuaron cortes transversalmente de tres gonadas de macho y tres de hembra. Una vez
estandarizada la cantidad de cortes, asi como €l area de interes, se procedio a realizar cortes
transversales en las partes inferiores y superiores y longitudinales en la parte superior
(Figura 21). Cabe mencionar que el calibre de los cortes se ajusté al tipo de gonada que fue
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procesada (de 4 a 7u) tanto para los machos como para las hembras; esto facilitd el proceso
histologico y su andlisis posterior al microscopio. Los cortes obtenidos se colocaron en
bafio maria para poder llevar a cabo la extension completa del tejido a una temperatura de
40°C. Posteriormente, se colocaron en laminillas etiquetadas en la parte esmerilada. El
etiquetado indico los datos del ejemplar. Se indicd el namero de laminilla, para llevar una
serie continua de los cortes; el namero del ejemplar, en caso de haber seccionado la gonada,
se anoto la gonada con la que se esta trabajando; y por ultimo, la fecha del mes en que se

realizé la diseccion de las gbnadas.

Hexlnbra Macho Hembra Macho

! ¢ '

Figura 21. A. Gonadas seccionadas para la exploracion. B. Génadas seccionadas para la descripcién
microscépica por estadio; 1: corte longitudinal, 2: corte transversal y 3: corte transversal.

Se analizaron un total de 2,100 muestras histoldgicas de manera seriada para poder
realizar el monitoreo de todas y cada una de las gdnadas. Dentro de las caracteristicas
microscopicas, se marcd el porcentaje total de la gbnada analizada para poder dar mayor
validez. Cabe sefialar, que se analizé el grosor del corte con el que se trabajé cada gonada,
debido a que la estandarizacion del mismo permitié mayor efectividad en el corte y en el
anélisis de la muestra.

Posteriormente, a realizé la tincion de las laminillas de los machos y las hembras con
Hematoxilina y Eosina. Al igual que en los cortes, se estandarizaron los tiempos de tincion
para cada sexo. Por ultimo, las laminillas se montaron con resina sintética de la marca

Paraplast y se observaron en un microscopio éptico marca Zeiss, modelo Primo Star.

8.6.2 Clasificacion de estadios y biométricos
Con base a lo observado al microscopio Optico, se establecié el estadio de desarrollo de la

gonada para las hembras mediante la determinacion de las etapas de desarrollo de las
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células basado en la terminologia propuesta por West (1990). En el caso de los machos se
utilizé la clasificacion realizada por Schulz y col. (2010).

Tanto para el analisis de los morfométricos como de las caracteristicas microscopicas
presentes en cada muestra de las hembras, la gonada se dividio en tres areas: apical, media
y caudal. Para cada area, se tomaron 12 muestras aleatorias a diferentes alturas. Finalmente,
del total de las muestras obtenidas por génada (n= 36), se seleccionaron dos muestras por

cada area: dos de la apical, dos de la media y dos de la caudal (Figura 22).

Figura 22. Toma de muestras por areas. A. Parte apical, B. Parte media 'y C. Parte caudal

De las muestras histologicas obtenidas, se realizé la medicion del diametro por cada
ovocito en sus diferentes estadios de acuerdo a la metodologia de Biswas y col. (2007).
Para el caso de los machos, se establecio una metodologia similar a la presentada por Wolf
y col. (2004). Para la medicion del didmetro de los ovocitos, se determiné un area (u?) que
pudiese abarcar la mayor cantidad de ovocitos presentes. A continuacion, en la Tabla 1 se
presenta el nimero de ovocitos medidos por area de acuerdo a cada estadio.

Tabla 1. Area y namero de muestra (n) determinadas para cada estadio.

n | TIPO DE OVOCITO(ESTADIO) | AREA DE MUESTREO (pz)
20 | Ovogonia 10X ~ 313 618

60 | Ovocito primario 10X ~ 313 618

60 | Alveolo cortical 10X = 313 618

60 | Vitelogénesis temprana 10X~ 313 618

60 | Vitelogénesis intermedia 2.5x =~ 4 620 827

60 | Vitelogénesis tardia 2.5x = 4 620 827

68



8.7 Andlisis estadistico.

Se realizaron estadisticas basicas con las variables biométricas obtenidas de machos y
hembras y sus respectivas gonadas en diferentes estadios de desarrollo. Se incluyé un
andlisis de correlacion entre peso y talla de las hembras y las variables biometricas de sus
gonadas ya que esto podria agregar informacion extra al andlisis sobre el desarrollo gonadal
que presenta la especie. También se realizaron analisis de frecuencias de ovocitos contra su
diametro para los diferentes estadios de desarrollo gonadal. Para verificar la normalidad de
los datos se utilizo la prueba de D'Agostino-Pearson. Todos los analisis estadisticos se

realizaron mediante el programa Prisma version 5.0.

Asi mismo, se realizd un cuadro comparativo entre las principales caracteristicas que
se presentan durante el desarrollo gonadal, que permite identificar el estadio en que se
encuentra la gonada tanto en machos como en hembras. El anexo de la informacion permite
comparar e interpretar sin problemas el desarrollo gonadal en el que se encuentra la especie
tanto macroscépicamente como microscopicamente. Se utilizaron los criterios manejados
por Smith y Walter, (2004) y Pérez-Vega y col. (2006).
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9. RESULTADOS

9.1 Acondicionamiento de la especie.

9.1.1 Condiciones de colecta.

La calidad del agua del sitio de colecta de los organismos en Arroyo Viejo Agua Zarca, Yy
registrado durante julio - octubre del 2014, presenté variaciones acordes con la temporada
del afio. En la Tabla 2, se muestran los pardmetros promedio registrados durante las salidas

de campo en cuatro puntos diferentes.

Tabla 2. Registro de los pardmetros de calidad del agua y las coordenadas de los sitios de colecta en la
micro-cuenca en 2014,

Mes Temperatura Temperatura del Oxigeno disuelto Coordenadas
ambiente ( C) agua (C) (mg/L) geogréficas del sitio

Julio 25.9 224 10.5 22°05'05.9"N
102°30'56.6"W

Agosto 285 20.8 8.0 22°05'06.6"N
102°30'59.4"W

22°05'10.8"N
102°31'05.8"W

Septiembre 24.3 19.1 13.5 22°05'06.6"N
102°30'59.4"W

Octubre 26.1 185 6.2 22°05'06.6"N

102°30'59.4"W

9.1.2 Cultivo de los organismos silvestres.
a) Temperatura.

La temperatura promedio registrada durante los meses de enero a mayo del 2015 en el
estanque de cultivo, la temperatura ambiental y la del invernadero se presentan en la
Figura 23. La temperatura del invernadero mostr6 una clara influencia sobre la del
estanque de cultivo, registrando seis grados promedio arriba que la del estanque. En el caso
de la temperatura del medio ambiente (fuera del invernadero), presento valores mas bajos.
Sin embargo, se observé que a partir del mes de febrero se registré una temperatura por
encima de los 19°C, lo que provoco suficiente estimulacion térmica para dar comienzo al

desarrollo gonadal.
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Figura 23. Temperaturas promedio registradas en el sistema de cultivo, dentro y fuera del invernadero
en los meses de enero a mayo del 2015.

b) Fotoperiodo.
El desarrollo gonadal se logré promover bajo condiciones de 14 h luz y 10 h de oscuridad

durante cuatro meses continuos.

c¢) Oxigeno disuelto.
Otro de los parametros registrados fue el oxigeno disuelto (OD) en el estanque de cultivo.
La cantidad de oxigeno disuelto se encontr6 dentro de los intervalos registrados en el medio

natural de la especie y vario de 6.4 £2.0a 7.9 £ 2.2 mg/L.

d) pH.
Se obtuvieron promedios mensuales del pH. Se observé que el pH més bajo registrado fue

de 8.1 en el mes de enero y el mayor en febrero con 9.3.
e) Otros parametros.

En el caso de la dureza total ésta se mantuvo en 50 mg/L y para el caso de la alcalinidad
total vario de 180 a 240 mg/L. El espacio fue otro parametro que determind el bienestar y
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sobrevivencia de la especie. Durante la cuarentena, en las tinas rectangulares de 60 L los

peces no desarrollaron enfermedades, ademas de que no se tuvieron bajas.

9.2 Anestesia.

De acuerdo con las pruebas de anestesia realizadas, se determinaron dos concentraciones de
aceite de clavo de acuerdo a la talla del pez. Los peces de talla grande (>20 cm) se
colocaron en 3 L de agua con 30 mL aceite de clavo. Los peces de talla pequefia (<20cm)
se colocaron en 3 L de agua con 20 mL de aceite de clavo.

Los tiempos de anestesia y recuperacion variaron de acuerdo a las tallas. Los peces de
talla grande presentaron un tiempo de anestesia de 4 a 8 min., mientras que los de talla
pequefia presentan un tiempo de anestesia de 4 a 5 min. El tiempo de recuperacion de los
peces de talla grande fue de 12 a 15 min., mientras que en los peces de talla pequefia fue de
5 a 10 min. El tiempo méximo que los peces de ambas tallas pueden estar fuera del agua
anestesiados y posteriormente recuperarse dentro del agua fue de 14 min. En el caso de la
benzocaina (al 10%), se determind que una concentracion de 3mL por un L de agua es

suficiente para ambas tallas.

9.3 Identificacion del sexo.

Los resultados obtenidos con el equipo del ultrasonido indicaron que es posible identificar
de manera féacil el sexo en los organismos de talla grande (>15 cm) en comparacion con los
de talla pequefia (<8cm). Ademas, se determind que las hembras que presentaron los
ultimos estadios son mas faciles de identificar que aquellas que se encuentran en los
primeros estadios. La deteccion de tallas pequefias y grandes se realizd bajo la misma
longitud de onda (7 Hz). En el caso de las hembras, se observaron pequefios puntos negros
que corresponden a los foliculos presentes en la gonada, a mayor tamafio y nimero de los

puntos negros, se indica mayor actividad gonadal (Figura 24).

72



C20608 T.080  Das Node: D WAV
T0: 2004-11-19-0 N S5/ /20 1/7C 1/N R 04:12:15

) '

Figura 24. Identificacion de hembra, vista longitudinal. (a) ldentificacién de la goénada. (b)
Identificacion de los foliculos.

En el caso de los machos (Figura 25), las gonadas se observaron de una apariencia
blanquecina y con pequefias conformaciones de media luna. Al igual que en las hembras, se

observé que entre mayor actividad gonadal la identificacion del sexo es mas facil.
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Figura 25. Identificacion del macho. A Vista longitudinal. B. Vista transversal. a. y b. Identificacion de
la génada.
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9.4 Caracteristicas cualitativas macroscépicas de las hembras.

La gbnada se encuentra rodeando a la vejiga natatoria. Y. alta posee dos ovarios
simétricos, de aspecto cilindrico y aunque se encuentran separados, solo se fusionan hasta
la Gltima parte caudal de la gonada, llegando al poro anal. Durante el proceso del desarrollo
gonadal se lograron identificar las principales caracteristicas macroscopicas presentes por
cada estadio. Las caracteristicas mas importantes con respecto a la génada son: la textura, la
coloracion, aspecto de los ovocitos presentes, flexibilidad, vasos sanguineos y porcentaje

que ocupa en la cavidad abdominal.

9.4.1 Descripcion de los estadios.

a) Estadio I.

En la tltima semana del mes de febrero se realiz6 el primer muestreo al inicio del sistema
fotoperiodo-temperatura. EI muestreo se llevé a cabo con la finalidad de poder describir los
primeros estadios. Se observé que las gonadas al inicio del desarrollo, presentan tanto
ovogonias como ovocitos primarios. Por lo tanto, los ejemplares en el Estadio | de la
gonada, presentan ovocitos en los estadios | y Il. No se encontraron goénadas que
presentaran solamente ovogonias.

Las caracteristicas observadas con respecto a la génada fueron las siguientes:
abarcaron del 20 al 40% de la cavidad ventral; ambos ovarios se observaron blanguecinos a
semitransparentes, flexibles, la textura se mostré un aspecto liso, los vasos sanguineos
fueron ligeramente visibles. Ademas, se observé que la génada se encuentra recubierta por

tejido adiposo. El tejido adiposo recubre a la gdnada como si fuese un saco (Figura 26).
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Figura 26. Posicion de la génada vista desde la parte ventral. Ovarios (O), Vejiga natatoria (VN),
Tejido adiposo (TA), Poro anal (PA).

b) Estadio I1.
Se observo que la génada puede abarcar hasta el 40% de la cavidad ventral. Los ovarios se
mostraron semi-rosados, poco transparentes, flexibles, textura con aspecto liso, vasos
sanguineos poco Visibles. Se comenzaron a observar ovocitos de color blanguecino o semi-
amarillentos. La mayoria de la distribucion de los ovocitos se encontro en la parte media y
apical de la génada. Aun se observa la presencia del tejido adiposo recubriendo a la gbnada
(Figura 27).

Figura 27. Posicion de la gbnada vista desde la parte ventral. Ovarios (O), Vejiga natatoria (VN),
Tejido adiposo (TA), Poro anal (PA).
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¢) Estadio Il1.
La gbnada puede abarcar entre el 50 y el 60% de la cavidad ventral. Los ovarios se
mostraron menos rosados y de color blanquecino o semi-amarillento; dejaron de ser poco
transparentes por la presencia de los ovocitos; son flexibles, con aspecto semi-liso; y los
vasos sanguineos comenzaron a notarse méas. Se observaron claramente ovocitos de
diferentes tamanos, algunos blanquecinos y otros semi-amarillos, la mayoria se localizaron
en la parte media y se pudo distinguir la union entre la génada y el poro anal. Se
distinguieron partes del ovario que no han sido ocupadas por los ovocitos. El tejido adiposo
se encontrd presente. Se pudo observar ovocitos entre el oviducto y el poro anal ante una

constante pero ligera presion abdominal (Figura 28).

Figura 28. Posicion de la gonada vista desde la parte ventral. Ovarios (O), Vejiga natatoria (VN),
Tejido adiposo (TA), Poro anal (PA).

d) Estadio IV.
La gdénada abarco aproximadamente el 70% de la cavidad ventral. El color de la gbnada fue
gris o ligeramente amarillo. La textura de la gonada parece de aspecto semi-liso y se mostro
flexible ante su manipuleo. La presencia de los ovocitos abarcé aproximadamente el 80%
de la goénada. Los vasos sanguineos se mostraron marcados. Se observé el tejido adiposo

recubriendo la gonada hacia la parte dorsal (Figura 29).
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Figura 29. Posicion de la gbnada vista desde la parte ventral. Ovarios (O), Vejiga natatoria (VN) y Poro
anal (PA).

e) Estadio V.
Las caracteristicas observadas con respecto a la gonada fueron las siguientes: llega a
abarcar del 80 al 90% de la cavidad ventral, la coloracion es amarillenta, aunque se observo
rigida y labil ante su manipuleo, la textura es rugosa, se observé claramente la irrigacion de
una aorta dorsal hacia otros vasos sanguineos que son mas delgados. La génada se encontro
recubierta totalmente por tejido adiposo, sin embargo, es dificil de identificar debido a que
el tamafio de la génada es grande al grado que pareciera estirar el propio tejido adiposo. La
vejiga natatoria totalmente recubierta por la génada y sélo se hace visible hasta a extraccion

de la gonada. Ante la opresidn ventral se aprecié la expulsion de los ovocitos (Figura 30).

Figura 30. Ovarios (O), Poro Anal (PA).
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9.5 Caracteristicas cualitativas microscopicas de las hembras.
9.5.1 Descripcién de los estadios.

a) Estadio 1.
Se observaron nidos de ovogonias en la fase cromatina-nucleo. Los nidos de ovogonias se
mostraron cercanos a las venaciones o bien en algunas partes de la periferia del ovario.
Pocas veces se encontraron nidos de ovogonias entre los ovocitos primarios. Se observaron
pequerias esferas semi-transparentes aglutinadas unas con otras y pocas veces aisladas entre

si. El diametro promedio obtenido para el estadio | (ovogonias) fue de 5 + 1 u (Figura 31).

Figura 31. A. Nidos de ovogonias en la periferia de la génada (Flecha) (40X). B. Ovogonias entre
ovocitos peri-nucleares en fase cromatina- nucleo (Flechas) (20X).

b) Estadio I1.
El ndcleo o vesicula germinal aument6 de tamarfio y se localizé centrado en la célula, con
multiples nucléolos, generalmente en su periferia (Figura 32). En este estadio se
encontraron ovocitos primarios distribuidos a través de la génada. Sélo se pudieron
observar a los nidos de ovogonias y a los ovocitos primarios. ElI didmetro promedio
registrado para las ovogonias se mantuvo de acuerdo a lo mencionado anteriormente. El
diametro de los ovocitos primarios fue de 93.8 + 10 u. Cabe sefialar, que se detectd otro
tipo de células que se logran diferenciar de las ovogonias. Estas células son un poco mas
pequefias que aquellas que se identificaron como parte del estadio 1, pero la posicion de los
nucléolos y de los nucleos se mostraron diferentes. ElI nucleo se observé proyectado

levemente hacia alguna de las periferias y no todos los nucléolos se encontraron pegados a
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la periferia (Figura 32), sin embargo, se clasificaron como parte del estadio Il. Se observé
la presencia de células foliculares en forma de una capa delgada que parecen formar parte
de la Teca y la Capa granulosa (Figura 33).

Figura 32. A. Ovocitos primarios (20X). B. Ovocito primario y sus nucledlos proyectados hacia la
periferia'y acomodo irregular (40X). Nucléolos (Nu), Nucleo(N) y Teca (T).

Figura 33. Presencia de células foliculares: Teca (T) y Capa granulosa (CG) (40X).

c) Estadio IlI.
Esta etapa se caracterizd por la aparicion de los alveolos corticales en la periferia del
ovocito, en el citoplasma. Los alveolos corticales aumentaron de nimero y tamafio para
formar varias filas periféricas. Se observaron gotas lipidicas acumuladas en el citoplasma
(Figura 34). Durante este periodo se registraron algunos ovocitos en los estadios I, Il 'y
pocos en el estadio IV. A pesar de los diferentes estadios encontrados, predominaron los
estadios 11 y Ill. EI didmetro promedio de los ovocitos fue de 233.9 + 45.8 . De igual

manera se logré identificar la capa granulosa, la zona radiata y la teca (Figura 35).
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Figura 34. Presencia de Alveolos corticales (AC) Figura 35. Capa granulosa (CG) y Teca (T)
(40X). (100X).

d) Estadio IV.
La caracteristica de este estadio es la evidente aparicion de proteinas del vitelo en forma de
esferas. Es en este estadio donde se observd la presencia de granulos lipidicos. La
acumulacién de estos granulos parece indicar el comienzo de la vitelogénesis. Los granulos,
a diferencia del estadio anterior, se encontraron en una mayor cantidad, mas grandes y
distribuidos por todo el citoplasma. La vesicula germinal se ubicé en el centro (Figura 36).
Ademas, de los ovocitos presentes del estadio IV, también se encontraron presentes
ovocitos del estadio I, pocos del estadio Il y estadio V. Sin embargo, predominaron los
del estadio IV y Il. El didmetro promedio de los ovocitos en este estadio fue de 438 + 73 .
En este estadio se observo un aumento de las células foliculares: la teca, la capa granulosa,
la zona radiata y las micro-vellosidades. Las micro-vellosidades presentaron una forma

cubica (Figura 37).
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Figura 36. Presencia de la Teca (T), Capa granulosa (CG), Micro-vellosidades (M), Zona radiata (ZR),
(100X).

500 pm

Figura 37. Presencia de granulos en el citoplasma (G) y Vesicula germinal (VG) (40X).

e) Estadio V.
Las principales caracteristicas que definieron este estadio fueron la formacion de los
granulos y la aparicion de las micro-vellosidades. En la periferia del ovocito se observaron
algunos lipocitos. En el centro del ovocito, de localizaron granulos de forma esférica y de
color rosadas. Junto con los ovocitos de este estadio, predominaron también los ovocitos
primarios (Figura 38). El didametro promedio de los ovocitos en este estadio fue 792 + 74
W La vesicula germinal se encontr6 en el centro del ovocito. En el caso de las células
foliculares, se distinguieron la teca, la capa granulosa, la zona radiata y las micro-

vellosidades que se observaron de forma cilindrica (Figura 39).
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Figura 38. Granulos lipidicos (GL), Granulos de vitelo (GV), Vesicula germinal (VG) y Ovocito
primario (OP) (40X).

Figura 39. Presencia de la Teca (T), Capa granulosa (CG), Micro-vellosidades (M) y Zona radiata (ZR),
(100X).

f) Estadio VI.
En este estadio se observé aun la presencia de los granulos. Sin embargo, comenzaron a
aparecer algunos elementos parecidos a las vacuolas en todo el citoplasma. No se pudo
visualizar la vesicula germinal. En este estadio se detectaron solo dos tipos de ovocitos:
ovocitos primarios y ovocitos maduros (Figura 40). El promedio del didmetro obtenido
para los ovocitos en dicho estadio fue de 941 + 114 p. El patron de las células foliculares
contintan presentandose igual que en el estadio anterior (Figura 41). Aunque se observé la
presencia del micrépilo desde el estadio V, y en éste estadio se presentd de manera mas
conspicua (Figura 42). En los altimos estadios de vitelogénesis se observaron algunos

foliculos atrésicos (Figura 43).
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Figura 40. Ovocito maduro (OM), ovocito primario Figura 41. Teca (T) y capa granulosa (CG), micro-
(OP) (2.5X). vellosidades (M), zona radiata (ZR), (20X).

Figura 42. Micrépilo en ovocito maduro (20X). Figura 43. 'O\‘/6Acit0 atrésico (10X).
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9.6 Descripcion cualitativa macroscopica de los machos.
Se observaron y describieron las caracteristicas histologicas presentes en las gonadas de los
machos de acuerdo al estadio en que se encontraban las hembras. Mientras que las hembras
se encontraban en los primeros estadios, los machos no presentaron génadas maduras.
Cuando el desarrollo gonadal de las hembras se muestreo en los Gltimos estadios, se detectd
al mismo tiempo las gonadas maduras en los machos. Cabe sefialar que también se
observaron eventos de espermiacion en los Gltimos dos muestreos. Cuando se presentaron
los eventos de espermiacion, se realizé una opresion ventral a la mayoria de los machos,
donde algunos aun presentaban grandes cantidades de acumulacion de esperma y otros no.
El desarrollo gonadal en los machos se clasifico en dos estadios: inmaduro y maduro.

A continuacion se mencionan las caracteristicas presentadas en ambos estadios.

9.6.1 Estadio inmaduro.

Las gonadas de los machos en este estadio no presentaron expulsion de esperma ante la
opresion ventral. Otras caracteristicas presentadas fueron que la génada llego6 a abarcar del
15 al 30% de la cavidad abdominal, se present6 flacidez en ambos testiculos, la coloracion
de la gbnada fue desde transparente a rosada, la intensidad de la venacién no se observo
aun, las estriaciones fueron ausentes. Al igual que en las hembras, el tejido adiposo se
mostrd presente envolviendo a los testiculos (Figura 44).

Figura 44. Testiculos (T), Vejiga natatoria (VN), Tejido adiposo (TA), Poro anal (PA).
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9.6.2 Estadio maduro.

En este estadio la génada no cubri6 a la vejiga natatoria, sin embargo ocup6 un &rea
considerable de la cavidad abdominal. Presentd expulsion de esperma ante la opresion
ventral. Se observd que el macho arroja esperma ante la opresion ventral desde que la
hembra se encuentra en el Estadio IV. Otras de las caracteristicas presentadas fueron: la
poca flacidez ante el manipuleo, la coloracion blanquecina, la intensidad de la venacion

marcada, y las estriaciones en ambos testiculos (Figura 45).

Figura 45. Testiculos (T), Vejiga natatoria (VN), Poro anal (PA).

9.7 Caracteristicas cualitativas microscopicas de los machos.

Se observaron dos tipos de estadios en machos: estadio inmaduro y estadio maduro. Debido
a la arquitectura que presento el testiculo se clasificé como testiculo tubular. En la Figura
46 se muestra la conformacion lobular donde se encontraron en maduracion los diferentes
estadios de las células. De igual manera, se observd la union del I6bulo con el ducto
espermatico. En el monitoreo general de la génada, se observo en la parte posterior la union
de los ductos espermaticos para formar un solo ducto (Figura 47). Posteriormente, se

mostrd la union del ducto espermético con otro ducto, el ducto urogenital (Figura 48).
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Figura 46. A. Periferia de uno de los I6bulos con espermatozoides dentro (Flecha) (20X). B. Unién de un
I6bulo con el ducto espermatico (20X). Ducto espermatico (DE), Lébulo (L).

500 pm | 500 pm

Figura 47. A.B.C. Secuencia de la unién de los dos ductos espermaticos en uno solo (2.5X). Ductos
espermaticos (DE).
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Figura 48. A. Union del Ducto espermatico (DE) al Ducto urinario (DU) (2.5X).

9.7.1 Estadio inmaduro.

Se tomaron machos al mismo tiempo que se realizd un analisis de las gonadas de las
hembras antes de comenzar la induccion al desarrollo gonadal (fotoperiodo y temperatura).
En la Figura 49 se muestra una toma panoramica del testiculo. Se observd que mientras
que las hembras se encuentran en los primeros estadios, el macho presentd todos los
estadios: espermatogonia, espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios,
espermatidas y espermatozoides, pero en mas abundancia espermatogonias Yy

espermatocitos.
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Figura 49. A. Vista panoramica general de la gdnada. B. Diferentes estadios encontrados en el testiculo
(100X). Ducto espermético (DE), Espermatozoides (E), Espermatogonia (ES), Espermatozoide (E),
Espermatocitos primarios (ESP 1), Espermatocitos secundarios (ESP 2) y Espermétida (100X).

9.7.2 Estadio maduro.

En el estadio maduro se observo que las gonadas de los machos presentaban todos los
estadios, pero en mayor cantidad espermatidas y espermatozoides (Figura 50). Es
importante sefialar que la proporcion de espermatidas y espermatozoides se mantuvo como
la mayoria a través de toda la génada. En la Figura 50 se muestra una imagen panoramica
del testiculo en corte transversal, la distribucion de los espermatozoides y espermatidas por
toda la gonada. En este estadio el ducto esperméatico se encontrd repleto de

espermatozoides.

Figura 50. A. Espermatozoides (E) y Espermétida (ED) (100X). B. Vista panoramica general de la
gonada. Ducto espermatico (DE).

88



9.8 Caracterizacion cuantitativa macroscopica y microscopica en hembras.

En la Figura 51 se muestran los resultados obtenidos entre la correlacion de los datos. De
los seis analisis de correlacion solo se destacan tres de ellos: a) Peso total del pez vs.
Longitud total del pez (R? = 0.8140), b) Peso total del pez vs. Peso eviscerado (R® =
0.9884) y c) Peso total del pez vs. Peso de la génada (R* = 0.7803).
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Figura 51. Correlacion de los pardmetros obtenidos en Y. alta para: A. Peso total del pez vs. Longitud
total del pez, B. Peso de la génada vs. Peso total del pez, C. Ancho de la génada vs. Peso total del pez, D.
Peso de la gonada vs. Peso total del pez, E. Peso eviscerado vs. Peso total del pez y F. Diametro del
abdomen vs. Longitud total del pez.
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En la Figura 52 se muestra la distribucion de frecuencias de los didmetros de los ovocitos
conforme avanzo el desarrollo gonadal. Se observo que mientras la génada se encuentra en
el estadio I, se encontraron ovocitos que presentaron un diametro entre 50 y 150 u. La
gonada en estadio Il presentd ovocitos que se encontraron entre los diametros de 100 a 350
M. Los ovocitos con mayor frecuencia encontrados entre este intervalo fueron los de 150 y
200 p. En el estadio 111 de la gdnada, se encontraron ovocitos con diametros de 100 a 950
K. Aunque el intervalo de frecuencia fue amplio, los ovocitos entre 450 y 550 u se
presentaron en mayor abundancia. En el estadio IV de la gonada, se observaron ovocitos
que van de los 100 a las 1,000 p. La frecuencia dentro de este intervalo revelé una mayoria
de ovocitos con didmetros entre 750 y 900 . En el ultimo estadio de la gonada, se
registraron ovocitos de diferentes didmetros, sin embargo, se presentaron con mayor
frecuencia aquellos diametros de 950 a 1,000 p. Ademéas de que se encontrd una
distribucion de frecuencia que va de ovocitos de menor a mayor diametro, cabe mencionar
que durante el desarrollo gonadal, los ovocitos con diametros aproximadamente de 100 p
siempre estuvieron presentes como mayoria, junto con el otro tipo de ovocitos que

presentaron cierto intervalo del diametro de ovocito como mayoria.
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Figura 52. Distribucion de frecuencia de ovocitos vs. sus diametros observados en los distintos estadios

de desarrollo de la génada.
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9.9 Tablas integrativas macroscopicas y microscopicas de hembras y machos.

Se realizd una tabla comparativa entre las principales caracteristicas macro y microscopicas

para determinar el progreso de desarrollo gonadal de Y. alta (Tabla 3). La finalidad de la

tabla es condensar la informacion que se ha descrito anteriormente.

Tabla 3. Caracteristicas macroscopicas de la génada, diametros de los ovocitos y estadios de desarrollo

de la génada y tipos de ovocitos.

Caracteristicas de la génada °

Diametro de ovocito (n)

Estadios de desarrollo ?

Estadio 1. Goébnadas delgadas,
rosadas, los ovocitos no se

distinguen.

5+1 (n=100)
69+7 (n=300)

Estadio I:
Ovogonias
Estadio II:

Ovaocitos primarios

Estadio Il. Goénadas ligeramente
anchas, semi-rosadas, con algunos

ovocitos visibles pequefios.

183+19 (n=300)

Estadio I11:

Alveolo cortical

Estadio Ill. Gonadas con ovocitos
semi-amarillos, los  ovocitos

abarcan mayormente la génada.

4256 (n=300)

Estadio I1V:

Vitelogénesis temprana

Estadio IV. Gonadas ligeramente
amarillentas, ovocitos visibles,

venaciones marcadas.

742+7 (n=300)

Estadio V:

Vitelogénesis intermedia

Estadio V. gonadas amarillentas,
poco flexibles, labiles ovocitos

claramente visibles.

941 + 10 (n = 300)

Estadio VI:

Vitelogénesis tardia

n, tamano de la muestra

° De West (1990)

Posteriormente, en la Figura 53 se complementa la informacion referida en la Tabla 3,

pero de manera ilustrativa.
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ESTADIO DE LA GONADA

TIPOS DE ESTADIOS DE OVOCITO
PRESENTES EN LA GONADA

Estadio |
Estadio |
Estadio
Estadio 11
Estadio Il
Estadio IV

Vitelogénesis

94



Estadio 1V

Estadio V

Estadio V

A

Estadio VI

Figura 53. llustracion comparativa entre los estadios de la gonada y los tipos de ovocitos que se
encuentran en ella. O. ovarios, VG. Vejiga natatoria.
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Para el caso de los machos, no se realizd la medicion de los diametros promedio de las
células presentes durante el desarrollo gonadal. Sin embargo, también se evalué e incluyo
la informacién mas relevante que permita describir macro y microscopicamente el breve
desarrollo gonadal que se lleva a cabo en los machos.

En la Tabla 4, se resumen las caracteristicas macroscépicas de la gonada y los estadios

microscopicos detectados.

Tabla 4. Principales caracteristicas macroscopicas de la goénada masculina y los tipos de células
presentes por cada estadio de la génada.

Caracteristicas macroscopicas ) ] 3
i b Tipo de células presentes
de la génada

Estadio inmaduro. Génadas ***Espermatogonias
delgadas, rosadas y sin visibilidad ***Espermatocitos primarios
de los ductos espermaticos. ** Espermatocitos secundarios
*  Espermatidas

*  Espermatozoides

Estadio maduro. Génadas * Espermatogonias
blanquecinas, venacion marcada, ***Espermatidas
visibilidad de los ductos ***Espermatozoides

espermaticos.

*Escasa abundancia
**Poca abundancia

***Mayor abundancia
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En la Figura 54 se resume ambas descripciones de manera ilustrativa.

ESTADIO DE LA GONADA

TIPOS DE CELULAS PRESENTES

Estadio inmaduro

~
o

Espermatogonia S

Espermatocito
primario

Espermatocito
secundario

Espermatida

Espermatozoide

Espermatogonia

Espermatida

Espermatozoide

Figura 54. Tabla comparativa entre los estadios de la génada y los tipos de células que se encuentran en

ella. T. Testiculos, VG. Vejiga natatoria.
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10. DISCUSION

10.1 Acondicionamiento de la especie.
Para conservar viva a la carpita plateada Y. alta, fue necesario conocer sus requerimientos
bioldgicos basicos. Estos requerimientos pueden conocerse mediante el andlisis previo de
su medio ambiente (Zaniboni, 2010). Los parametros registrados de la temperatura, el pH,
el oxigeno disuelto y el espacio en el sitio de colecta, permitieron adecuar el estanque para
el acondicionamiento de la especie. Atencio (2001) menciona que para garantizar el éxito
de un cultivo debe de considerarse aspectos como la calidad del agua, la alimentacion y la
densidad de siembra. Aunque no se realizaron estudios previos sobre la dieta de Y. alta en
condiciones naturales, la especie se mostrd receptiva ante la dieta comercial implementada.
La disposicion de la especie ante la dieta balanceada puede explicarse debido a la
amplia variedad de articulos alimenticios que consume su género. De acuerdo a lo
reportado por Salgado y col. (2007), la alimentacién de los Cyprinidos en general, consta
de materia vegetal y animal, principalmente de zooplancton como los copépodos y los
cladoceros; las larvas de insectos; los gusanos y los moluscos. Otro de los parametros a
considerar como fundamentales para el manejo de la especie es el lugar donde se cultivan
los peces después de la cuarentena. Para evitar bajas, se requirié un estanque amplio y
circular que pudiese almacenar todos los ejemplares colectados. El area y forma del
estanque se decidié con base a los resultados obtenidos después de las primeras dos
cuarentenas. Se observd que los ejemplares después de la cuarentena en las jabas
rectangulares de 60 L no presentaron enfermedades. Posteriormente, al colocarse en
estanques rectangulares (92 cm x 154 cm x 250 cm) los ejemplares volvieron a presentar
enfermedades como hongos y bacterias, incluso heridas en el hocico y las aletas. Tanto el
espacio como el lugar de almacenamiento de los ejemplares en cultivo fueron importantes
ya que se observé que la densidad del cultivo también influye en el bienestar del pez. Al
colocarse los peces en el estanque circular (3 m de didmetro y una profundidad de 1 m), se
observo que los peces dejaron de presentar enfermedades y heridas. Por lo que se dedujo,
que los ejemplares se encontraban sanos, en un espacio amplio y circulares, ya que el nivel
de carga del cultivo no se llevaba al extremo, donde el acondicionamiento y la

adaptabilidad no se mostraban negativos para el pez (Llanes y col., 2011). Las

98



enfermedades presentadas durante la cuarentena pudiesen ser atribuidas al estrés que
presentaba el pez durante la captura, traslado y aclimatacion, produciendo un estado de
inmunodepresion (Garcia y col., 2002) y causando susceptibilidad a los agentes patdgenos,
y de seguir asi, incluso podrian mostrar una posible falla en el futuro desarrollo gonadal
(Rodriguez, 2012).

Para llevar a cabo el estimulo del desarrollo gonadal, se requirié de la aplicacion de
un fotoperiodo 14 h luz y 10 h oscuridad y una temperatura mayor a 19°C. Tanto la
temperatura del agua como las horas luz y oscuridad fungen como factores exdgenos
suficientes para sincronizar el inicio de la madurez de los ovocitos. Sin embargo, es
necesario complementar la accién de estos estimulos, con una dieta y una calidad del agua
Optimas, ya que se han observado como los principales factores que influyen en el

desarrollo gonadal del pez (Coward y col., 2002).

10.2 Caracteristicas cualitativas macroscépicas en hembras.

Kobelkowsky (2012) menciona que existen diferentes tipos de ovarios presentes en los
peces Teledsteos de acuerdo a su posicién y su relacion visceral. Los ovarios presentes en
los peces Teledsteos normalmente se encuentran rodeados por mesenterio y ligados a la
cavidad visceral o bien a la vejiga natatoria. En el caso de Y. alta, la génada se encuentra
adherida a los costados de la vejiga natatoria y no a la cavidad visceral, por otro lado, el
mesenterio rodea a la gonada. Koya y col. (1995) mencionan que existen dos tipos de
ovarios presentes en los peces Teledsteos: los gimnovarico y los cistovarico. Las
caracteristicas de los ovarios observadas en Y. alta muestran que presentan un ovario tipo
cistovarico, ya que el lumen del ovario se presenta continuo al oviducto (Gadekar, 2014).
Dentro de las caracteristicas utilizadas para la clasificacion macroscopica por estadios, se
observo que la coloracidn, la presencia de ovocitos y el porcentaje que cubre las gonadas de

la cavidad abdominal fueron los mas representativos.

10.3 Caracteristicas cualitativas microscépicas en hembras.
El andlisis histoldgico permitié determinar qué Y. alta presenta seis estadios durante su
desarrollo gonadal. Para cada estadio se observd que el tamafio del ovocito, el cambio de

las celulas foliculares, las caracteristicas de tincion y la distribucion de los diferentes
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estadios de ovocitos fueron los caracteres que mostraron mayor cambio. Montchowui y col.
(2012) mencionan que la identificacion de estos caracteres permite evaluar los diferentes
estadios del desarrollo gonadal.

El desarrollo gonadal de Y. alta mostr6 un desarrollo gonadal tipo sincronico por
grupos. Lo observado en las muestras histoldgicas concuerda con lo definido por Nejed y
col. (2004) sobre el tipo de desarrollo gonadal sincrénico por grupos. En este tipo de
desarrollo se presentan dos poblaciones dominantes de ovocitos en diferentes estadios.
Cabe sefialar que Aytekin y Yice (2008) comentan que los peces que presentan este
desarrollo tienen un solo desove por afio. Durante el periodo que Y. alta se mantuvo en
condiciones de cautiverio, solo se ha presentado una sola ocasion en el afio el desarrollo
gonadal de manera general hasta el desove.

El inicio del estudio sobre el desarrollo gonadal comenzo con la identificacion de las
ovogonias Yy el epitelio germinal. La identificacion del epitelio germinal permitié ubicar los
nidos de ovogonias. De acuerdo a lo establecido por Parenti y Grier (2004), el epitelio
germinal normalmente se encuentra relacionado con los nidos de ovogonias e incluso
algunas células de crecimiento primario como los ovocito primario.

Una vez ubicados y diferenciados los nidos de las ovogonias del epitelio germinal, se
identificaron el resto de los estadios establecidos (West, 1990). En el caso de las ovogonias,
éstas fueron identificadas en todos los estadios. Sin embargo, al inicio del sistema
fotoperiodo-temperatura, se observé que los nidos de ovogonias eran abundantes en
comparacion del resto de los estadios.

Es necesario comenzar la descripcion del desarrollo gonadal con las ovogonias, ya
que como lo mencionan Grier y col. (2007), estas células marcan el comienzo de la
foliculogénesis y la ovogénesis. Las ovogonias se observan con un nicleo altamente
basofilo. La forma de la célula presenta un aspecto esferoidal. Cek y col. (2001) mencionan
que la célula en este estadio se encuentra en el arresto de la fase meidtica. El arresto de la
fase meidtica en las ovogonias fue visible ya que la hematoxilina revela la tincion del
ADN, tifiendo las estructuras acidas, como el ndcleo de un color azul purpureo (Cruz-
Castan y col., 2014). La célula presenta cambios en su exterior cuando se encuentra en
estadio de ovogonia. Patifio y Sullivan (2002) consideran que en esta etapa cada una de las

ovogonias esta rodeada por una monocapa de celulas somaticas de la granulosa. Las células
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somaticas se encuentran formando una monocapa fuera de la ldmina basal y constituyen a
la teca. Debido a que las ovogonias se encuentran aglutinadas en los nidos no se logran
visualizar estas ceélulas, sin embargo, estan descritas para este estadio en los peces
Teleodsteos (Lubzens y col., 2010).

El siguiente estadio observado se describe con las caracteristicas presentadas en un
ovocito peri-nuclear. La principal caracteristica que se observa en este estadio es la
presencia de los nucléolos. Los nucléolos se presentan en la periferia del nucleo. Cabe
sefialar, que para algunas células se observan claramente los nucléolos pero no se
encuentran distribuidos precisamente en la periferia, ademas, de que el ndcleo no se
observa centrado en la célula. Estas células no se reportaron como ovogonias puesto que las
caracteristicas presentes estan mas relacionadas a las caracteristicas descritas por West
(1990) para un ovocito primario. Gaspar (1995) clasifica éste tipo de célula como un tipo
de ovocito, que no es ovogonia, Si no que representa una especie de futuro ovocito
primario y que ademas ya ha llevado a cabo el arresto mei6tico. Este tipo de célula se ha
reportan incluso en algunos Teleosteos tales como Oncorhynchus mykiss (Grier y col.,
2007), Mystus montanus (Arockiaraj y col., 2004) y Siganus rivulatus (Moharram vy col.,
2011). En el caso de los Cyprinidos como Rutilus frisii kutum (Heidari y col., 2009), Danio
rerio (Aytekin y Yice, 2008) y Rutilus rutilus (Paull y col., 2008). Para algunas especies de
Cyprinidos incluso se han clasificado las células en estadio peri-nuclear en diferentes fases,
segun lo reportado por Rutaisire y Booth (2004) en Labeo victorianus que presenta tres
tipos de ovocitos peri-nucleares: pre-perinuclear, peri-nuclear temprano y peri-nuclear
tardio.

En el caso de las células foliculares, se observan dos capas compuestas por dos tipos
de células diferentes, la teca y la granulosa. Para el caso del estadio de alveolo cortical, la
zona radiata ya se observa, aunque es delgada. La teca no cambia y las células foliculares se
observan cuadradas. La conformacion de las células foliculares se reporta comunmente de
la misma manera para este estadio (Cabrita y col., 2008). Estos ovocitos se clasifican como
alvéolos corticales debido a la ubicacién inicial de los mismos en la célula. Sin embargo,
aumentaran a medida que crecen primero en tamafio y numero, y posteriormente
disminuiran (Patifio y Sullivan, 2002). Aunque la descripcion microscopica del ovocito en
estadio alveolo cortical durante el desarrollo gonadal coincide entre los diferentes
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Telebsteos, esto no sucede con respecto a que fase pertenece ya sea pre-vitelogenesis o
vitelogénesis. En los peces Teledsteos se encuentra reportado por Gaspar (1995), Tyler y
Sumpter (1996), Patifio y Sullivan (2002), Anton (2004), Gier y col. (2007) y Valdebenito
y col. (2011) que el ovocito que presenta alveolos corticales se clasifica en la fase de pre-
vitelogénesis. Por el contrario Lubzens y col. (2010) mencionan que este tipo de ovocitos
pertenecen a la fase de vitelogénesis. En el caso de algunos Cyprinidos como Garra rufa
(Bardakci y col., 2000), Tinca tinca (Pinillos-Bueno, 2006), Danio rerio (Aytekin y Yice,
2008; Okuthe y col., 2014) y Prochilodus argenteus (Thomé y col., 2012) el estadio de
alveolo cortical se clasifica como pre-vitelogénico. Por otro lado, en Puntius conchonius
(Cek y col., 2001), Labeo victorianus (Rutaisire y col., 2005), Rutilus frisii kutum (Heidari
y col., 2009), Barbus luteus y Varicorhinus trutta (Rahemo y Al-Shatter, 2012) este estadio
se clasifica en la fase de vitelogénesis.

En el caso de Y. alta, el estadio de alveolo cortical se clasifica dentro de la fase pre-
vitelogénesis por dos razones. La primera, debido a la clasificacion utilizada por West
(1990), quien menciona a este estadio como pre-vitelogénico. La segunda, debido a que los
alveolos corticales estan formados de carbohidratos y lipidos sintetizados dentro del
ovocito, que no tienen relacion con el auténtico vitelo que se forma a partir de una serie de
proteinas precursoras que se encuentran en el exterior del ovocito y luego viajan hacia su
interior (Anton, 2004). De igual manera Jalabert (2005), menciona que el término
"vitelogénesis™ hace referencia a la acumulacién del vitelo lipoproteico proveniente de una
precursora hepatica que viaja por la sangre hasta llegar al ovocito que es la vitelogenina
(VTG).

La fase de vitelogénesis se divide en tres sub-estadios debido a los distintos patrones
de acomodo de los granulos. Los granulos presentes a los estadios pertenecientes a esta
fase vitelogénica pueden ser una mezcla de proteinas, azUcares, lipidos, vitaminas y
minerales, que son sintetizados enddgenamente y que son necesarios para el desarrollo del
embrion (Hiramatsu y col., 2005). Sin embargo, Patifio y Sullivan (2002) mencionan que
dentro de esta mezcla las proteinas y lipidos se encuentran como la mayoria. La evidencia
de la acumulacion y la organizacion de las proteinas se hace visible con la tincién de H/E,
ya que la eosina, al ser &cida, tifie de una tonalidad rosa a las estructuras basicas como la

mayoria de las proteinas citoplasmaticas (Garcia y col., 2006; Anzaldua y col., 2007). En
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los tres estadios de vitelogénesis descritos para Y. alta, los lipidos se observan en forma de
espacios en blanco. La visibilidad de éstos no fue posible observar debido a la técnica
histologica utilizada. Para poder observar los lipidos existen otros tipos de fijadores y
colorantes recomendados como los mencionados por Eltoum y col. (2001).

Durante la fase de vitelogénica se observa un incremento del didmetro entre el estadio
de alveolo cortical y el primero de los estadios de ésta fase. EI aumento del didmetro se
determina segun Jalabert (2005) como una especie de filtrado del vitelo. Sin embargo,
también menciona que la reorganizacion del vitelo es diferente entre las especies de peces.
Cabe mencionar que las vitelogeninas que conforman al vitelo se encuentran de manera
abundante en la sangre de las hembras durante la vitelogénesis (Lubzens y col., 2010). La
acumulacién de estas vitelogeninas explica el incremento en el torrente sanguineo que se
observa conforme avanzan los ultimos tres estadios de desarrollo gonadal.

Dentro de las principales caracteristicas observadas en los estadios IV y V es la
aparicion de las micro-vellosidades. En el estadio IV, estas micro-vellosidades se observan
de aspecto cubico y en el estadio V tienen forma cilindrica. Aunque parecian estructuras
aparentemente no ligadas a ninguna otra de las observadas en los estadios anteriores, éstas
micro-vellosidades forman parte de la zona radiata. La zona radiata se encuentra
compuesta por una superficie externa y una interna. La superficie interna tiene la funcién
de proteccion y la superficie externa (micro-vellosidades) tiene la funcion de adhesion del
futuro huevo al sustrato (Riehl y Patzner, 1998; Shabanipour y Hossayni, 2010). Sin
embargo, también se menciona que las micro-vellosidades observadas tienen la funcion de
realizar un intercambio de materiales organicos entre las células de la teca y de la granulosa
con el ovocito (Srijunngam y col., 2005; Huaquin y Arratia., 2002).

Las micro-vellosidades presentadas por Y. alta morfolégicamente son similares a las
presentadas en otros Cyprinidos como Rutilus frisii kutum (Heidari y col., 2009) y Danio
rerio (Kog, 2010). No obstante, aunque la estructura basica de la zona radiata y los
procesos de su desarrollo pudieran ser similares entre Y. alta en otros Cyprinidos existe una
variacion considerable. La variacién se encuentran ligada al tipo de habitat en el que se
desarrolla la especie (Srijunngam y col., 2005).

En el estadio VI, una de las caracteristicas destacables es la aparicion del micropilo.

La aparicion del micropilo indica no solo la dltima fase de la vitelogénesis, sino que
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ademas, la maduracion del ovocito. De acuerdo a lo reportado por Thomas y Pace (2002),
la formacion del micrépilo indica la terminacion de la primera fase meidtica que se
encontraba arrestada desde la fase pre-vitelogénica. Por su parte, Jalabert (2005) menciona
que la maduracion del ovocito se encuentra relacionado no solo con la aparicion del
micropilo, sino que ademas indica la ruptura de la vesicula germinal (VG). La ruptura de la
VG revela la segunda division meidtica, que permanecera blogueada en la metafase Il hasta
la fertilizacion.

En este estudio en los Gltimos muestreos biométricos, se encontraron escasos 0vocitos
atrésicos. Linares-Casenave y col. (2002) mencionan que la atresia se lleva a cabo en peces
cultivados debido a que exhiben un acelerado crecimiento y maduracion del ovocito. Por
otro lado, Diaz (2010) menciona que la causa principal de la atresia es debido al estrés
ambiental como podria ser el fotoperiodo o la temperatura y la nutricién. Cabe mencionar
que solo una hembra present6 ovocitos atrésicos, por lo que no es representativo como para
determinar que el fotoperiodo, la temperatura o la alimentacién empleados durante el
desarrollo gonadal, pudiesen generar estrés en los peces, y por ende, causar la atresia.
Ademas, la atresia folicular es un evento que se presenta normalmente en el desarrollo
gonadal. La atresia se determina como un proceso estratégico establecido dentro del ciclo
del desarrollo gonadal, que permite un reciclaje energético bajo condiciones adversas
(Valdebenito y col., 2011).

10.4 Caracteristicas cualitativas macroscopicas en machos.

El tipo de testiculo que presenta Y. alta concuerda con lo reportado para la mayoria de los
peces Teledsteos. Los testiculos observados en la especie son pareados y se encuentran
adheridos a la parte dorsal del pez gracias al mesorquium, como lo reportaron Grier y
Uribe-Aranzabal (2009). Se describe més a detalle la conformacion de este tipo de testiculo
en Cyprinidos como Labeo parvus (Montchowui y col., 2012), Labeo victorianus (Rutaisire
y col., 2005) y Cyprinus carpio (Smith y Walker, 2004). Ademas, al igual que en otros
Teleodsteos se observo que la gonada inactiva llega abarcar entre el 0.2 al 10% de la cavidad
abdominal; los testiculos son alongados, de color blanquizco o rosado. De acuerdo a lo
reportado por Gaspar (1995) Y. alta presenta, al igual que en otros peces Teleosteos, los
testiculos fusionados en la parte posterior de la gonada y al mismo tiempo al poro anal.
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Aunque en el estadio inmaduro no se logra observar macroscopicamente la presencia
de ductos espermaéticos, en los estadios maduros si. Los ductos espermaticos son visibles
normalmente cuando la gbnada se encuentra mas activa y madura (Gaspar, 1995). Aunque
Coward y col. (2002) mencionan que en los Teleosteos se observa un ducto espermatico a
través de cada testiculo, los ductos espermaticos en Y. alta se hacen mas visibles
macroscopicamente de la parte media del testiculo hasta el poro anal.

Se observo expulsion de semen ante la opresion ventral del pez. Este fendmeno es
normal que se presente en el estadio maduro de acuerdo a lo reportado por Pinillos (2006) y
Brown-Peterson y col. (2011), ya que el testiculo se encuentra hidratado y el esperma se

eyacula, fenémeno conocido como espermiacion.

10.5 Caracteristicas cualitativas microscopicas en machos.

De acuerdo a la estructura microscopica observada se determiné que Y. alta presenta un
testiculo del tipo tubular. Segun lo reportado por Parenti y Grier (2004) en la descripcion y
clasificacion de los tipos de testiculo en peces 6seos primitivos, como los Cypriniformes,
Characiformes y Salmoniformes, se considera que tienen un testiculo del tipo tubular.

Al igual que en el analisis macroscopico, se observan cambios en los ductos
espermaticos a través del desarrollo gonadal. Los ductos se encuentran llenos de
espermatozoides en la fase madura de la gonada, contrario a la fase inmadura. Estas
caracteristicas histologicas nos permiten determinar microscopicamente el estadio de la
gonada, tal y como se reporta para los peces Teledsteos (Sierra-De la Rosa, 2007) o en
Cyprinidos como en Leporinus obtusidens (De Gonzo y col., 1995).

De acuerdo a lo mencionado por Kobelkowsky (2007), los testiculos de los
Teledsteos son compactos y recorridos por conductos testiculares o ductos espermaticos
(Nobrega y col., 2009). En el analisis histologico se observd que Y. alta presenta estos
ductos principales que recorren todo el testiculo. Sin embargo, el ducto presenta diferente
conformacién en la parte apical y final del testiculo. Esto es debido a que se ha reportado
tanto para peces 0seos (Lahnsteiner y col., 1994; Lahnsteiner y col., 1993; Vicentini y col.,
2001) como para algunos Cyprinidos como Leuciscus cephalus (Walter y col., 2005),
Alburnus alburnus y Vimba vimba (Lahnsteiner y col., 1994) donde los ductos
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espermaticos pueden dividirse en dos partes: a) ductos testiculares principales y b) ductos
espermaticos. La seccion que se denomina ducto testicular principal, se ubica en la zona en
que los ductos estdn en contacto con los tubulos seminiferos. Por otro lado, los ductos
espermaticos se encuentran en la zona caudal de los testiculos y no se encuentran en
contacto con los tabulos seminiferos. Posteriormente, los dos ductos esperméticos se unen
en un solo ducto, tal como se menciona en los resultados observados. Aunque Y. alta
cumple con las caracteristicas anteriormente mencionadas, también se observé que en la
parte final caudal del testiculo (ducto espermatico) entra en contacto con otro tipo de ducto.
Coward y col. (2002) mencionan que el ducto espermatico se conduce a la parte urinaria
situada en entre el recto y los ductos urinarios. Aunque de acuerdo a lo observado pareciera
que el ducto espermatico se une a otro ducto, esto no sucede asi. Lahnsteiner y Patzner
(2009) indican que los ductos espermaticos y los urinarios pasan por separado a través de
una papila urogenital comdn. Ambos ductos se alinean por medio de un madsculo del
esfinter estriado. Entre estos ductos se encuentran un par de ligamentos de musculos liso.

Por otra parte, la distribucion y la presencia del epitelio germinal se observa variable
entre los diferentes estadios del desarrollo gonadal. En el estadio inmaduro el epitelio
germinal es mas abundante que en el estadio maduro. La diferente conformacion del
epitelio germinal es uno de los cambios que se observan para diagnosticar la maduracion de
la gbnada durante la temporada reproductiva (Grier y Taylor, 1998; Parenti y Grier, 2004).

En la fase temprana, el epitelio germinal se distingue claramente a cualquier altura
del testiculo, indicando la ausencia de espermiacién, por lo tanto la gbnada se encuentra en
un estadio inmaduro. Conforme avanza el desarrollo gonadal el epitelio germinal se hace
menos visible y los I6bulos se observan cada vez més cerca de los conductos espermaticos.
Aunque el epitelio germinal se observe discontinuo y los I6bulos parecieran desaparecer,
esto no sucede. El epitelio germinal continta en la periferia de los l6bulos (Brown-Peterson
y col., 2002).

La identificacion de los estadios se llevd a cabo al inicio del muestreo de acuerdo a lo
establecido por Schulz y col. (2010). La génada inmadura, permitié la identificacion de
todos los estadios. Parenti y Grier (2004) mencionan que existen tres estadios que presentan
los machos de los peces Teleosteos: el temprano, el medio y el tardio. Para el estadio

temprano, se distinguen mayormente las espermatogonias. En el estadio medio se observan
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mayormente espermatocitos uno y dos. En el estadio tardio, dominan las espermatogonias y
los espermatozoides. Sin embargo, durante los muestreos solo se observaron dos tipos de
testiculos: el inmaduro con la presencia de escasas espermatogonias y espermatozoides; y el
estadio maduro, las espermatogonias y los espermatozoides dominan las areas de los
I6bulos y hay una abundancia de espermatozoides en los I6bulos y los ductos espermaéticos,
lo que indicd la finalizacion de la espermatogénesis. Por lo tanto, no solo se demuestra la
maduracion de la génada masculina, sino que ademas, el esperma se encuentra listo para
llevar a cabo la fertilizacion (Schulz y Miura, 2002). La diferencia de la clasificacion de
los estadios reportados en algunos peces Teledsteos, en comparacion con los obtenidos con
Y. alta se relaciona con lo mencionado por Billard (1986) y Coward y col. (2002) quienes
opinan que los eventos que se llevan a cabo en la espermatogénesis son diversos a través de
las estructuras de los tipos de testiculos.

La identificacion de los diferentes estadios de las células es cominmente conocida
para todos los peces 6seos (Brown-Peterson y col., 2011). La diferencia principal para
distinguir los estadios se basa en el tamafio que alcanzan las diferentes células. Las células
de mayor tamarfio son las espermatogonias, posteriormente los espermatocitos, seguido de
las espermatidas y por ultimo, los espermatozoides que fueron las mas pequefias. Esto
coincide con lo reportado por Grier y Uribe (2009).

Ademas del tamafio, las espermatogonias son esféricas, semitransparentes y con un
nucleo bien definido. Aunque normalmente para los peces Teledsteos se han reportado dos
tipos de ovogonias: a) tipo A y b) tipo B (Hess y De Franca, 2008; Grier y Uribe, 2009;
Brown-Peterson y col., 2011). En el analisis histoldgico de Y. alta, solo se identifica un tipo
de espermatogonia. Hess y De Franca (2008), mencionan que para realizar investigaciones
sobre la clasificacion de los tipos de ovogonias presentes en una misma especie, se
requiere utilizar diferentes herramientas a las técnicas de rutina. En el caso de Danio rerio,
Leal y col. (2009) mediante una técnica inmuno-histoquimica, reportan nueve tipos de
espermatogonias diferentes durante la espermatogénesis, cuatro sub-clasificaciones
relacionadas al tipo A y cinco sub-clasificaciones para el tipo B. En el caso de Rutilus
rutilus, una vez identificados los tipos de espermatogonias presentes en la gonada mediante
la técnica de tincion Hematoxilina/Eosina, se analizo la distribucién y abundancia que estas

presentan en los diferentes estadios de la génada (Paull y col., 2008). Aunque para el caso
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de Y. alta se podria realizar la metodologia mencionada anteriormente, se tendria que
identificar primero cuantos tipos de espermatogonias presenta la especie durante la
espermatogénesis.

La diferencia entre la espermatogonia y el espermatocito esta determinada por el
tamafio y la tincion del nacleo. El espermatocito se muestra con un nucleo mas enunciado
debido a la actividad meidtica que presentan (Uribe y col., 2010). Dentro de los resultados
obtenidos, los espermatocitos primarios se mostraron en mayor cantidad y de facil
identificacion en comparacion de los espermatocitos secundarios, esto es debido a que los
espermatocitos secundarios se dividen rapidamente para llevar a cabo la generacion de las
futuras espermatidas (Grier y Uribe, 2009).

Por ultimo, la identificacion entre espermatogonia y espermatozoide se llevo a cabo
en el estadio maduro de la gbnada, ya que como se mencionO anteriormente, éste es el
estadio donde se encuentran ambas células de manera abundante. Las espermatidas
muestran un ndcleo méas marcado y su morfologia es mas esférica que el espermatozoide,
éstas caracteristicas son utilizadas para distinguir ambas células durante la

espermatogénesis en los peces 6seos (Hess y De Franca, 2008).

10.6 Analisis cuantitativo macroscopico y microscopico de hembras.

De los anélisis de correlacion realizados, la correlacion Peso total del pez vs. Peso de la
gonada fue la que mostrd una mayor correlacion. De acuerdo a los resultados obtenidos y lo
mencionado por Calvo y Dadone (1972), entre mayor sea peso del pez, mayor sera el peso
de la génada, lo que indica el avance del desarrollo gonadal.

La distribucion de la frecuencia del diametro de los ovocitos junto con la tabla
comparativa de las hembras, proporcionan dos datos importantes: a) los diametros de los
ovocitos y b) el tipo de ovocito a que pertenece cada didmetro. En la distribucion de las
frecuencias se observan los diametros de los ovocitos dominantes, y en el caso de la tabla
comparativa, se puede relacionar con el tipo de diametro y a qué estadio de ovocito
pertenece. Ambos datos permiten establecer el tipo de desarrollo gonadal que presenta Y.
alta. La distribucion de las frecuencias de los diametros de ovocitos muestran picos o
grupos predominantes de ovocitos, revelando el tipo de desarrollo de la especie (Villamil-
Moreno y Arias-Castellanos, 2011). Los resultados obtenidos muestran que para cada
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gréafico, se observan siempre dos picos, lo que permite confirmar que Y. alta presenta un
desarrollo gonadal del tipo sincrénico por grupos.

Cabe mencionar que una vez que se conoce la distribucion de frecuencias del
desarrollo que presenta normalmente la génada de Y. alta, dicha informacién puede ser
utilizada posteriormente para otros fines reproductivos. Ya que se pretende contribuir a la
optimizacion sobre la reproduccion de la especie bajo condiciones de cautiverio, el uso de
la distribucion de frecuencia podria establecer una mejora en la fertilizacion in vitro bajo tal
como se realizé con el Cyprinido Puntius tetrazona, (Dominguez-Castafiedo y col., 2014).
Por otro lado, se puede hacer un diagndstico sobre la calidad del agua del cultivo. Si el
medio de cultivo en que se encuentre Y. alta presentara algun tipo de contaminante, la
distribucion de frecuencia se veria modificada, tal como lo reporta Patrigniani (2014) para
Danio rerio.

Los diametros obtenidos por estadio en Y. alta presentan similitud con los reportados
en otros Cyprinidos. Incluso, presenta similitud con especies comerciales como Cyprinus
carpio y Danio reiro. Los diametro de los primeros estadios obtenidos en Y. alta se
observaron similares a los reportados para Danio rerio (Aytekin y Ytce, 2008) y Rutilus
frisii kutum (Heidari y col., 2009). Comparando los didmetros de los Gltimos estadios entre
Danio rerio y Y. alta, ésta ultima presenta un mayor diametro que el primero. En el caso
Rutilus frisii kutum y Y. alta, Y. alta presenta un didmetro mas pequefio en los comienzos
de la vitelogénesis. En el caso de Labeo parvus (Montchowui y col., 2012) y Y. alta
presenta un didmetro promedio mayor para todos los estadios. Sin embargo, Labeo
victorianus que pertenece al mismo género que L. parvus, presenta similitud en el didmetro
de todos los estadios a excepcion del reportado para las ovogonias (Rutaisire y Booth,
2004). Por ultimo, se observo que el diametro promedio reportado para los estadios de

Cyprinus carpio (Smith y Walker, 2004) y los encontrados en Y. alta son similares.
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10.7 Tabla integrativa macroscopica y microscopica para ambos sexos.

La tabla comparativa y las imagenes son dos elementos que permiten entender el
mecanismo del desarrollo gonadal de cada especie. No obstante, normalmente se reporta la
tabla comparativa y las ilustraciones microscopicas de los tipos de estadios de ovocitos de
manera independiente. Estos elementos se han reportado para algunos Cyprinidos como
Cyprinus carpio (Smith y Walker, 2004) y Puntius conchonius (Cek y col., 2001). Algunas
especies solo presentan uno de los dos elementos ya sea las imagenes o bien la tabla
comparativa como es el caso de Barbus luteus y Varicorhinuus (Rahemo y Al-Shatter,
2014), y solo se comenta las iméagenes obtenidas. En otras especies como Labeo parvus
(Montchowui y col., 2012), Labeo victorianus (Rutaisire y col., 2003) también es lo mismo.
Sin embargo, con la finalidad de conocer mejor el desarrollo gonadal de cualquier especie
es recomendable que se realice un andlisis macroscopico y microscopico. La informacién
descrita debe de estar al alcance de cualquier persona que desee conocer el desarrollo

gonadal de la especie (Dominguez-Castafiedo y col., 2014).
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11. CONCLUSIONES

1. Y. alta tiene la capacidad de adaptarse a las condiciones de cautiverio. Los datos
obtenidos en el presente trabajo, indicaron que el cultivo controlado de este pez, se puede
realizar sin mayor problema en estanques circulares y a una densidad de 50 reproductores
en 3,500 L de agua. Los pardmetros de la calidad del agua registrados en la presente
investigacion revelaron que las condiciones de cultivo fueron similares a las que imperan
en su ambiente natural. Ademas, esta especie aceptd bien el alimento balanceado, lo que
representd una gran ventaja para su manejo controlado. Al asegurar las condiciones éptimas
de calidad del agua del cultivo, una buena alimentacién y el control de las enfermedades,
permiti6 mantener una adecuada tasa de crecimiento y una baja tasa de mortalidad, y el
control y uso del fotoperiodo de 14 h luz y 10 h oscuridad, con una temperatura mayor a

l0s19°C, aseguré el desarrollo gonadal en ambos sexos.

2. El estudio macroscépico de las gbnadas de las hembras de Y. alta reveld que éstas se
encuentran adheridas a los costados de la vejiga natatoria, rodeadas por el mesenterio y
presentan un ovario de tipo cistovarico. Ademas, se reconocieron cinco estadios
macroscopicos del desarrollo gonadal, que se identificaron de acuerdo a la coloracion de las
gonadas, la presencia de ovocitos y el porcentaje que cubren las gonadas en la cavidad
abdominal. En el caso de los machos los testiculos son tubulares, pareados, estan adheridos
a la parte dorsal por el mesorgium y se fusionan en la parte posterior de la génada y al poro
anal manteniendo su independencia. Su conformacion es parecida a otros Cyprinidos y se
determinaron dos estados del desarrollo de los testiculos, el inmaduro y el maduro
separados de acuerdo al color, la forma y el porcentaje que cubren éstos en la cavidad

abdominal.

3. La caracteristica cualitativa microscopica de la gonada de las hembras de Y. alta permitio
determinar seis tipos de estadios de los ovocitos: I. Ovogonias, Il. Ovocito primario, I1I.
Alveolo cortical, IV. Vitelogénesis temprana, V. Vitelogénesis tardia y VI. Ovocitos
maduros. Ademas, presentd un desarrollo de tipo sincronico por grupos, con un solo desove

por afo. Se observo que las ovogonias estan presentes en todos los estadios y son mas
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abundantes al principio de la foliculogénesis y la ovogénesis. Los ovocitos peri-nucleares
presentaron numerosos nucléolos en la periferia del nicleo; algunas de estas células fueron
diferentes y podrian ser consideradas como ovocitos primarios o0 bien como un estadio peri-
nuclear en diferentes fases de desarrollo; en las células foliculares se observaron dos capas
bien definidas: a) la teca y b) la granulosa. En el estadio de alveolo cortical se reconocid
claramente la zona radiata que correspondié a un ovocito pre-vitelogénico; la fase de
vitelogénesis se dividid en tres sub-estadios, donde los lipidos se observaron como un
espacio en blanco debido a la técnica histologica utilizada. La principal caracteristica
observada en los estadios IV y V fue la aparicion de las micro-vellocidades cuyo aspecto
cambid de una forma clbica a una cilindrica; las micro-vellocidades forman parte de la
zona radiata y tienen la funcion de proteccion y de adhesion del huevo al sustrato y son
similares a las que presentan otros Cyprinidos, esta caracteristica permite agrupar a esta
especie en el grupo de carpas que presentan huevos adherentes. Finalmente, en el estadio
VI se observd la aparicion del micrdpilo lo que indicé la fase final de la vitelogénesis y la
maduracion del ovocito.

En el caso de los machos se definio un testiculo de tipo lobular y se identificaron dos
estadios; uno inmaduro y otro maduro que presentan cambios en los ductos espermaticos a
través del desarrollo testicular. Los testiculos son compactos y recorren los conductos
testiculares con una diferente conformacion en la parte apical y al final del testiculo. Los
ductos espermaticos se dividen en dos partes, los ductos testiculares principales y los
ductos espermaticos. En la parte final del testiculo se conducen hacia los ductos urinarios
pero pasan por separado a la papila urogenital. El epitelio germinal es méas abundante en el
estadio maduro y es una caracteristica para diagnosticar la maduracion de la génada
masculina durante la temporada reproductiva. Conforme avanzé el desarrollo gonadal el
epitelio germinal se hizo menos visible y los l6bulos se observaron cada vez mas cerca de
los ductos espermaticos. La génada inmadura se caracteriza por la presencia escasa de
espermatogonias y espermatozoides y en el estadio maduro las espermatogonias y los
espermatozoides dominan las areas de los l6bulos donde hay una gran abundancia de los
espermatozoides y en los ductos espermaticos, lo que indica la finalizacién de la
espermatogénesis. En los testiculos se manifestaron diferentes células con tamarios

distintos. Las de mayor tamafio fueron las espermatogonias, seguidas de los espermatocitos,
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las espermétidas y finalmente los espermatozoides que fueron los mas pequefios. Otra
caracteristica particular es que solo se identifico un tipo de espermatogonia, aunque

pudieran existir varios mas, lo que es un trabajo pendiente de estudiar.

4. Los resultados del analisis de correlacion de Pearson mostraron que en las hembras, la
relacion Peso total del pez vs. Peso de la gbnada fue la que alcanzé el valor mas alto, lo que
demostro que existe una relacién directa entre el peso total de las hembras y el peso de la
gonada. Esta caracteristica permite dar un seguimiento al desarrollo gonadal de las hembras
a lo largo de la temporada de reproduccién y calcular su estado de madurez con respecto al
peso total, lo que para fines de acuicultura es importante, ya que permite un manejo mas
eficiente de los reproductores sin tener que sacrificar a los peces. A su vez la distribucion
de frecuencia del diametro de los ovocitos permitié detectar al menos dos picos de grupos
dominantes de ovocitos, reforzando que Y. alta presenta un desarrollo gonadal sincrénico
por grupos. Dicha informacion es relevante sobre todo para fines reproductivos como por
ejemplo, la induccidn a la reproduccién mediante el estimulo de la inyeccion de hormonas
heteroplasticas sintéticas y la fertilizacion in vitro, para optimar los eventos reproductivos y
lograr una mayor produccion de huevos, larvas y crias, ya sea para propoésitos de cultivo o
bien para la repoblacion.

5. Un aspecto que se considera de gran relevancia es la elaboracion de tablas comparativas
que agrupen tanto las descripciones macroscopicas como las microscopicas del desarrollo
gonadal de ambos sexos en los peces Teledsteos. La finalidad de estas tablas es conocer
mejor el desarrollo gonadal de cualquier especie, no obstante son pocos los trabajos de
investigacion que las presentan. En ésta investigacion, se incluyeron ambas tablas para que
estén al alcance de las personas que deseen conocer el desarrollo gonadal de la carpita
plateada Y. alta. Esta informacion representa la integracion total de la investigacion de una
manera visual y practica, que serd de utilidad para los trabajos a futuro de esta especie

nativa que se encuentra sometida a fuertes presiones antropogénicas y ambientales.
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