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Resumen

El desarrollo de la tecnologia de cultivo del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma
estor ha tenido grandes avances en los ultimos afos, sin embargo, aun existen
aspectos de su biologia por describir que pudieran aportar al manejo eficiente de
la especie en cautiverio. En este trabajo se describié el desarrollo embrionario y
se evaluaron diferentes tipos y tiempos de corte de filamentos adherentes de
huevos de C. estor a lo largo de distintas etapas de desarrollo. Se determin6 que
ni el tipo ni el tiempo de corte afecta a la sobrevivencia a la eclosion, obteniendo
alta supervivencias (70 a 88%) con excepcion del tratamiento control en los que
no se cortaron los filamentos adherentes.

Ademas, durante el desarrollo del trabajo, se identifico y describié por primera
vez el dimorfismo sexual en ésta y otra especie de pez blanco, C. promelas.
Dicho dimorfismo sexual presente en individuos adultos de ambas especies
consiste en que el tamafio de la aleta anal en machos es mayor que en hembras
llegando a cubrir el poro genital, siendo informacién util para el sexado rapido de
reproductores de estas especies.

La informacidon generada en este trabajo tiene un impacto significativo en el
manejo de organismos reproductores y huevos de pez blanco de Patzcuaro en

cautiverio.



1. Introduccién
1.1 Estatus de la Acuicultura en el mundo

El sector acuicola y pesquero abarca el conjunto de actividades que tienen
origen en el aprovechamiento de los recursos de la flora y fauna acudticas, se
especializa en la captura y el cultivo de esos recursos, su transformacion y
comercializacion. Es parte del quehacer econdmico nacional y adquiere vital
importancia en la generacion de alimentos de alto valor nutritivo, empleo e
ingresos econdmicos para la poblacién, asi mismo, es una fuente de insumos
para la industria alimentaria y de divisas para el pais (Alvarez et al., 1999).

La produccién acuicola se estimé en 178 millones de toneladas de animales
acuaticos en 2020, lo que supone un ligero descenso en comparacién con el
récord historico de 179 millones de toneladas registrado en 2018, ésta
produccion equivale a un suministro per capita tedrico de 20,2Kg (equivalente en
peso vivo), de los cuales un 49% de esta cantidad correspondi6 a la acuicultura
(Tabla 1), (FAO, 2022).

PRODUCCION MUNDIAL DE LA PESCA Y LA ACUICULTURA

Decenio Decenio Decenio
de 1990 de 2000 de 2010

Promedio anual

Millones de toneladas {equivalente en peso vivo)

Produccién
Pesca de captura:
Continental 7.1 9,3 11,3 12,0 121 11,5
Marina 81,9 81,6 79,8 84,5 80,1 78,8
Total de la pesca de captura 88,9 90,9 91,0 96,5 92,2 90,3
Acuicultura:
Continental 12,6 25,6 44,7 51,6 53,3 54,4
Marina 9,2 17,9 26,8 30,9 319 33,1
Total de la acuicultura 21,8 43,4 71,5 82,5 85,2 87,5
Lo P ce ey 1107 134,3 162,6 178,9 177,4 177,8
Utilizacién®
Para el consumo humano 81,6 109,3 143,2 156,8 158,1 157.4
No destinado al consumo humano 29,1 25,0 19,3 22,2 19,3 20,4
Poblacién (miles de millones)* 57 6.5 7,3 7,6 7 7,8
Consumo aparente per capita (kg) 14,3 16,8 19,5 20,5 20,5 20,2

Tabla 1. Produccién de la Pescay la acuicultura



La acuicultura sigue creciendo mas rapidamente que cualquier otro sector de
produccion de alimentos de origen animal y, a mayor ritmo que la poblacién. El
incremento del suministro per capita de productos acuicolas pas6 de 0.7Kg en
1970 hasta 7.8Kg en 2006, lo que representa una tasa de crecimiento media
anual del 6.9%. Se espera que la acuicultura supere a la pesca de captura como
fuente de pescado para la alimentaciéon (FAO, 2010), ademas de tener menos
impactos ambientales que la agricultura (Holmer et al., 2008; Duarte et al.,
20009).

Es en este escenario, que la acuicultura marina dependera de la
disponibilidad de agua sin contaminantes (Verdegem et al. 2005), pero también
es cierto que no excedera los niveles disponibles como lo hace la agricultura
(Duarte et al. 2009).

En 2006, el numero estimado de acuicultores en el mundo era de casi 9
millones, mas aun por cada persona empleada en el sector primario, se estima
gue podria haber cuatro personas empleadas en el sector secundario (que
engloba la elaboracién del pescado, su comercializacion y las industrias de
servicios), lo que indica que hay empleados unos 170 millones de personas en la
industria. Teniendo en consideracién a los individuos dependientes, unos 520
millones de personas podrian depender del sector, es decir, practicamente el 8%
de la poblacion mundial (FAO, 2010).

Dicha informacién adquiere mayor relevancia ya que el 80% de las
pesquerias sobre las que se dispone de informacion han sido registradas como
plenamente explotadas o sobreexplotadas y por ello requieren de una gestion
eficaz y precautoria (FAO, 2010).

El analisis de la produccion por regiones del periodo 1970-2006 muestra que
el crecimiento no ha sido uniforme (Gréafica 1). América Latina y el Caribe
presenta la mayor tasa de crecimiento medio anual (22,0 %), seguida por el
Cercano Oriente (20,0 %) y Africa (12,7 %) (FAO, 2010).
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Gréfica 1. Produccién acuicola mundial: variacion del crecimiento por regién desde 1970, FAO2010

En 2006, mas de la mitad de la produccion acuicola mundial estaba
compuesta por peces de agua dulce. La produccién ascendié a 27.8 millones de
toneladas. Ese mismo afo, los moluscos constituyeron el segundo mayor grupo,
con 14.1 millones de toneladas (27 % de la produccion total). Los crustaceos,
aungque en cantidad mucho menor alcanzaron un valor significativo de 4.5

millones de toneladas (Gréfica 2).
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Grafica 2. Produccién acuicola mundial: Principales grupos de especies 2006.
FAO 2010.



Uno de los mayores problemas que enfrenta la acuicultura es la produccion
de larvas totalmente viables que lleguen a edad adulta, ya que las mortalidades
mas grandes ocurren en el estado larvario (Watanabe y Kiron 1994; Martinez-
Palacios et al. 2008).

1.2 Acuicultura en México

En México, la acuicultura nace como una actividad complementaria de apoyo
social gubernamental a las comunidades rurales, con lo cual se pretendia
incrementar el consumo de proteina animal y mejorar asi los niveles
nutricionales de la poblacion (Juarez-Palacios, 1987).

Los estudios realizados por el Instituto Nacional de la Pesca muestran que,
del total de las pesquerias evaluadas, 27% se encuentra en deterioro, 53% en
un maximo aprovechamiento y, solamente un 20% tiene posibilidades de
aumento de la produccién. Considerando lo anterior, la acuicultura representa
una alternativa real para ampliar la oferta de alimentos en el pais, contribuyendo
a la seguridad alimentaria, la generacion de divisas y creando fuentes
permanentes de empleo, asi como estimulando el desarrollo regional (FAO,
2010).

Las especies involucradas en actividades de acuicultura en México
comprenden peces, moluscos y crustaceos (Grafica 3). EI niumero total de
especies son 64, 26 especies de peces dulceacuicolas (9 nativas, 14
introducidas y 3 hibridos), 5 especies de peces marinos (nativos), 14 de
moluscos marinos y salobres (12 nativas y 2 introducidas), 6 de crustaceos
dulceacuicolas (4 nativas y 2 introducidas), 7 de crustdceos marinos (todos
nativos) y 6 especies de anfibios (5 nativas y 1 introducida) (Carta Nacional
Pesquera, 2004).
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Gréfica 3. Produccion de la Acuicultura reportada de México (a partir de 1950)

(Carta Nacional Pesquera)

En México las actividades del subsector primario se ubican en los litorales del
pais, aguas interiores y en extensas areas de lagunas costeras. Las plantas
industriales y de procesamiento del subsector secundario tienden a agruparse en
las zonas de concentracion de la produccion primaria. (Carta nacional pesquera.
2004)

La diversidad de procesos productivos que incorpora el sector y su
distribucion geografica, en particular los vinculados con la captura y el cultivo, se
realizan de forma comunitaria y por medio de técnicas tradicionales, haciendo
que el sector sea un importante generador de condiciones promotoras del
desarrollo social (Alvarez et al., 1999).

La necesidad de desarrollar tecnologias de cultivo para las especies nativas
estd motivada por la expectativa de diversificacion de la actividad acuicola en
nuestro pais, de crear una industria propia que responda a las preferencias
regionales de mercados ya existentes y que esté orientada hacia la
sustentabilidad de los cultivos y de los recursos silvestres, ante el riesgo de
disminucién de la diversidad debido a la introduccion de especies exaticas,
tratando de prevenir los efectos nocivos de esto, asi como los residuos

generados por ésta actividad (Rojas y Mendoza, 2000; FAO, 2010).



Teniendo en cuenta esta necesidad, Ross y Beveridge (1995) identificaron
tres criterios a considerar para el desarrollo de la acuicultura de especies
nativas: economia, biotecnologia y desarrollo ambiental. Debido a que al crear
una produccidon semi-intesiva o intensiva, se requiere generar informacion
biotecnoldgica con base en varios aspectos de la produccion acuatica (Ross et
al. 2008). Debido a lo anterior, uno de los hitos por alcanzar para el desarrollo
exitoso de la biotecnologia de cultivo de cualquier especie es el control de la

reproduccién y la produccién masiva de larvas.

1.3 Aspectos béasicos de reproduccidn en peces

El control de la reproduccibn en peces en cautiverio consta desde la
adecuada seleccion del inventario de reproductores, la generacion de un
adecuado alimento, el desarrollo de metodologias de manejo de reproductores y
variables ambientales (temperatura, salinidad y fotoperiodo), control de calidad
de huevo e incubacion embrionaria con la finalidad de lograr cerrar el ciclo de
vida en cautiverio (Bromage et al., 1992).

En cuanto a la calidad de huevo e incubacion embrionaria se refiere, es
indispensable contar con un alimento adecuado, asi como un control optimo de
las variables ambientales que puedan afectar ambos. Es decir, los requisitos
primarios para tener un buen desarrollo embrionario son: temperatura, luz,
fertilidad, tamafno y calidad del huevo, estado nutricional de reproductores,
ausencia de estrés y patdgenos, que pueden ser todos controlados bajo
condiciones de cautiverio (Bromage and Roberts, 1995 ; Schreck et al. 2001,
Brooks et al. 1997; PankHurst and Van Der Kraak 2011; Bobe and Labbé 2010)

Temperatura.
Al ser organismos poiquilotermos, es indispensable que los peces se encuentren
en los intervalos Optimos de temperatura para la especie para lograr la

maduracién de los gametos y desoves naturales. La temperatura entonces es



una variable ambiental permisible, para las actividades reproductivas de peces.
(Bromage et al. 1992, Bromage and Roberts,1995).

Fotoperiodo.

El fotoperiodo, en breve definido como las horas de luz y obscuridad es la
variable ambiental mas importante para la sincronizacion de los procesos
fisiologicos en los seres vivos incluyendo la reproduccion (Abdollahpour et al.,
2020). Por lo que el fotoperiodo utilizado como biotecnologia permite simular la
época reproductiva (verano o primavera constante por ejemplo) durante todo el
afio garantizando la actividad reproductiva constante especialmente en especies

de desarrollo ovérico asincronico (Cristian-Martinez Pers. Comm)

Fecundidad y tamafio del huevo.

Una gran diferencia entre peces y animales terrestres es su fecundidad ya que
los primeros producen un gran numero de huevos (Bromage and Roberts, 1995).
Uno de los factores mas importantes y que define el nimero y dimension del
huevo es el tamafio de los reproductores. En salménidos, cuando un individuo
incrementa su talla (Longitud Total) generalmente incrementa su fecundidad, asi
como el didmetro de los huevos producidos. Otro factor importante es el
genotipo de los reproductores (Bromage et al. 1990). En contraste a esto, la
edad del pez parece ser menos importante en cuanto a la fecundidad, siendo

este, un factor méas bien ligado al tamafio.

Alimentacion.

La dieta diaria y estacional de los reproductores tiene un efecto directo en la
fertilidad y el tamafio del huevo en salménidos (Springate et al. 1985; Jones and
Bromage, 1987; Bromage and Cumaranatunga 1988; Bromage et al. 1992).
Alimentarlos diariamente con dietas restringidas, ya sea con la mitad o tres
cuartos del alimento que se les daria en 6ptimas condiciones, da como resultado

un 25% menos de produccién de gametos y huevos (Jones and Bromage, 1987).



Calidad del huevo.
En la figura 1 se resumen muchos de los factores que pueden afectar la calidad

de huevo de peces en cautiverio.
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Figura 1. Factores que afectan la calidad del huevo. (Tomado de Bromage, 1992)

En general los huevos que tienen un porcentaje bajo de fertilizacion y que
no es debido a la calidad espermatica tienen un pobre desarrollo y se definen
como de mala calidad (Springate et al. 1984; Bromage and Cumaranatunga,
1988; Bromage et al. 1992). Para algunos peces marinos, se han definido claros
indicadores de calidad del huevo los cuales se basan en las caracteristicas
fisicas de los mismos, siendo especificas para cada especie. Tal es el caso de la
habilidad del huevo de flotar o hundirse en algunas especies marinas (McEvoy
1984; Carrillo et al. 1989). Sin embargo en algunas especies como Dentex
dentex la proporcion de huevos que flotaban y no flotaban no es util para
distinguir desoves de buena o mala calidad, ya que no se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de eclosion entre ambos tipos de

desove (Pefia, R. 2015; Giménez et al., 2006). Otros autores, han sugerido la



apariencia “normal” del corion, que es una envoltura primaria externa y le
confiere una identidad morfolégica y bioquimica a cada especie (Bivrio et al.,
1991), la forma del huevo, su transparencia y la distribucién de la gota de aceite
dentro del vitelo, puede estar relacionada con la calidad dependiendo de la
especie, por lo que no ha sido posible encontrar indicadores fisicos que puedan
ser aplicadas a todas las especies (Bromage et al.1994).

Es esencial que los huevos de los peces en cultivo sean de la mas alta
calidad, definiendo calidad del huevo como las caracteristicas que determinan su
capacidad de desarrollo y supervivencia, siendo indicadores diferentes para
cada especie, las cuales requieren de ser estandarizadas (Reading et al. 2018).
Sin embargo, el perfil de acidos grasos de los huevos, asociado a una alta tasa
de fertilizacion y eclosion es considerado una adecuada guia de calidad de
huevo, independientemente de las variables fisicas indirectas (diametro de
huevo, numéro de gotas de aceite, flotabilidad, etc.) atribuibles a cada especie
(Bobe, 2015; Hansen et al. 2022).

El estado nutricional de los reproductores (Watanabe et al. 1985), su
exposicion al estrés (Campbell et al. 1992), la colonizacién de los organismos
patdégenos (Barker et al. 1989, 1991; Hansen and Olafsen, 1989), la maduracién
del ovocito y la sobreexplotacion de los reproductores en cautiverio (la
estimulacion continua de reproductores para producir huevos fuera de
temporada) son factores que se ha probado, tienen influencia en el detrimento
de la calidad del huevo (Sakai et al. 1975; Springate et al. 1984).

Como se ha mencionado antes la fisiologia reproductiva de los peces esta
intimamente ligada a su nutricion, ya que, hay evidencia de que esto puede
afectar la calidad de los huevos y las larvas al reducir su viabilidad y
sobrevivencia (Watanabe et al. 1985; Bromage et al. 1992). Por lo anterior, las
dietas carentes o con pocos oligoelementos producen huevos de muy pobre
calidad en comparacion con los huevos obtenidos de reproductores que reciben

dietas balanceadas (Bromage y Roberts, 1995).



1.4 Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario empieza después de la fecundaciéon del 6vulo
con el espermatozoide, después de esto, el citoplasma con el nucleo se
desplaza hacia el polo animal del huevo en donde se forma el casquete
citoplasmatico (Balinski y Fabian, 1983).

Ahora bien, el 6vulo fecundado esta constituido por el casquete
citoplasmatico, el ndcleo, masa central de vitelo y una capa delgada de
citoplasma que rodea al vitelo.

En el desarrollo embrionario existen dos etapas criticas principales: la
segmentacion y la gastrulacion. La primera consiste en una serie de divisiones
celulares transformando el évulo fecundado, originalmente unicelular, en un
complejo pluricelular en donde a las células se les llama blastomeros. En esta
etapa no hay crecimiento, el cambio mas evidente es la formacion de una
cavidad interna llamada blastocele y a la esfera formada por los blastémeros se
le conoce como blastula. En los peces la segmentacion es meroblastica, esto es,
que todo el desarrollo se lleva a cabo en el blastodisco, que es la region del polo
animal del 6vulo fecundado (huevo), que se convierte en el embridn, este tipo de
desarrollo meroblastico también se conoce como discoidal. Este blastodisco (Fig.
2) formara el blastodermo (Gilbert, 2010). Las partes mas profundas del
citoplasma adquieren nucleos en este proceso y aparece el periblasto que no se
divide y permanece en forma de una capa sincitial vitelina. (Balinsky y Fabian,
1983)

Figura 2. Huevo de Chirostoma estor mostrando la formacién del Blastodisco en la etapa de la Segmentacion



La gastrulacion es definida como la reordenacion de las células del
embrion por medio de movimientos morfogenéticos en donde, las divisiones
celulares disminuyen y el crecimiento es insignificante. El blastodermo es el
Unico responsable de la formacion del embrién. (Balinsky y Fabian, 1983)

Los primeros movimientos de la gastrulacion es la epibolia de las células
del blastodermo en el polo animal del huevo, las células internas del blastodermo
se mueven al exterior para intercalarse con las células més superficiales (Warga
y Kimmel. 1990; Gilbert, 2010). La epibolia es la extension del disco embrionario
a costa de un adelgazamiento de la capa celular sin que haya un aumento
apreciable en su masa. (Balinsky y Fabian, 1983).

Cuando se adelgaza la capa celular, se le llama el anillo germinal, que
esta compuesto en la capa superficial por el epiblasto y en la capa interna por el
hipoblasto. El hipoblasto en peces contiene el precursor del endodermo y
mesodermo. Las células del epiblasto y el hipoblasto se intercalan para formar el
futuro lado dorsal del embrién, que al adelgazarse forma el escudo embrionario,
el anillo se cierra en el polo vegetal del huevo, completando la internalizacion de
aquellas células que van a convertirse en el mesodermo y endodermo (Keller et
al. 2008; Gilbert, 2010).

La extensidn convergente en el hipoblasto forma el cordamesodermo, que
es el precursor de la notocorda. Las células adyacentes al cordamesodermo (las
células paraxiales del mesodermo) son las precursoras de las somitas.
(Trinkaus, 1992; Gilbert, 2010).

Como resultado de la gastrulaciéon aparece un saco, cuya cavidad es el
arquénteron o intestino primitivo. El arquénteron se halla tapizado por las células
endodérmicas y comunica al exterior por un orificio, el blastoporo (Alvarado,
1967). Durante la gastrulacion también aparecen el cordamesodermo y demas
derivados del mesodermo y endodermo, al final de ésta etapa el embrion
contendra tres capas germinales que interactian para formar los 6rganos del
embrién, por medio de la organogénesis, que son la serie de interacciones entre

células y su reordenacién para producir los tejidos y 6rganos. (Gilbert, 2010)
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El desarrollo de las tres capas blastodérmicas: ectodermo, endodermo y
mesodermo, que daran lugar a distintos 6rganos, aparatos y sistemas, es de
especial relevancia tener en cuenta que el desarrollo de cada capa es
coincidente en el tiempo con el desarrollo de las dos capas restantes. Durante el
proceso morfogenético de cada una de ellas, existen importantes interacciones
tisulares, celulares y moleculares entre los diferentes componentes de cada
capa, y de los componentes de las tres capas entre si, de tal modo que los
procesos que ocurren en una determinada capa embrionaria repercuten en el
desarrollo de las demas (Lopez-Sanchez et al., 2005).

El ectodermo: Posee dos zonas bien definidas, una banda longitudinal,
central, denominado el ectodermo neural que contiene las células que daran
lugar a la formacion del sistema nervioso, y el resto de la superficie ectodérmica,
el ectodermo no-neural, que dara lugar fundamentalmente a la capa de células
cutdneas mas superficiales, la epidermis.

El mesodermo: Muestra cambios morfogenéticos, dando lugar a un gran
namero de Organos y aparatos. El primer componente de esta capa es la
notocorda, la cual tendra un papel fundamental en los procesos de induccién
neural, sobre la capa ectodérmica suprayacente. De este modo, el ectodermo
neural es la region ectodérmica longitudinal que esta en intima relacion con la
posicion longitudinal de la notocorda. El segundo componente esta localizado a
ambos lados de la notocorda y se divide en tres sectores: el mesodermo
paraxial, en relacion con la notocorda, el mesodermo intermedio y el mesodermo
lateral.

El mesodermo paraxial dara lugar a las somitas, cuanto mayor es el
nimero de pares de somitas, mas avanzado es el estadio de desarrollo
embrionario, considerandose este dato como uno de los principales criterios para
determinar la edad del embrion. Las somitas estan sometidas a la diferenciacion
de sus células, determinando la presencia de tres lineas de diferenciacion
celular: dermotomo, esclerotomo y miotomo. El dermotomo es el componente de
las somitas que se relaciona intimamente con el ectodermo (formador de la

epidermis) y se diferenciara para dar lugar a la dermis de la piel. El esclerotomo
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dard Ilugar a la formacion de estructuras cartilaginosas y Oéseas,
fundamentalmente las costillas y las vértebras del raquis. EI miotomo es el
componente celular destinado a la formacién de las estructuras musculares
(L6pez-Sanchéz et al., 2013).

El segundo componente, el mesodermo intermedio también se denomina,
globalmente, nefrotomo, la especificacion de la estructura renal comienza ahi
(Swanhart et al., 2010)

El tercer componente, el mesodermo lateral, se caracteriza por la
formacion de laminas celulares que rapidamente se dividen en dos capas, una
superficial, en relacion con el ectodermo, la somatopleura y la esplacnhopleura.
Cada capa de mesodermo lateral se fusionara con la del lado opuesto a nivel de
la linea media del embrion, ya que éste se va plegando en sentido latero-medial
formando el cuerpo embrionario. De este modo se constituye la cavidad
celébmica, que en el organismo adulto determinara la formacion de las serosas

(pericardica, pleural y peritoneal).

El endodermo: es la capa embrionaria mas profunda, en intima relacion
con el saco vitelino. Es la que muestra una actitud aparentemente pasiva
durante el desarrollo inicial, ya que se limita a seguir el proceso de incurvacion
embrionaria, dando lugar a la constitucion del tubo endodérmico, que recorre el
embrién longitudinalmente desde la boca primitiva (estomodeo) hasta el ano
(membrana cloacal). Las células del endodermo constituirdn las estructuras del

tubo digestivo (L6pez-Sanchéz et al., 2013).

1.50rigenes y Biologia de la especie

La mayor parte de los peces continentales de México tienen origen oceanico.
Babour (1973) ha propuesto que los ancestros de los peces del género
Chirostoma eran similares a la especie actual Chirostoma beryllina y que
penetraron a territorio mexicano a través de los sistemas marinos que ocupan

zonas que en la actualidad han emergido. Por lo que Miller y Smith (1986) han
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argumentado que su evolucion se dio a través de procesos de fragmentacion y
vicarianza. Se ha asumido que los ancestros de este grupo invadieron el sistema
fluvial Lerma-Santiago-Chapala a partir del periodo Terciario y, desde entonces,
han contribuido en un alto grado (66%) al endemismo de la ictiofauna de la
region (Espinosa-Perez et al., 1993).

Se ha definido, basado en andlisis de parametros morfométricos y meristicos
de las especies del género, la existencia de dos grupos: el grupo “jordani” y el
“arge” y se considera que la mayor parte de los caracteres del grupo “jordani”
son primitivos, particularmente por su talla y por sus adaptaciones morfolégicas
para el aprovechamiento de los recursos tréficos (Rodriguez-Ruiz y Granado
Lorencio, 1987).

La especie analizada en este trabajo, Chirostoma estor, pertenece a un
subgrupo de especies “humboldtianum” del grupo “jordani” (Babour, 1973;
Echelle y Echelle, 1984), al grupo Jordani pertenecen los llamados peces
blancos con tallas grandes. El pez blanco de Patzcuaro (como se le conoce a C.
estor) es un pez neartico, de agua dulce perteneciente a la familia Atherinidae, la
cual tiene entre 150 y 160 especies representantes, en su mayoria marinos y
estuarinos, aunque algunos también habitan en agua dulce (Martinez-Palacios et
al., 2002a). Estos ultimos, se encuentran en aguas limnéticas con temperaturas
gue oscilan entre los 18 y los 24°C, con concentraciones de oxigeno disuelto de
5 a 8mg/mL, concentraciones de amoniaco menores de 0.129mg/L,
concentraciones de materia organica (demanda bioquimica de oxigeno) menores
de 5.0mg/L, con fondos arenosos o con grava, Y orillas con algas filamentosas o
con poca vegetacion sumergida (Rosas, 1970; Chacén y Rosas-Monge, 1995).

Los peces blancos del género Chirostoma sp. del altiplano Mexicano son
especies importantes por su endemismo y su valiosa contribucion a la economia
de la regiébn de los lagos de Michoacan, a través de su pesqueria y su
acuicultura (Arredondo Figueroa, 1983; Boujard, 1987; Jiménez-Badillo y Garcia-
Gasca, 1995) y también por su valor econdmico, nutricional, ecolégico y cultural;
en el aspecto nutricional, poseen una alta proporcién de w3 &cidos grasos

(Navarrete-Ramirez et al., 2011; Fonseca-Madrigal et al., 2012; Martinez-
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Palacios et al.,, 2020). Cabe hacer notar que en las Ultimas décadas las
poblaciones de Chirostoma sp. ademas de verse disminuidas como recurso por
las diversas actividades antropogénicas (sobrepesca, contaminacion, tala de
bosques en sus cuencas y alteracion ambiental), presenta dificultades al interior
del género para su determinacion especifica, a la que se suma la presencia de
hibridos, lo que aumenta la complejidad del grupo (Paulo-Maya et al., 2000), asi
como el problema de que es dificil distinguir a los “charales” (del grupo Arge;
Chirostoma sphyraena) de los juveniles de Chirostoma estor estor (Martinez-
Palacios et al. 2006).

2. Antecedentes

El pez blanco C. estor es una especie ovipara, que desova todo el afio a
una profundidad de 25 a 130cm, sobre algas filamentosas que proporcionan un
sustrato ideal para la fijacion de los huevecillos, ademas de proporcionar buena
oxigenacion por el continuo movimiento del agua (Rosas, 1970). El periodo con
mayor desove de esta especie en el ambiente natural se presenta entre marzo y
junio (Rosas-Moreno, 1976). Los huevos son esféricos y transparentes, sin
presentar ornamentaciones en el corion. Su diametro varia de 0.8 a 1.2mm. y al
ser desovados se fijan por filamentos adherentes (Martinez-Palacios et al., 2002)
gue son largos y se sujetan a rocas, algas u otros materiales. Ademas de la
activacion de los filamentos adherentes con el agua, también es observable una
gota de aceite que se sitla en la regién anterior del embrion junto al sitio de
formacion de la aorta ventral (Yamagani, 1988). Dicha gota servird como reserva
energética durante el desarrollo larvario y hasta tres o cuatro dias después de la
eclosion (Martinez-Palacios et al., 2002).

El tiempo de eclosidén a 25°C es de entre 7 y 8 dias, estando presente el saco
vitelino hasta el tercer dia post eclosion (Campos, 2000; Barriga-Tovar, 2000). El
mejor desempefio (supervivencia y crecimiento) de juveniles y adultos, se
obtiene en un intervalo de entre 25 a un maximo de 28°C (Martinez-Palacios et

al., 2002b) aunque esto no se ha probado para estadios larvarios.
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El desove manual del pez blanco es mediante la manipulacién de la hembra
presionando con gentileza sus costados para obtener los 6vulos maduros, los
cuales se fertilizan con el esperma obtenido de machos utilizando también la
presion abdominal. Todo esto se lleva a cabo en un recipiente que contiene agua
limpia del estanque donde habitan los peces, y ambos gametos se mezclan,
posteriormente se incuban hasta la eclosién. Sin cuidados apropiados, la
mortalidad alcanza valores de 50-70% en el momento de la eclosion debido
principalmente a infecciones por hongos y asfixia de los huevos causados por la
aglomeracion de éstos debido a los filamentos (Martinez-Palacios et al., 2002).

Para reducir la mortalidad en cautiverio por hongos, se utiliza salinidad de 10%

(Martinez-Palacios et al. 2004).

El pescado blanco es un organismo zooplanctofago, sin embargo como adulto
también puede tener una estrategia oportunista, comiendo pequefios peces y
crustaceos (Ross et al. 2006).

En la acuicultura, uno de los aspectos limitantes del manejo de C. estor es su
gran susceptibilidad al estrés, lo cual genera una alta mortalidad si se manipulan
(con redes por ejemplo) como a otras especies (Martinez-Palacios et al. 2002b).
Por lo anterior, el transporte se hace utilizando benzocaina y bajas temperaturas
para sedarlos pudiendo transportarlos sin presentar mortalidades (Ross et al.
2007).

La investigacion para desarrollar la tecnologia del cultivo del pescado
blanco del lago de Patzcuaro, C. estor, siempre ha presentado un reto. Sin
embargo, solo en los ultimos 10 afios se ha logrado cerrar el ciclo de vida en
cautiverio. De hecho, en el laboratorio de acuicultura del IIAF-UMSNH se
considera ésta, la alternativa mas viable de preservar a esta especie, ya que la
hace independiente del medio natural y sus implicaciones negativas. Debido a
esto, el cultivar el pez blanco es una opcion tanto para recuperar las
poblaciones, como para crear fuentes de ingresos econdémicos para los
pescadores de la zona.

A pesar de esto, los trabajos que hasta el momento se han realizado

sobre el desarrollo temprano de su cultivo son pocos y las supervivencias aun
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pueden ser mejoradas significativamente. (Martinez-Palacios et al., 2002;

Martinez-Chavez comunicacion personal).

Figura 3. Masa de huevos de C. estor recién colectados de los estanques

En la figura 3, se observa una masa de huevos colectada de varios
estanques de reproductores. Sin embargo esta masa genera la primera causa de
mortalidad debido a que los embriones en desarrollo al centro de la masa,
mueren por asfixia. Distintos esfuerzos se han realizado para degradar con
enzimas los filamentos adherentes sin éxito (Martinez-Chavez comunicacion
personal), por lo que actualmente se cortan los filamentos con tijeras comunes y
un prototipo de tijeras mecanicas (Fig.4) dependiendo de la cantidad de huevos.
Alun no se ha evaluado el efecto que este manejo pueda tener en la

supervivencia del huevo.

Figura 4. Prototipo de tijeras mecanicas utilizadas en el laboratorio

16



3. Justificacion

Las técnicas principales de cultivo de pez blanco de Patzcuaro, Chirostoma
estor, han permitido reproducir en cautiverio a esta especie nativa en peligro
(Martinez-Palacios et al., 2002, 2008). Sin embargo, aln se requieren esfuerzos
de investigacion y desarrollo de biotecnologias para consolidar la produccion
masiva de larvas y juveniles de la especie. En este trabajo se evalla el proceso
de corte de filamentos adhesivos de huevos para determinar su efecto en los
porcentajes de eclosion y supervivencia larvaria. Para lo cual fue necesario
describir por primera vez el desarrollo embrionario de esta especie con la
finalidad de identificar las etapas criticas de desarrollo a evaluar.

Los resultados de este trabajo, tiene la finalidad de conocer el efecto de las
practicas empiricas de cultivo y generar el conocimiento para lograr hacerlas
mas eficientes.

Ademas durante el desarrollo de la investigacion, se identificd la existencia de
dimorfismo sexual nunca antes reportado en aterinopsidos del nuevo mundo,
siendo esta informacion practica y relevante para el manejo de esta especie
sensible al manejo.

La informacion generada en este trabajo tendrd un impacto significativo en el

manejo de reproductores y huevos de pez blanco de Patzcuaro en cautiverio.
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4. Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes métodos de corte de filamentos adherentes de
huevos en la sobrevivencia de embriones y larvas de pescado blanco de
Patzcuaro C. estor, asi como determinar la presencia de dimorfismo sexual en

reproductores de la especie.

Objetivos especificos

1. Describir el desarrollo embrionario de C. estor a 25°C.

2. Evaluar el efecto del tipo de corte (tijera comun vy tijera eléctrica) de
filamentos adherentes de huevo en el porcentaje de eclosion de huevo
recién fertilizado.

3. Evaluar el efecto de seis tiempos (5min., 2 hrs, 6hrs, 24hrs, 43hrs y 80hrs
post-fertilizacion) de corte de filamentos adherentes en la sobrevivencia a
oculacion.

4. Evaluar caracteristicas morfométricas de reproductores de pez blanco que

indiquen la presencia de dimorfismo sexual en C. estor.
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5. Materiales y Métodos

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Acuicultura
y Nutricion del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) San
Juanito Itzicuaro perteneciente a la UMSNH. La obtenciéon de gametos (para la
posterior fertilizacion artificial de los mismos) de C. estor para los experimentos |,
[l 'y 1ll, provinieron del stock de reproductores de la planta experimental de pez
blanco de Patzcuaro que se encuentran en estanques de 3 metros de diametro.
Estos reproductores fueron alimentados con una dieta de alimento balanceado
producida in situ y ex-profeso para esta especie (con 43% de proteina y 5% de
lipidos). Dichos reproductores se mantuvieron en fotoperiodo de 12 horas luz y
12 horas oscuridad una temperatura que oscilé entre los 18°C y los 23°C a lo

largo del dia y una salinidad de 0%e.

I.- Descripcion del desarrollo embrionario de C. estor a 25°C

De un lote manualmente fertilizado de huevo se tomé una muestra de 300
cigotos de los cuales se tomaron submuestras de entre 50 y 70 cigotos, para
evaluar y describir las distintas etapas del desarrollo embrionario. Lo anterior se
realiz6 tomando como referencia los diversos trabajos que describen el
desarrollo embrionario del pez zebra (Danio rerio), como son: la formacion del
casquete polar, primeras divisiones celulares, moérula, blastula, epibolia, gastrula,
formacion de las vesiculas oculares, aparicién de las somitas, formacion de la
cérnea, presencia de latidos del corazén, presencia de movimiento muscular, la
pigmentacion en los 0jos, la aparicion de la vesicula biliar y la eclosion. (Keller et
al., 2008) Se cortaron los filamentos adherentes manualmente con tijeras y los
embriones se colocaron las muestras en charolas para hacer hielo casero (Fig.4)
a 25°C con agua a una salinidad de 10%o, y con un fotoperiodo de 12L:120. Y se
revisaron tomando el total de la muestra en el microscopio y cuando el 90% de
los cigotos presentaba la misma etapa del desarrollo embrionario, se anoté la
hora post-fertilizacion de esa etapa.
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Figura 4. Charolas para hacer hielo casero.

Esta descripcion fue fundamental para el posterior desarrollo de los
demas experimentos, ya que, después de determinar el tiempo post-fertilizacion
en el que aparecian las diversas etapas del desarrollo embrionario, con base en

ellas se determinaron los tiempos para cortar los filamentos adherentes.

Il.- Determinar si existe algun efecto del tipo de corte (tijera comun y tijera
eléctrica) de filamentos adherentes en el porcentaje de eclosion de huevo
recién fertilizado.

Con el fin de determinar la necesidad de eliminar los filamentos adherentes para
mejorar la sobrevivencia a la eclosion, asi como la mejor técnica de corte (con
unas tijeras comunes y con unas tijeras eléctricas ideadas en el laboratorio). Se
realizaron dos experimentos similares con tamafios de muestra diferentes
(experimental vs piloto) para evaluar la aplicabilidad de ambos tratamientos a
escala laboratorio ya que en este ultimo suelen colectarse masas con miles de

cigotos semanalmente.

Proceso a escala experimental (condiciones controladas).

Se obtuvieron 1684 ovocitos (fertilizados manualmente) de tres hembras. Esto
se hizo en base al protocolo rutinario del laboratorio del IIAF, estimulando
manualmente con presion abdominal a las hembras para desovar en una caja de
Petri. Una vez colectados y mezclados los ovocitos de las tres hembras
seleccionadas, se procedié a afiadir el esperma de un macho directamente
sobre los ovocitos, el esperma se obtuvo manualmente, estimulando al macho

mediante presion abdominal, afiadiendo inmediatamente agua del tanque y
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mezclando suavemente con un dedo de la mano debidamente sanitizado para
lograr una fertilizacion eficaz. (Fig. 5) Posteriormente se dejaron reposar los
huevos por dos minutos para lograr que la mayor parte de ovocitos se fertilizen y
después se procedié a lavar los mismos con agua para quitar el exceso del

esperma.

Figura 5. Cigotos (de color rosa) de Chirostoma estor en la caja de petri y agua del tanque

Los 1684 cigotos, se dividieron al azar en 9 muestras, y de cada una se tomaron
20 cigotos (desechados posteriormente) para evaluar el porcentaje de
fertilizacion; 20 minutos después de haber sido fertilizados fueron divididos y a 3
grupos se les cortaron los filamentos adherentes con tijjeras comunes (marca
Barrilito) a las que en lo consecutivo denominamos “tijeras manuales”, a otras 3
se les cortaron los filamentos adherentes con tijeras eléctricas (disefiadas en el

laboratorio) y se dejaron las dltimas 3 muestras como control.

Proceso a escala laboratorio piloto.
Se obtuvo un lote de 1833 cigotos del tanque donde desovan naturalmente los
reproductores. Lo anterior se hizo con base en el protocolo rutinario, el cual

consiste en cepillar los estanques con un cepillo de alberca comun (Fig. 6) para
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gue los cigotos se peguen en la escoba por medio de sus filamentos adherentes
y posteriormente separarlos de la escoba con la mano y llevarlos al proceso de
corte de los filamentos adherentes. Este proceso rutinario implica que dichos
lotes colectados incluyan huevos fertilizados a distintos tiempos y de diferentes
hembras y machos. Sin embargo al igual que los huevos desovados y
fertilizados manualmente, estos se dividieron al azar en 9 muestras, aplicando el

mismo procedimiento descrito anteriormente.

Figura 6. Recoleccidn del huevo fertilizado en los estanques de reproductores

Las 18 muestras de ambos experimentos se incubaron en una canaleta, con una
salinidad de 10%o y al tercer dia posterior a la fertilizacion bajé a 5%. (que es el
protocolo a seguir rutinariamente para evitar la infeccion por hongos), una
temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 12L:120. Los huevos se colocaron en
dispositivos circulares que tenian un diametro de 19.3cm y una malla de 300y,
guedando acomodados en la canaleta de forma azarosa.

Para ambos experimentos se registré el porcentaje de eclosion en cada

tratamiento.
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lll.- Determinacién del tiempo de corte post-fertilizacion en la sobrevivencia
a oculacion.

Con la finalidad de evaluar si existe alguna etapa de desarrollo embrionario
sensible al corte, se realiz6 este experimento en donde se hizo el corte con tijera
manual debido a que para el tamafo de la muestra nos funcionaba mejor que la
tijera eléctrica y para la realizacion de éste, tuvimos que basarnos en el
experimento 1, que fue la descripcién del desarrollo embrionario, ya que de no
contar con esta informacion previa, no sabriamos cuando suceden las etapas
mas importantes del desarrollo y por eso se eligieron los tiempos 5 minutos
(aparicién del casquete citoplasmatico), 2hrs (formacion de 2-4 blastbmeros),
6hrs. (estadio morula), 24hrs. (presencia de las corneas), 43hrs. (latidos del
corazon observables) y 80hrs. (pigmentacion total de los 0jos).

Para ello, se realizaron dos fertilizaciones artificiales (lote) cada una
provenientes de tres hembras y un macho (con una diferencia de cinco minutos
entre fertilizacion y fertilizacion). Una vez que los huevos recién fertilizados
estuvieron limpios (sin exceso de semen) se procedido a dividir cada lote de
huevos en tres grupos, colocandolos en dispositivos circulares con un diametro
de 19.3cm y una malla de 300y, con salinidad de 5%. para evitar la infeccion por
hongos, temperatura de 25° C, y un fotoperiodo de 12L:120.

Consecutivamente se procedié a cortarles los filamentos adherentes con tijeras
manuales y a tiempos diferentes post-fertilizacién. Al primer grupo de 207
embriones se le cortaron los filamentos adherentes a los 5 minutos, al segundo
de 97 embriones a las 2 horas y al tercer con 125 embriones 6 horas después.
Se evaluo el porcentaje de fertilizacion de cada grupo tomando una pequefia
muestra de diez huevos por grupo, desechandolos del experimento
posteriormente. También se evalud el porcentaje de sobrevivencia a oculacion
(117 horas) contando todos los huevos vivos y muertos hasta ése momento.

De igual manera, se tomo el segundo lote de huevos fertilizados y se procedio a
dividirlo en otros tres grupos, colocandose en los mismos dispositivos de
incubacion descritos anteriormente. En esta ocasion, al primer grupo de 76

embriones se le cortaron los filamentos adherentes a las 24 horas, al segundo
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de 179 embriones a las 43 horas y al tercero de 150 embriones a las 80 horas.
De igual manera se evaluo6 el porcentaje de fertilizacion de cada grupo, asi como
el porcentaje de sobrevivencia a oculacion (117 horas) contando todos los
huevos vivos y muertos hasta ése momento.

Con fines de claridad los resultados de estas fertilizaciones son presentadas en

una sola gréfica en la seccion de resultados.

IV.- Dimorfismo sexual de peces blancos de Patzcuaro (Chirostoma estor) y
Chapala (Chirostoma promelas).

Se realizé un censo de 411 peces de la especie C. estor (228 machos y 183
hembras) los cuales formaban el “stock” de reproductores de peces blancos de
Patzcuaro del Laboratorio de acuicultura del IIAF. A todos estos organismos se
les tomaron las siguientes morfometrias: Longitud Total [LT], Longitud Estandar
[LS], Longitud del principio de las aletas pélvicas al poro genital [PPP], Longitud
de la punta de las aletas pélvicas al poro genital [FPP] con lo cual se saco la
longitud de las aletas pélvicas (LAA=PPP-FPP) y Peso [PS] (Fig. 7)
Posteriormente y con la finalidad de eliminar las variables de talla y peso de los
distintos animales muestreados, se obtuvo la Razon entre PPP/LAA para
evidenciar dimorfismo sexual relacionado a la longitud de las aletas pélvicas
(LAA).

Ademas se hicieron diversas correlaciones entre las distintas variables y sus
razones para determinar si existia una relacion de alguna otra variable con el
dimorfismo sexual, sin embargo no se encontraron.

Para corroborar los datos obtenidos, y ver si las proporciones se mantenian
entre distintas especies de la misma familia, se tomaron las mismas
morfometrias que con C. estor, pero esta vez de C. promelas que es otra
especie del mismo género. En total fueron 95 peces (62 machos y 33 hembras),
que forman parte del “stock” de reproductores de peces blancos de Chapala. Es
preciso aclarar que en todos los andlisis se excluyeron animales con claras y
evidentes malformaciones de cualquier tipo (escoliosis, lordosis, enanismo, etc.)

que pudieran sesgar el presente estudio.
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IN[EERETEL

Poro genital

Figura 7. Vista ventral de C. estor y la representacién gréafica de como fueron tomadas las medidas.

Anélisis estadisticos

Todos los datos fueron previamente analizados para verificar que cumplieran las
pruebas de normalidad y homocedasticidad. Posteriormente se realiz6 una
ANOVA paramétrico de una via y en los casos donde hubo diferencias
significativas se procedio a hacer una prueba de multiple comparacion (Tukey).
Los datos referentes a porcentajes fueron transformados mediante la funcién
arcoseno. En todos los casos el poder de las pruebas estadisticas fue P<0.8. En
los casos donde no se cumplié con la homocedasticidad se realizé una ANOVA
no paramétrico (Kruskal-Wallis). Los superindices en las figuras indican
diferencia significativa (p<0.05). Todos los datos se analizaron con el programa
Sigmaplot (Ver. 11).
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6. Resultados
|.- Descripcion del desarrollo embrionario de C. estor a 25°C.
Durante la descripcion del desarrollo embrionario que se realizé para esta

especie se obtuvieron las siguientes fases criticas:

Formacion del casquete citoplasmatico que indicé la presencia de un huevo
debidamente fertilizado.
Segmentacion:
a) Divisiones celulares (aparicién de blastomeros) (Fig. 8 a 11)
b) Morula (masa de células) (Fig. 12)
c) Blastula (Fig. 13)
d) La epibolia (extension del disco embrionario) (Fig. 14)
Gastrulacion:
a) Formacion de las vesiculas oculares (Fig. 15)
b) Aparicion de las somitas (estructuras segmentadas al lado del tubo
neural (Fig. 16)
c) Formacion de la cornea (Fig. 17)
d) Presencia de latidos del corazén a razén de 21 latidos por minuto (Fig.
18)
e) Movimiento muscular, 92 latidos por minuto (Fig. 19)
f) Pigmentacion en ojos, 125 latidos por minuto (Fig. 20)
g) Aparicion de la vesicula biliar (Fig. 21)

Eclosion.

Estas fases, se observaron en al menos el 80% de los huevos de cada muestra,
y en el caso de los latidos del corazon, se sacé un promedio de 10 individuos de
cada muestra.

Se tomaron estas etapas con base a la descripcidn general del desarrollo
embrionario (Balinsky y Fabian, 1983) y de la descripcién parcial de Rosas
(1970) y Morelos (1994), la primer etapa consistente en la segmentacion

(divisiones celulares mitéticas), es importante porque es el inicio del desarrollo y
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aungue hubo huevos que empezaron a dividirse no llegaron al estado de mérula,
gue es la consecuencia de la segmentacion de la célula inicial o de blastula que
es el proceso final de la segmentacion, quiz4 por malformaciones genéticas o
huevo de mala calidad, entonces se consider6 una etapa importante porque
dependiendo de ocurran las correctas divisiones la siguiente etapa, la
gastrulacion aparecera (Tabla 2), las etapas que se pudieron observar
claramente, el tiempo post-fertilizacion en el que aparecieron y su importancia se
registraron en la tabla 3.
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Cuatro
blastémeros

(Gota de aceite

Filamentos adherentes

Dos
blastomeros Gotas de aceite
Figura 8. Dos blastémeros a 1 hora Figura 9. Cuatro blastémeros a 2 horas
29 minutos post-fertilizacién 20 minutos post-fertilizacion
Filamentos

Dieciséis blastémeros adherentes ,

Mas de b4
blastomeros

Gota de

aceite

Gota de aceite
Figura 10. Dieciséis blastomeros a 3 horas Figura 11. Méas de 64 blastémeros a 4 horas
23 minutos post-fertilizacion 24 minutos post-fertilizacion

—> Bldstula
Morula
Filamentos
adherentes
Gota de .
aceite Gota de aceite
Figura 12. Presencia de la mérula a las Figura 13. Ligero alargamiento para formar la blastula

5 horas post-fertilizacion las 7 horas 43 minutos post-fertilizacion



Epibolia

Gota de
aceite

Figura 14. Epibolia alas 9 horas
49 minutos post-fertilizaciéon

Gota de
aceite

Embridn

Vesiculas
oculares

Filamentos
adherentes

Figura 16. Formacién de somitas a las 17 horas
40 minutos post-fertilizacion

Filamentos
adherentes

Vesiculas
oculares

Filamentos
adherentes

Gota de
y aceite
Embrion

Figura 15. Formacién de vesiculas oculares a las
11 horas 59 minutos post-fertilizacion

Cérnea
dentro de la
vesicula ocular

Gota de
aceite

Embridn

Figura 17. Formacién de la cérnea a las 23 horas
31 minutos post-fertilizacion
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Filamentos
adherentes

Corazon Musculo en

movimiento
¥

Embrion
Vesiculas
oculares
Vesiculas
oculares
Gota de Gota de
aceite aceite
Figura 18. Presencia de latidos del corazén a las Figura 19. Aparicién de movimiento muscular a las
5 horas 50 minutos post-fertilizacion 48 horas 10 minutos post-fertilizaciéon
Ojos con pigmentacion
mas fuerte Ojos
pigmentados
Gota de
aceite
Vesicula biliar
Embridn Embridn
Figura 20. Pigmentacion mas fuerte en ojos a las 84 horas Figura 21. Aparicion de la vesicula biliar a las 109 horas
46 minutos post-fertilizacion. 5 minutos post-fertilizacion.
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Tabla 2.

Etapa

Duracioén

Comprende

Segmentacién

0 horas hasta las 7
horas 43 minutos

Divisiones celulares: Divisiéon de los
blastbmeros por medio de la mitosis,
comprende de 2 hasta 16 blastomeros.
Morula: Masa esférica en forma de mora,
contiene de 16 a 32 blastomeros.
Blastula: Esfera formada por los
blastomeros, se va alargando para
formar el blastodisco, que es la regién
libre de citoplasma en el polo animal del
ovulo fecundado y se convertira en el
embrion.

Gastrulacion

7 horas 44 minutos
hasta la eclosién del
embrion.

Epibolia: Extension del disco embrionario
a costa de un adelgazamiento de la capa
celular.

Arguenterodn: Intestino primitivo, junto
con el blastoporo.

Cordamesodermo: Precursor del
notocordio, somitas (cé€lulas adyacentes
del notocordio) y precursor de las capas
ectodérmicas, mesodérmicas y
endodérmicas.

Ectodermo: genera la capa externa del
embrién, produce la epidermis en la piel
y también forma el cerebro y el sistema
nervioso.

Mesodermo: es la capa intermedia entre
el ectodermo y endodermo, generara la
sangre, el corazén, los rifiones, las
gonadas, los huesos, los musculos y los
tejidos conectivos

Endodermo: se convierte en la capa
interna del embrion, produce el epitelio
del tubo digestivo y los 6rganos
asociados (incluidos los pulmones).
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Tabla 3

Etapas del desarrollo observadas en C. estor a 25°C

Presencia de

Tiempo post-fertilizacion

Importancia

Division de
blastbmeros por
mitosis
(segmentacion)

De la hora 0 hasta las 7
horas 43 minutos,
siendo la hora 0 cuando
se realiz6 la fertilizacion.

Si no hay correcta division
mitotica, no seguira el
desarrollo del embrién

Vesiculas oculares

11 horas 51 minutos

La presencia o ausencia de
las vesiculas oculares puede
representar una ventaja al
alimentarse.

Somitas

17 horas 40 minutos

Dado que son las estructuras
segmentadas al lado del tubo
neural, una malformacion
aqui comprometeria el
desarrollo del sistema
nervioso.

Latidos del corazon

35 horas 50 minutos

Si no hay latidos, no hay
embridn vivo, si presenta
arritmias o malformaciones
del corazon, puede llegar a
tener problemas al eclosionar.

Movimiento muscular
continuo

48 horas 10 minutos

Si no hay movimiento
muscular, no se puede
realizar los movimientos

basicos de nado.

Aparicion de la
vesicula biliar

109 horas 5 minutos

Es importante para la correcta
degradacion del alimento.
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Il.- Efecto del tipo de corte (tijera manual y eléctrica) de filamentos
adherentes de huevo en el porcentaje de eclosion de huevo recién
fertilizado.

De los huevos obtenidos directamente de la hembra de C. estor, se obtuvo un
promedio del porcentaje de eclosion de las muestras, dando como resultado con
tijeras manuales de 80.32%, con las tijeras mecanicas de 69.91%, y en el caso
del control de 32.15% (Graéfica 4)

Huevos fertilizados manualmente

100 7 a

80 -
S 60 - @ Tijeras manuales
'g @ Tijeras mecanicas
< 40 ~ @ Control
(]
3 20
X

0
Promedio de las tres diferentes técnicas de corte

Gréfica 4. Comparacion de los porcentajes de eclosion de C. estor con las tres diferentes técnicas de corte a los

20 minutos post-fertlizacion.

A los cigotos obtenidos directamente del estanque donde se mantienen los
reproductores de C. estor y se les aplicaron las diferentes técnicas de corte, se
obtuvo un promedio del porcentaje de eclosion de las muestras, dando como
resultado con tijeras manuales de 81.95%, con las tijeras mecénicas de 73.77%,
y el control de 27.58% (Gréfica 5)
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Huevos colectados del tanque

100 - a

80 -
S 60 - OTijeras manuales
'g B Tijeras mecéanicas
S 40 @ Control
[¢b]
o
© 20 ~
S

0 —

Promedio de las tres diferentes técnicas de corte

Gréafica 5. Comparacion del promedio del porcentaje de eclosion de C. estor con los diferentes tipos

de corte 20 minutos después de recolectados

lll.- Efecto de corte en seis tiempos (5min., 2 hrs., 6hrs., 24hrs., 43hrs. y

80hrs. post-fertilizacion) en la sobrevivencia a oculacién.

A los huevos obtenidos directamente de dos hembras de C. estor y fertilizados
manualmente, se les realizaron los cortes de los filamentos adherentes a
diferentes horas post-fertilizacion y se obtuvo un promedio de supervivencia a
oculacion, teniendo a los 5minutos el 56.39%, a las 2 horas de 69.36% y a las 6

horas de 78.61% (Grafica 6), no existiendo una diferencia significativa.

100 ~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 ~

@5 minutos
B2 horas
@6 horas

% supervivencia

Tiempo Corte Post Fertilizacion

Grafica 6. Comparacion de la supervivencia a diferentes tiempos post-fertilizacién de corte de los filamentos

adherentes en la etapa de oculacién.
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Se realiz6 una segunda fertilizacion de huevos de C. estor, dando como
resultado a las 24 horas de 41.89% a las 43 horas de 89.27% y a las 80 horas
de 96.63% (Gréfica 7), existiendo solo una diferencia significativa con respecto
del grupo control.

[
o
o
J
H

90 -
80 ~

60 -
50 ~
40 -+
30 -
20 ~
10 A

% supervivencia

@24 horas B43 horas 080 horas

Tiempo Corte Post Fertilizacién

Gréfica 7. Comparacion de la supervivencia a la etapa de oculacién de corte de los filamentos adherentes en la

ventana de 6 a 117 horas post-fertilizacion.

IV.- Determinar la presencia de dimorfismo sexual en reproductores de C.

estor.

A través del censo poblacional realizado en reproductores de C. estor y C.
promelas se obtuvieron diversas morfometrias con las cuales se hicieron una
serie de correlaciones y andlisis estadisticos con el fin de detectar dimorfismo
sexual.

En la Tabla 2 se muestran los promedios de las morfometrias obtenidas de los
reproductores de C. estor., la razon LAA/PPP, la cual elimina de la ecuacion el
tamano, peso y edad de los organismos, presenta diferencias significativas entre
sexos siendo 0.851 +0.12 para los machos y 0.610+0.073 para las hembras.

Esto es aun mas claro al graficarse ya que pueden observarse claramente dos
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poblaciones distintas de organismos (machos y hembras; Graficas 8 y 9) las

cuales ademas presentan diferencias significativas en sus pendientes.

Tabla 2.- Datos de las morfometrias tomadas de los Machos & y Hembras® de

Chirostoma estor.

Peso (gr) LS (cm) PPP (mm) | FPP (mm) Razén
(LAA/PPP)
Promediod | 52.21+13.58 | 16.97+1.32 | 23.34+2.67 | 3.40+2.18 0.851 £0.12
Min-max J& 21.55-96.4 13.5-20.4 | 4.48-31.19 0-13.09 0.087 -1
Promedio® | 61.76£20.86 | 18.40+2.10 | 26.23+£3.02 | 10.25+2.28 | 0.610+0.073
Min-max ¢ 28.97-139 23.5-14.4 | 19.75-34.73 | 2.8-15.7 0.394- 0.90
120 -
100 -
g
T 80 -
=
e}
c
v 60
g B Machos
g 40 - B Hembras
=1
=2

1

20

- alal

0.46 0.55

0.64

0.73

0.82

Razén (LAA/PPP)

0.91 1

Gréfica 8. Distribucion de individuos de C. estor con respecto a la Razon (longitud de la aleta anal / longitud del

principio de la aleta anal al poro genital)
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Chirostoma estor
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Grafica 9. Distribucion de Machos y Hembras con respecto a su Longitud estandar y la longitud del principio de

la aleta anal al poro genital

Al igual que con Chirostoma estor en C. promelas se tomaron las mismas

morfometrias las cuales pueden observarse en la Tabla 3 (Gréaficas 10y 11).

Tabla 3.- Datos de las morfometrias tomadas de Machosd y Hembras® de C.

promelas
Peso (gr) LS (cm) PPP (mm) | FPP(mm) Razon
(LAA/PPP)
Promediod | 47.72+ 8.01 | 16.92+1.11 | 24.40+2.57 | 4.46+1.77 | 0.819+0.064
min- maxd | 28.43-64.32 | 14.6-20 | 18.8-30.67 | 1.45-10.5 | 0.592-0.930
Promedio?® | 53.90+11.78 | 17.65+1.27 | 27.09+3.04 | 9.84+2.70 | 0.638+0.084
min-max® 31.5-76.3 | 15.2-20.6 | 21.3- 33.22 | 3.67- 15.44 | 0.467-0.883
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Gréfica 10. Nimero de individuos de la poblacién C. promelas con respecto a la Razén (Longitud de la aleta anal /

Longitud del principio de la aleta anal al poro genital)

C. promelas
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Gréfica 11. Distribucion de Machos y Hembras con respecto a su Longitud estandar y la longitud del principio de

la aleta anal al poro genital

Comparando las graficas 8 y 10, notamos una diferencia con respecto a los
valores de la Razén (Longitud de la aleta anal / Longitud del principio de la aleta
anal al poro genital), esto debido a que los valores se acercan mas a 1 en los
machos, observandose las aletas de éstos mas largas (Fig. 22) que las de las

hembras, cuyo valor se aleja de 1y se acerca mas a 0.5 (Fig. 23).
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Figura 22. Macho tipico de C. estor
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Figura 23. Hembra tipica de C estor
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7. Discusién

El manejo eficiente de cualquier nueva especie acuicola involucra una curva de
investigacién y conocimiento durante un periodo de tiempo considerable. El caso
del pez blanco no es la excepcién y aunque actualmente se cuenta con un
paquete tecnoldgico basico de cultivo, siempre hay areas y puntos criticos que
deben ser mejorados. La primera evidencia de técnica de corte de filamentos
adherentes en aterinopsidos es mencionada en Ringuelet (1943), aunque no
precisa si se hicieron pruebas de tiempos o tipos de corte. En este estudio el
objetivo fue evaluar a mayor detalle los tiempos y tipos de corte de los filamentos
adherentes que mejoren la sobrevivencia de los huevos y embriones. Para ello
primeramente se describié a detalle el desarrollo embrionario de C. estor, el cual
solo habia sido parcialmente hecho (Rosas 1970; Morelos et al., 1994). Con
base en la descripcion del desarrollo embrionario (Balinsky y Fabian, 1983;
Gilbert, 2010; Lopez-Sanchez, 2013) y de la descripcion parcial de Rosas (1970)
y Morelos (1994), se lograron identificar varias etapas de desarrollo y sus
tiempos de aparicion post-fertilizacion a 25°C. Se describieron huevos con
divisiones celulares por medio de mitosis (aparicion de blastémeros), porque
hubo huevos, que presentaban el casquete citoplasmatico, que indica que estan
fertilizados, pero algunos de éstos no comenzaron con las divisiones mitoéticas,
guedandose en 4-16 blastébmeros, sin avanzar mas en el desarrollo. Lo anterior,
quizd por una mala calidad de huevo o errores genéticos. Otra etapa mas
avanzada en donde se observaron problemas similares de desarrollo fue en la
etapa de aparicion de las vesiculas oculares, en donde se observaron algunos
embriones sin 0jos o0 con un solo ojo, teniendo esto implicaciones para la
alimentacion y supervivencia larval de llegar a la eclosion.

En la etapa de formacion de somitas, no se observaron deformaciones evidentes
en el microscopio, sin embargo se consideré6 que una deformacion en esta
etapa, implicaria que el pez tenga malformaciones vertebrales o en el sistema

nervioso, lo que resultaria en un pez que quiza sobreviva pero tenga alguna
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deficiencia para su locomocion, como ha sido reportado previamente en otras
especies (Lijalad and Powell, 2009; Garcia Concha, 2016).

La siguiente etapa que se considero en la tabla 3, fue la presencia de latidos del
corazébn, dado que si un pez presenta arritmias o malformaciones, esto
comprometeria su situacion al eclosionar por no poder tener la fuerza suficiente
para llevar toda la sangre y oxigeno que necesite el organismo para salir del
saco vitelino y eclosionar. En este trabajo, los latidos fueron evidentes a las 35
horas 50 minutos, aunque en el estudio de Rosas (1970) esta misma etapa se
reportd a las 56 horas a 22°C. Lo anterior, demuestra lo importante que es la
temperatura en el metabolismo y desarrollo embrionario de organismos de
sangre fria.

Otra etapa descrita fue la presencia del movimiento muscular continuo, es decir,
gue el embriéon se moviera de manera constante dentro del huevo, lo cual
sugiere la presencia de un embrion debidamente formado y que al eclosionar
podra nadar sin problemas. En Salmo salar (Lajalad y Powell, 2009) reportaron
las consecuencias en la velocidad de nado, dando como resultado la muerte casi
inminente de los organismos, cuando la velocidad de nado al eclosionar no es la
Optima.

La ultima etapa considerada en la tabla 3 antes de la eclosion, fue la aparicion
de la vesicula biliar, ya que su malformacién o inexistencia, desataria un grave
problema al procesar los alimentos, por lo que podria desencadenar su muerte.
Es importante destacar que estas etapas fueron medidas a la temperatura ideal
de crecimiento, determinada en estudios previos y es 25°C (Barriga-Tovar, 2000;
Campos, 2000; Martinez-Palacios, 2002, Navarrete-Ramirez, 2011). Sin
embargo, si ésta es alterada, las horas en las que se presentan las etapas
pueden variar, por ejemplo, la eclosién a 25°C ocurre alrededor de las 121 horas
24 minutos, en cambio a 22°C ocurre a las 168 horas como reportd Rosas
(1970) en su estudio.

Con la informacion anterior fue posible identificar los tiempos de estadios de
desarrollo a evaluar en el segundo experimento que consistié en saber si existe

algun efecto del tipo de corte (tijera comun vy tijera eléctrica) de filamentos
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adherentes de huevo en el porcentaje de eclosion de huevo recién fertilizado. Lo
anterior ocurre en diversas especies de peces como ciclidos (Cichlidae), gobios
(Gobiidae), blénidos (Blenniidae) y pirafias (Serrasalminae). (Riehl y Patzner,
1998). En la planta del IIAF el cigoto es cotidianamente limpiado (se le cortan los
filamentos adherentes) con tijeras mecéanicas y manuales, pero hasta este
estudio no existian datos que indiquen cual de estos métodos es mas eficiente y
adecuado para favorecer la supervivencia del huevo. Unicamente se sabia que
los filamentos adherentes debian ser cortados, debido a la facilidad para
incubarlos pero sobre todo para evitar la contaminacion por hongos (Martinez-
Palacios, 2000). En el segundo experimento, se comprobd que el indice de
sobrevivencia para ambos métodos era significativamente mayor cuando se
cortaban los filamentos adherentes que cuando se dejaban sin cortar
independientemente del método (Grafica 4 y 5). Este resultado confirma la
necesidad de utilizar cualquiera de estos dos mecanismos de corte para mejorar
la supervivencia larval en la planta experimental.

Partiendo de esta afirmacion, era necesario ver si el tiempo de corte influia en la
sobrevivencia ya que posiblemente existian algunas etapas de desarrollo mas
sensibles a la manipulacion mecéanica de los huevos. En el experimento 3(A) se
encontré evidencia de que posiblemente pudiera haber algun periodo alrededor
de las 24hrs post-fertilizacion en donde los huevos fueren sensibles al corte
(Gréfica 6), aunque en dicho lote de huevo utilizado se observé mucha variacion
en la sobrevivencia. Por lo tanto se repiti6 el experimento (3B) tratando de
corroborar dicha sensibilidad, sin embargo no se observaron diferencias
significativas en todas las horas a las que se realiz6 el corte (Gréfica 7) lo cual
indica que posiblemente lo observado en el primer experimento fue un artefacto
debido a la calidad de huevo y/o a su manejo, ya que en este Ultimo experimento
la supervivencia fue muy alta (> 90%). Con esto podemos concluir que el tiempo
y etapas en las que se realizan los cortes no afectan significativamente la
supervivencia a la oculacion.

Cuando existe el dimorfismo sexual en peces puede ser tan variado e

interespecifico, por lo que no se puede hablar de generalidades, sin embargo es
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comun en especies altamente sociables como los goodeidos y ciclidos. Algunos
otros ejemplos son el salmoén del Pacifico (Oncorhynchus) y en el salmén de
Coho (O. kisutch) donde es sencillo diferenciar machos y hembras, la aleta
adiposa varia de tamafo, al igual que la mandibula superior (Beacham y Murray,
1986).

En el transcurso de este estudio se observaron diferencias claras en cuanto a la
longitud de las aletas anales en esta especie para la cual no existia ningln
reporte de dimorfismo sexual anteriormente y que podria ser muy util para el
manejo cotidiano de reproductores de ésta y otras especies de aterindpsidos.

En el presente estudio se constato que la aleta anal variaba consistentemente de
tamano entre ambos sexos, siendo significativamente mas largas en los machos
gue en las hembras. De hecho, en este trabajo se encontré que la razon entre la
longitud del principio de la aleta anal (PPP) y la longitud de la aleta anal (LAA)
tiende a ser cercano a 1 en machos ya que dicha LAA tiende a llegar al poro
genital mientras que en hembras tiende a ser mas cercana a 0.5, corta y
significativamente lejana al poro genital (Ver Figs. 31 y 32). Este descubrimiento
permitira manipular mas rapido y sin presion abdominal (lo cual genera un estrés
considerable) en especies altamente sensibles al manejo como lo son C. estor y
C. promelas.

Cabe destacar que los individuos de C. estor y C. promelas utilizados, ya habian
alcanzado su madurez reproductiva (>7 meses), por lo que se ignora si esta
caracteristica fenotipica se asocia a algun factor genético (cromosémico, por
ejemplo) o se exprese so6lo hasta la etapa de madurez sexual como es el caso
de salmoénidos (Oncorhynchus sp.) en donde el dimorfismo sexual sélo se
presenta en peces maduros (Beachman y Murray, 1986). Esto debera ser
determinado en subsecuentes estudios en estas dos especies.

La razon evolutiva de este dimorfismo sexual (si es que existe) es actualmente
desconocido, sin embargo, se propone como hipétesis que puede ser debido a la
necesidad que tienen los machos de poner rapidamente en suspension su

esperma el cual se ha observado que en ambas especies es significativamente
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mas espeso y producido en menor cantidad que en otras especies de peces de
tamano similar. Sin embargo, debera ser comprobado en futuros estudios.

Por otro lado, en este trabajo también se observaron algunas excepciones, es
decir, individuos masculinos con aletas muy cortas y viceversa, para lo cual se
proponen las siguientes tres hipotesis: a) que algunos de estos individuos
tuvieran malformaciones no claramente visibles o identificables desde el exterior
(como acortamiento lumbar) y que por lo tanto hayan sesgado los promedios, b)
la existencia de organismos hibridos (ya que varias especies de peces blancos
de Chapala fueron introducidos al lago de Patzcuaro antes de que se tomaran
los especimenes originales para domesticacion) y que por lo tanto haya alguna
mezcla de factores genéticos, lo cual es posible ya que en el laboratorio han
determinado la viabilidad de dichos hibridos y c) la posible existencia de machos
y/o hembras reversadas por temperatura ya que un estudio reciente (Corona-
Herrera et al. 2013; 2018), encontré que por encima de 20°C la razon sexual
favorece a machos y que a altas temperaturas (29°C o mas) la razén llega cerca
del 90% de machos. Esta ultima hipotesis (sin descartar que ademas sea una
mezcla de las anteriores) puede ser la principal razon de estos organismos
atipicos ya que es posible que se hayan masculinizado o feminizado sin
necesariamente haber cambiado su fenotipo sexual. Sin embargo, todas estas

hipotesis deberan ser confirmadas en estudios posteriores.
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8. Conclusidn

La descripcion del desarrollo embrionario, se realizO con éxito ya que se
identificaron y describieron la mayoria de las etapas del mismo, que en el caso
de C. estor, no se habia realizado antes.

Habiendo evaluado los potenciales estadios de desarrollo susceptibles al corte,
se concluye que ni el tiempo ni el tipo de corte influye significativamente en la

supervivencia de los huevos.
Existe un claro dimorfismo sexual en individuos maduros de C. estor y C.

promelas el cual consiste en que el tamarfo de la aleta anal en machos es mayor

gue en hembras.
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