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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES ¥ NEUROENDOCRINOS

l RESUMEN '

El crecimiento y maduracion sexual de la titapia Oreochromis niloticus es regulado por

factores ambientales, como la densidad de carga, la temperatura y el fptoperiodo (horas

juz) a la cual se cultiven; asi como de factores neuroendocrinos.

El estudio se llevo a cabo en acuarios de vidrio de 40 litros de capacidad, temperatura
constante y aireacion continua, con crias de Oreochromis niloticus de aproximadamente
30 dias de nacidas, las que se sometieron a diferentes condiciones de densidad,
temperatura y fotoperiodo por 90 dias. Se observé que ios machos tienen mejor
crecimiento a menor densidad de carga, mientras que en las hembras no influye el
nimero de animales por unidad de volumen, cuando menos hasta la edad de 120 dias.
El crecimiento tanto en peso total como en longitud, no se vié afectado por las diferentes
condiciones de fotoperiodo al cual fueron sometidos jos machos, sin embargo, en las
hembras dicho crecimiento fue mejor al exponerlas a condiciones de obscuridad total.
Con base en los resultados de varios experimentos se pueden establecer dos periodos

de reproduccion primavera-verano e invierno.

La concentracion de noradrenalina (NA), dopamina (DA) y serotonina (5-HT), asi como la
actividad de las neuronas dopaminérgicas y serotoninérgicas presentaron diferencias
sexuales, que parecen ser independientes de la temperatura y el fotoperiodo ai cual
fueron sometidas las tilapias. No se descarta la posibilidad de que algin otro factor
endoégeno, pueda estar regulando el desarrolio gonadal de Oreochromis niloticus como lo

serian el neuropéptido Y, el acido ¥ - amino butirico (GABA) 6 los catecolestrogenos.
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| ABSTRACT '

Growth and sexual maturation of the tilapia Qreochromis nifoticus are regulated by

charge density, temperature, photoperiod and neuroendocrine factors.

The present siudy was performed in 40 liters, glass aqguariums with temperature and
aeration continuous. Thirty day old fingerlings of Oreochromis niloticus , were maintained
in different conditions of density, temperature and photoperiod during 90 days. The hest
growth was obtained by males when they were maintained in conditions of 4
fish/aquarium; charge density did not affect female growth. Male growth was not affected
by photopericd, while female growth was higher when they were maintained in a 0/24
hours light/dark condition. The higher gonadal index was observed in those animals

sacrificed during the spring-summer or winter seasons.

Hypothalamic concentration of noradrenaline (NA), dopamine (DA), serotonine (5-HT),
and neurons dopaminergic and serotoninergic activity were different between sexes;
these differences were independent of temperature and photoperiod. Based in present
and other studies, we presume that gonadal maturation in Oreochromis niloticus is
regulated by several factor including neurotramitters (NA, DA and 5-HT) and hormones,

and that the interactions between them are modulated by external factor.
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l INTRODUCCION '

Todos los seres vivos tienen tres sistemas de comunicacion: los sistema nervioso:
endocrino e inmune y cada uno de ellos posee un tipo especifico de mensaijeros. Las
células nerviosas se comunican por la liberacion de neurotransmisores, las glandulas
enddcrinas por hormonas y el sistema inmune por citocinas. Estos tres sistemas no son
independientes, ya que interacttan entre si, por lo que se le ha denominado como el

sistema neuroinmunoendécrino (Brown, 1994).

En los peces la complejidad de la interaccion de los componentes de los sistemas antes
mencionados, se incrementa por la cantidad de especies que existen y sus diversas
adaptaciones a la variedad de habitats que ocupan. Los peces, mas que cualquier otro
grupo de vertebrados, tienen habitats muy variados y en consecuencia, mayores

diferencias en comportamiento.

En los peces, como en otros vertebrados, el ciclo enddégeno de la reproduccion es
modulado por ritmos exdgenos que regulan el "reloj bioldgico”. Entre estos ritmos
exdgenos se encuentra el ciclo de luz-obscuridad -ciclo diarioc y anual cuyas
caracteristicas dependen de la latitud geografica-, la disponibilidad de alimento,
presencia de! sexo opuesto, temperatura, asi como de algunos factores bidticos y
abiodticos del agua (Figura 1) (Breft, 1979; Bye, 1984).

La mayoria de las especies tienen estaciones del afio definidas para el desove como
parte de sus interrelaciones reproductoras cronometradas. Los peces de aguas calidas
desovan durante el verano y los de aguas frias durante el otofio e invierno y algunas
especies tropicales desovan durante todo el afio. Las temporadas fijas de desove estan
relacionadas con el grado de desarroflo que presentan los peces, por lo que se cree que
los ciclos reproductivos circanuales enddgenos son probablemente universales y estan
sincronizados con las estaciones como repuesta a las condiciones ambientales (Bye,
1984).
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EXTERNOg

CXIGEND

CIRCULACIGH

Figura 1. Faclores externos € internos que afectan

el crecimiento de los peces (tomado de Brett, 1979).

El sistema reproductor de los vertebrados esta formado por las génadas (testiculos u
ovarios), la hipofisis, el hipotalamo, los d6rganos sexuales accesorios como trompas y
utero, los conductos deferentes y varias g¢landulas que producen secreciones que
ayudan a la supervivencia y salida de las células germinales, donde ias hormonas
juegan un papel importante en: 1) ia formacién de gametos; 2} la maduracién, el
mantenimiento y la preparacion del animal para el apareamiento en el momento

apropiado; 3) la preparacion de los conductos gonadales para recibir las descargas de

(%]
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los dvulos, expulsar espermatozoides o ambas funciones; 4) las condiciones adecuadas
para la union del espermatozoide y el ovulo; 5) el crecimiento, desarroilo y diferenciacion

del huevo fertilizado hasta llegar a un adulto viable (viviparo) (Goldstein, 1982).

REPRODUCCION

La reproduccién es el proceso por medio del cual se perpetian las especies y en
combpinacién con los cambios geneticos, aparecen por primera vez caracteristicas para

las nuevas especies (Lagler ef al., 1984).

En los peces se observan por lo menos tres tipos de reproduccion: bisexual,
hermafrodita y partenogenética. En la reproduccion bisexual que es la clase que
prevalece, los espermatozoides y los dvulos se desarrollan en individuos masculinos y
femeninos por separado. En el hermafroditismo (un tipo de intersexualidad) los dos
sex0s se encuentran en un mismo individuo, En algunas especies existe la
autofertilizacion y en otras el verdadero hermafroditismo funcional como sucede en
ciertos serranidos, salménidos, percas y huros los cuales funcionan primeramente como
machos y luego como hembras. Finalmente la partenogénesis gue consiste en el
desarrollo del ovulo sin fertilizacién, condicidn que deberia de llamarse ginegénesis y
ocurre en un pez tropical, poecilido viviparo del Amazonas (Poecifia formosa) (Lagler et

al., 1984) y en algunas poblaciones de Carassius auratus (Hoar, 1969).

En los peces influyen muchos faciores que estimulan el desarrolio de la capacidad para
reproducirse y pueden reunirse en dos grandes grupos: los intrinsecos (que aparecen en
el propio pez) y los extrinsecos (gue se encuentran en el medio ambiente). Entre los
factores intrinsecos que determinan la primera maduracién sexual y los subsecuentes
desoves y maduraciones se encuentran la especie y su juego cromosémico comeo factor
hereditario, el alimento y finalmente el todo fisiologico del individuo (Lagler ef al., 1984),
mientras que los extrinsecos son aquellos factores bidticos y abidticos que se dan de

forma natural en el ambiente que [os rodea.
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En la regulacion de la reproduccion de los peces, los procesos de transduccion estan
relacionados con diversos fenomenos neurofisiologicos que inducen algin
comportamiento en especial (migraciéon hacia el sitio de reproduccion ¢ el desove de
ciertas especies). Asimismo, estos procesos se encuentran relacionados con cambios
en la secrecidn hipotalamica del factor liberador de las gonadotropinas (GnRF) o la

modificacion de sus efectos sobre la hipdfisis (Peter, 1983).

El proceso reproductivo es regulado por hormonas de origen hipotalamico: GnRH;
FSH, LH, prolactina; y de las gonadas (estrdgenos, androgenos, progesterona). En los
mamiferos se ha mostrado que los efectos de ias gonadoiropinas son modulados por fa
informacion neurat que llega a las gbénadas por dos vias principales: el nervio ovarico

superior y el nervio vago (Freeman, 1988; Everett, 1988; Dominguez ef af., 1991).

Testiculos

Los testiculos en los peces son estructuras pares en la mayoria de las especies,
internos y de forma longitudinal. Estan suspendidos por tejido conjuntivo (mesorquia) en
{a seccidn superior de la cavidad del cuerpo y se les puede localizar hacia los fados, a
todo lo largo, o por debajo de la vejiga gaseosa, cuando esta presente (Figura 2). Estan
compuestos de tobulos donde se desarrollan los espermatozoides, procesc al gue se le

denomina espermatogénesis o espermiogénesis.

2

Figura 2. Posicién de los testiculos en los peces
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El tamafio y color de los testiculos varia segGn el estado de maduracion de estos
drganos y el desarrolio sexual, su peso puede [legar a ser igual o mayor al 12% del peso
corporal. A menudo su color es blanco cremoso y de superficie lisa. En los teleosteos la
estructura de los testiculos es variable de especie a especie, aunque existen dos tipos
basicos, lobuiar y tubular, los cuales pueden identificarse con base en la diferenciacion

del tejido germinatl (Billard of &/., 1982 citade por Nagahama, 1983).

Los testiculos de tipo lobular son tipicos de los teledsteos y estan compuestos por
numerosos Idbulos, que se encuentran separados unos de otros por una capa de tejido
fibroso conectivo. En los I6bulos, la espermatagonia primaria sufre numerosas divisiones
mitdticas hasta producir cistos que contienen varias células germinales en un mismo

estado de desarrollo.

La espermatogonia en sus primeras etapas es una célula grande de forma ovoide con
nucleo grande, redondo que se divide repetidamente. Posteriormente la espermatogonia
se torna mas pequena y redonda y se transforma en espermatocito primario, donde se
inicia la meijosis y se da la primera divisidon de maduracion y el espermatocito primario se
transforma en secundario, luego de la segunda division meidtica se origina la
espermatida. La espermatida ya no sufre divisién celular, inicamente realiza el proceso
de maduracion o espermiogenesis con el que se transforma en espermatozoide con su
estructura basica de cabeza, pieza intermedia y flagelo. Cuando se da la
espermatogénesis y por lo tanto el proceso de espermiogénesis, l0s cistos se expanden
y se rompen, liberando el esperma dentro del lumen lobular que es continuo con el ducto
espermatico (Figura 3) (Nagahama, 1983; Redding & Patifio, 1993).

Las celulas intersticiales estan entre los tdbulos seminiferos en forma aislada o
formando pequefos grupos. En salmonidos inmaduros se ha demostrado que forman
racimos, mientras que en los lesticulos maduros estas se distribuyen de manera
individual en los estrechos espacios intertubulares, 1o que indica una migracion de las
células intersticiales hacia los tubulos durante el desarrollo de! testiculo. Las células
intersticiales tienen la estructura tipica de las células productoras de esteroides, son
células grandes, poligonales con reticulo endoplasmico liso muy desarrollado y

mitocondrias tubulares (Nagahama et af., 1978).



ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDOCRINOS

Lumen Espermatogonia
lobubar
e l
Espermatocito —

©) ! +
; Espermatida —H-
f l o a"‘

Esperma +

cél de tozoides i~ A ([T
Sertol)| ";-:\ 1-"£*"'
Ductos —_— e
espermaticos ,f’(":,’J \}\

Tipo lobular Tipo tubular

Figura 3. Corte transversal de testiculo

tomado de Nagahama, 1983,

Las células de Sertoli se localizan dentro de los tibulos seminiferos y estan rodeadas
por las germinales (gonias, espermatocitos y espermatozoides) y sus funciones son el
abastecimiento de nutrimentos y la secrecion hormonal y de proteinas, en tanto que las
células de Leydig se encuentran en el espacio intertubular y su principal producto de
secrecion es la testosterona y la 11-cetotestosterona, que estimulan el crecimiento, la
diferenciacidn de los organos sexuales secundarios masculinos y estimula el

comportamiento sexual. Al igual que los estrdgenos regulan de manera inhibitoria la
secrecion de las gonadotropinas (Nagahama ef al., 1978).

lLas secreciones de ios conductos espermaticos y los espermatozoides forman el
esperma que el pez expulsa durante la temporada de desove. A fin de asegurar la

fertilizacién, cada pez macho, como io hacen los de otras especies de vertebrados,
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produce enormes cantidades de espermatozoides, los cuales son inmoéviles en el tibulo
seminifero hasta que se rednen con la secrecion de los conductos espermaticos. El
tiempo de vida de los espermatozoides varia considerablemente seglin 1a especie y el
sustrato en que son depositados, asi como a la temperatura, ya que por lo general viven
mas tiempo cuando las temperaturas son bajas, lo que ha permitido preservarlos con

éxito mediante la congelacidn {Lagler ef al., 1984).

QOvarios

Al igual que los testiculos, los ovarios también son estructuras pares, internos y
usualmente longitudinales (Figura 4). Estan suspendidos por tejido conjuntivo de la parte
superior de la cavidad del cuerpo por un par de mesenterios (mesovaria) (Figura 5),
cuando existe una vejiga gaseosa, se les puede localizar directamente debajo de éste
organo. El tamafo y la distribucion de los ovarios en la cavidad del cuerpo depende del
estado de maduracidon de la hembra y pueden llegar a comprender el 70% del peso total
del pez. EIl color de los ovarios cambia de blanquecino en los jovenes, a verdoso
cuando son inmaduros y amarillo oro en los adultos maduros. El ovario esta constifuido
por ovogonias, ovocitos y células foliculares alrededor, tejido de soporte o estroma vy

tejido nervioso y vascular (Billard ef af., 1982 citado por Nagahama, 1983).

La mayoria de los teledsteos presentan desoves ciclicos, por [o que los ovarios tienen
diferente apariencia durante el ciclo. Se describen tres tipos de desarrollo de los ovarios,
los gque se han clasificado segun el patrén de desarrollo de los ovocitos: 1) El sincrénico,
cuando todos los ovocitos se encuentran en la misma etapa de desarrolio; 2) El
sincrénico por grupos, cuando al menos dos poblaciones de ovocitos se encuentran en
diferente etapa y 3) los asincronicos, en donde el ovario contiene ovocitos en todas fas
etapas de desarrolio. (Redding & Patifio, 1993) que es caracteristica de la especie

Oreochromis niloticus en la que se realizd este estudio.
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Figura 4. Posicion de los ovarios en peces

L.a ovogénesis es el proceso de desarrolio del ovocito en los ovarics, durante la cual las
células epiteliales de la granulosa envolventes le proveen al ovocito en desarrollo de
caniidades relativamente grande de material alimenticio conservado en forma de yema
granular (proteina) y grasa, generalmente en forma de pequenas gotas de aceite
(Lagler et al., 1984).

El ritmo fisiologico interno de la maduracion gonadal que relaciona las interacciones
pituitario-gonadales, es ajustado de {al modo que asequra la aparicion de las actividades
sexuales cuando las condiciones ambientales sean mas favorables para la
supervivencia de la cria. Los cambios gue ocurren en la duracidon del dia solar
(fotoperiodo) y la temperatura afectan el ritmo de la maduracion gonadal y el desove del
pez en la zona templada y {as latitudes altas. Otros factores extrinsecos que pueden
afectar a ia reproduccion son la presencia del sexo opuesto, las corrientes, la marea, el

aspecto de la luna y las facilidades para desovar (Lagler et al.,, 1984).
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En ios peces, la maduracion y la formacién de gametos requieren la presencia de las
hormonas sexuales producidas por células especializadas de los ovarios y los testiculos

en concentraciones dadas que dependen de las hormonas gonadotropicas provenientes

¥aso sanguineo

Cél dela . .-
granulosa R

Yesicula
germinal

Zona d
radiada

Membrana
bhasal

Figura 5. Corte transversal de un ovario de tilapia

tomado de Nagahama, 1983.

de la hipofisis (Lagler ef al., 1984).

Los ovarios producen estrogenos, progesterona e inhibina entre otras. Los estrégenos
estimulan el desarrollo de los 6rganos sexuales secundarios, el crecimiento folicular, la
sintesis de receptores a progesterona y regulan de manera inhibitoria Ia secrecion de las
gonadotropinas, la progesterona estimula [a conducta sexual v 1a secrecion en algunos
drganos sexuales secundarios. La inhibina, es producida por los foliculos ovaricos y las

células de Sertoli, y su funcidén es inhibir la secrecion de la hormona estimulante del

foliculo (FSH) (Lagler et al., 1984).
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La produccion de estrogenos por el ovario es estimulada por la FSH y la hormona
luteinizante (LH). La LH estimula la produccién de androgenos y la FSH vy la LH
estimulan la aromatasa, enzima que convierte a ios andrdégenos aromatizables en
estrégenos (Dominguez ef a/., 1991). El mantenimiento del cuerpo luteo en las especies
que lo tienen v la produccion de progesterona son estimulados por la LH y en algunos
animales también se requiere la prolactina. A la prolactina se le han atribuido diversas
funciones en los vertebrados, como son la regulacion del balance de agua y electrolitos
y la promocidn del crecimiento, el desarrollo de la glandula mamaria y la produccion de

leche, incluso efectos antigonadotropicos (Baiza, 1988).

Segun Lagler ef af. (1984), en los peces existe solo una gonadotropina funcional, a la
cual se le denomina “Piscine Pituitary Gonadotropin (PPG)” la cual posee las
propiedades que en los mamiferos estan atribuidas a dos hormonas, LH y FSH. Susuki
et al, (1988) identificaron en el salmén dos tipos de gonadotropinas ricas en
carbohidratos (GtH | y GtH il), las cuales a pesar de ser quimicamente distintas
estimulan la secrecion de esfradiol del ovario. Kawauchi ef a/., (1989} mencionan gue la

GtH Il es mas potente al estimular la maduracion en el salmon.

La LH de los mamiferos, en los peces promueve la liberacion de los gametos de las
gonadas casi maduras y estimula la aparicion de los caracteres sexuales secundarios, a
partir de lo que se infiere que hay una hormona similar en los peces. Efectos similares
se describen para la gonadotropina coridnica humana (hCG) y la de orina de yegua
prefiada (PMSG), ya que promueven la liberacion de los Svulos en los peces. La
evidencia de la existencia de una FSH en los peces, segunda hormona gonadotrdpica
conocida de la glandula pituitaria del mamiferos, descansa hasta donde se sabe, en el
ensayo patron para el FSH de los mamiferos, realizado con extractos de la pituitaria del
pez. Estos ensayos sin embargo, no proporcionan una prueba de la existencia de una

segunda hormona gonadotrépica en la pituitaria de los peces (Lagler ef af., 1984).
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EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA

L a secrecidn hormonal de las gbnadas es regulada por diversos mecanismos, uno de
fos cuales implica una serie de interacciones funcionales entre el hipotalamo, la hip&fisis
y otras glandulas. En el caso de las gonadas, se le define como EJE HIPOTALAMO
HIPOFISIS GONADAS (Figura 6).

Estimulos Internos } Estructuras < Estimulos Externos

Cerebro
G el

yd
Neurotrasmisores ™~

$

L. & =
[____H.lp.n.ta.la.m.n__]\

Gnirr/ \l/Dopamina

+
ﬁ ] Hipofisis [ <

+/- +
ofras hormonas pitutarias G, G L
= +
+ -
<
Factores no-ptuitarios . .
>, | Testiculos/Ovarios
+ P Estaroides sexuales
\I/ Factores no esteroidess
esperma / hueves

Figura 6. Factores internos y externos que afectan el
Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gonadas (tomado de Redding & Patifio, 1993).

El control central del sistema enddcrino y sus interrelaciones con el sistema nervioso
estan mediados principalmente por la glandula hipdfisis. Las conexiones nerviosas
desde el cerebro controlan la liberacién de hormonas de la neurohipdfisis y del 1dbulo
intermedio, asi como de la eminencia media (parle del hipotalamo). Esta regidn del
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cerebro esta conectada con la adenohipéfisis por pequefios vasos sanguineos, el
sistema portal hipotalamo-hipofisario. Los productos neurosecretorios de las
terminaciones nerviosas de la eminencia media son descargados en estos vasos y de
ahi llevados a la adenchipéfisis, donde tienen un papel predominante en el control de la
secrecion de las hormonas hipofisarias, Ia informacidn neural que proviene tanto dei
ambiente intermo como externo es transferida a la hipofisis (Goldstein, 1982).

HIPOTALAMO

El hipotalamo, una de [as regiones mas estudiadas del cerebro tanto en peces Oseos
como en todas las clases de vertebrados superiores, estd limitado dorsalmente por el
talamo, rostralmente por el quiasma oOptico y caudalmente por los cuerpos mamilares
(Figura 7). El hipotalamo medio basal, comprendido por el nucleo ventromedial (NVM),
nucleo arcuato (NAC) y la eminencia media (EM) ha sido denominado como “El
Hipotalamo Endocrina” por sus funciones neurocendécrinas (Brown, 1984). Externamente
el hipotalamo esta limitado en direccion rostral por el quiasma optico, hacia atras por los
cuerpos mamilares. La zona que forma el piso del tercer ventriculo se denomina
eminencia media del tuber cinereum. La porcidn rostral al tallo infundibular contiene la
eminencia media anterior: la porcidon posterior al tallo infundibular forma la eminencia
media posterior. Las eminencias laterales pares forman limites bien definidos, fa saliente
ventral del hipotalamo y el receso del tercer ventriculo forman el infundibulo, la porcién
mas distal del proceso infundibular es la neurohipdfisis; el tejido que une el proceso
infundibular a la eminencia media se denomina tallo o tronco infundibular. La eminencia
media representa el punto final de convergencia de las vias del sistema nervioso central
en el sistema endécrino periférico.
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Figura 7. Cerebro de Oreochromis nifoticus. A vista dorsal y B vista ventral. NO!, Nervio oifatorio;
LOI, Lobulo olfatario; LOp, Lobulo dptico; H, Hipotalamo; C, cerebelo;
MO, Médula oblongada; CE, Corddn espinal.

El hipotalamo envia fibras de proyeccion hacia la hipofisis, formadas por los axones de
las neuronas de los nlcleos paraventricular (NPV) y supradptico (NSQ). Las terminales
de estas fibras constituyen la neurchipofisis.

El hipotalamo es una estructura rica en neuronas conocidas como neurosecretoras que
producen y liberan hormonas que regulan la funcidn hipofisiaria, mientras que su
secrecién es regulada por otras neuronas. Ademas de la sintesis de hormonas el
hipotélamo se encarga de: 1) regular el sistema nervioso auténomo, el cual controla
las funciones vicerales; 2) controla el mecanismo de regulacion de la temperatura del
cuerpo; 3) controla el "reloj bioldgico” quien determina muchos de los ritmos biclogicos;
4) regula el balance de electrdlitos y 5) controla la conducta emaocional (hambre, sed,
agresion, conducta sexual ). En muchos pero no en tados los teledsteos, las neuronas
gue se originan en el hipotalamo llegan a la pituitaria y tienen un control directo sobre
sus funciones (Brown, 1994),

El hipotalamo de los teledsteos contiene dos tipos de fibras neurosecretoras: fibras tipo
"A" que se cree son peptidérgicas y fibras tipo B que son aminérgicas. Asimismo, se han
descrito varios nucleos en el hipotaiamo, los cuales se encuentran relacionados con la
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regulacion de la funcidn adenohipofisiaria y en la produccidén de hormonas
neurohipofisiarias.

En los veriebrados infericres se observan dos formas en los que las catecolaminas
regulan las funciones de las céluias adenohipofisarias:

1) Directamente como factores liberadores o inhibidores.

2) Mediante la liberacion de péptidos gue actuan como hormonas reguladoras
de los productos hipofisiarios.

El cerebro anterior medio (MFB) es el mas importante sistema fibroso, que conecta al
hipotalamo con el sistema limbico por diversas vias, tanto ascendentes como
descendentes, ademas de contener fibras que comunican la parte rostral y caudal del
sistema limbico. En el cerebro anterior medio se pueden distinguir dos partes:

1} La parte media es rica en células, por lo que se le llama nucleo predptico, provienen
de la regidn precptica de la parie posterior del septum y particularmente de las estrias
terminales.

2) La parte lateral pobre en células, por donde las fibras solo pasan por la regidn
preoptica.

El hipctalamo de los peces contiene masas celulares bien definidas y parece ser el
centro de mayor confluencia de informacion proveniente de la eminencia media y lateral
del cerebro anterior. ademas de las terminales en el area predptica del talamo. Las
fibras nerviosas de la regidn gustativa y las del sistema acustico lateral ascienden al
hipotalamo.

Las primeras hormonas hipotalamicas que se conocieron fueron: la oxitocina y la
vasopresina extraidas de la neurohipofisis. La oxitocina actia sobre las células
contractiles en la glandula mamaria y estimula la emision de leche, También actua sobre
la musculatura uterina;, durante el coilo esto favorece el transporte de los
espermatozoides y durante el parto es imprescindible para la salida del feto. En los
peces estimula fa ovoposicion (Baiza, 1988).

La vasopresina u hormona antidiuretica (ADH) estimula la absorcién de agua por el
rifion, lo que se traduce en la disminucién del volumen urinario. Administrada en dosis

14
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altas puede provocar hipertension arterial. La arginina-vasotocina tiene efecto diurético
en peces 6seos y peces pulmonados y antidiurético en tetrapodos (Baiza, 1988).

Existen nueve hormonas hipotalamicas que regulan la liberacion de las hormonas
adenohipofisiarias. Tres de ellas (Prolactina “PRL", Hormona de crecimiento “GH" y
Hormona estimulante de los melanositos “MSH”) son controladas por hormonas
hipotalamicas pareadas, una estimulatoria (liberadora) y una inhibitoria. Las otras cuatro
(Hormona estimulante de la tiroides “TSH”, Hormona adrenocértico-tropina “ACTH”,
Hormona luteinizante “LH” y Hormona estimulante de los foliculos “FSH”) son reguladas

s6lo por hormonas liberadoras hipotaldmicas (Brown, 1994).

Las hormonas hipotalamicas son secretadas por células neuroenddcrinas Jocalizadas en

nucleos hipotalamicos diferentes. Estas neurohormonas son:

Hormona liberadora de la tirofrofina (TRH). Su secrecion es regulada por
neurotransmisores catecolaminérgicos y neuropéptidos. Su liberacidén es estimulada por
factores ambientales; también estimula la secrecion de prolactina (Brown, 1994).

Hormona iiberadora de la corticotropina (CRH). Estimula la liberacién de ACTH por
las células corticotrofas. Actda como un neuromodulador en el cerebro. Su secrecion es
regulada por neurotransmisores y neuropéptidos (ejem. acetilcolina, serotonina,
histamina y opiodes) (Brown, 1994).

Harmona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). Estimula (2 liberacion de la LH y
FSH. Su liberacion es regulada por neurotransmisores y neuropéptidos los que pueden
interactuar con esteroides gonadales, ademas de que Ia secrecion de las
gonadotropinas puede ser influenciada por estimulos internos y externos (ritmo
circadiano, feromonas, eslres).

Hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GH-RH) o somatocrinina,
hormona inhibitoria de la liberacion de la hormona del crecimiento (GH-RIH) o
somatostatina (SOM), La secrecidn de estas hormonas es regulada por
neurotransmisores catecolaminérgicos y serotoninérgicos, ademas de un gran nimero
de neuropéptidos (Brown, 1994).
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Factor liberador de la prolactina (PRF). La secrecion de la prolactina de las ceélulas
lactotrofas de la adenohipofisis es estimulada por PRF e inhibida por el factor inhibitorio
de la prolactina (FiP). La dopamina es el principal factor inhibidor de la profactina el cual
es liberado directamente al sistema porta hipofisiario. El neurotransmisor inhibidor GABA
también actda como un factor inhibitorio de la prolactina (Brown, 1994).

Factor inhibidor y factor liberador de la hormona estimuiante de los melanocitos
{MSH). La hormona estimulante de los melanocitos es liberada de las células
melanotropas de la pars intermedia por el factor liberador de ia hormona estimulante de
los melanocitos (MSH-RIF). Parte de la molécula de la oxitocina puede actuar como un
factor librador de la MSH, mientras que la dopamina actita como un factor inhibidor de la
MSH similar a la accion inhibitoria de fa prolactina (Brown, 1994).

HIPOFISIS

La hipofisis o pituitaria esta localizada en la base del cerebro por debajo del hipotalamo
y unida a éste por el tallo hipofisiario. Se localiza dentro de una depresion dsea del
esfenoides conocida como silla turca. Esta dividida en tres partes: el I6bulo anterior
{pars distalis), el idbulo intermedio {pars intermedia) y el l6bulo posterior (pars nervosa).
Ei 6bulo anterior y el intermedio forman una glandula endocrina verdadera Ia
adenchipdfisis, (constituida de la pars tuberalis, pars intermedia y pars distalis), es una
glandula enddcrina de tipo cordonal y se origina embriolégicamente de una invaginacion
del endodermo del estomodeo (Bolsa de Rathke). El lobulo posterior, llamado
neurohipéfisis, (constituido por la pars nerviosa y {a eminencia media), contiene la
terminacion de axones de los nucleos supradptico y paraventiricular del hipotalamo,
embriolégicamente es de origen neuroectodérmico derivado de una evaginacién ventral
del diencéfalo (infundibulo) {Baisa, 1988), es realmente una extensién del hipotalamo
que contienen a su vez los axones de las células neurosecretoras hipotalamicas, cuyos
somas se encuentran localizados en el nicleo paraveniricular (NPV) y el nicleo
supradptico (NSQ) de el hipotalamo (Brown, 1994), (Figura 8).
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Figura 8. Control hipotalamico de la hipéfisis (fomado de Goldstein, 1982).

La funcién de las hormonas hipofisiarias fue inferida por Smith y Engle (1827) quienes
observaron que la extirpacién de ia hipdfisis causa detencidn det crecimiento y regresion
de las génadas, o éstas no se desarrollan cuando se efectua en animales inmaduros.
Estas modificaciones son revertidas por el reimplante de la hipdfisis en su sitio original,
indicando que esta es esencial para el funcionamiento de ofras glandulas. Las
hormonas de la adenohipdfisis han sido denominadas colectivamente tropicas o troficas,
ya que varias de ellas tienen influencia en fa actividad de otras glandulas endocrinas.

Existen varias hormonas que se sintetizan y liberan de la pars distalis, algunas de ellas
son:
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Hormona de crecimiento o somatofropina. Tiene efectos metabolicos sobre
misculios, células adiposas y otros tejidos, por fo que promueve ef crecimiento en todas
las células del cuerpo.

Hormona Iufeinizante. En Jas hembras estimula [a sintesis de estrogenos,
progesterona y androgenos, asi como ia ovulacion y fa formacién del cuerpo luteo y en
los machos estimula las células de Leydig que secretan androgenos y testosterona.

Hormona estimulante de los foliculos. Promueve el desarrollo de los gametos y la
secrecion de estrdgenos. En las hembras las hormonas FSH y LH, actan sobre los
ovarios donde estimulan el crecimiento de los foliculos y fa liberacién de los ovocitos
(ovulacién). Su liberacion es estimulada por la hormona liberadora de las
gonadotropinas (LHRH o GnRH) del hipotdlamo. Ambas hormonas son necesarias para
reqular la secrecion de estrégenos. Después de la ovulacion, el foliculo degenera en
cuerpo luteo, el cual secreta estrégenos y progesterona (Satya, 1993).

En el macho, ia FSH y la LH actian sobre los testiculos en donde se localizan las
células de Sertoli (tubulos seminiferos) que producen los espermatozoides y las células
de Leydig. LH estimula las células de Leydig para sintetizar testosterona. La
testosterona promueve el crecimiento y es necesaria para mantener la secrecion normal
de las glandulas accesorias en el macho. El desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias esta regulado por FSH y LH, las cuales actean sobre las génadas para
estimular la esteroidogénesis (Blake, 1984).

Proiactina (PRL). Similar a la hormona que influye en la lactacién de los mamiferos, es
producida en la proadenohipéfisis. En union con la intermedina, promueve la formacion
de melanina en los melandforos de la piel de algunos peces. En los teledsteos, la
prolactina es una de tantas hormonas implicadas en la regulacion electrolitica y en
algunos peces se ve reducida la permeabilidad de las branquias (actividad retenedora
de sodio en los teledsteos). Su importancia en el mantenimiento de la homeostasis
parece variar con las especies {Goldstein, 1982).
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Hormona estimulante de la tiroides (TSH). Estimula ia sintesis y liberacion de tiroxina

y triyodotironina.

Hormona adrenocoértico-tropina (ACTH). Estimula la sintesis y liberacién de hormonas
glucorcorticoides en la corteza adrenal (localizada difusamente en el rifidn de los peces),
tiene también efecto estimulante en la produccién meianica de ciertos peces.

Hormona estimulante de [os melanocitos, ksta hormona se sintetiza en la pars
intermedia, que actua sobre los melandforos de los anfibios para el cambio de piel
{metamorfosis).

NEUROTRANSMISORES

Las catecolaminas, dopamina, noradrenalina y adrenalina son neurctransmisores,
neurchormonas 6 ambas del sistema nervioso central y periférico. La noradrenalina es el
principal neurotransmisor simpéatico posganglionar. La dopamina es el precursor de
noradrenalina y tiene su actividad biclégica en la periferia, mas particularmente en el
rifibn y sirve como un neurotransmisor importante de varios procesos en el sistema
nervioso central, la estructura molecular de éstos dos neurotransmisores consiste de un
anillo catecol (anillo de benceno con dos grupos hidroxilo) y una cadena con un grupo
amino (NH,). Existen dos indolaminas la serotonina ¢ 5-hidroxitriptamina (5-HT) cuya
estructura principal es un anillo indol con un grupo hidréxilo y un grupo amino en el
extremo de una cadena, y la melatonina, hormona secretada en la glandula pineal. En el
proceso relacionado con la sintesis de monoaminas intervienen varias enzimas, de las
que se mencionara en forma general como intervienen (Figura 9). (Adler, 1981, Brown,
1994).
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Figura 9. Sintesis de las catecolaminas (Dopamina y Noradrenalina)

y de ia indolamina (serotonina).

La tirosina hidroxilasa (TH) es un homotetramero y cada una de sus subunidades tiene
un peso molecular aproximado de 60 kDa. En el proceso de catalisis agrega un grupo
hidroxilo a {a posicion meta de la tiroxina y forma la 3 4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-dopa).
Esta enzima también puede hidroxilar a la fenilalanina y formar tirosina, que después
sera convertida a L-dopa. TH tiene un k., para tirosina en el rango de micromolar, es

soluble y se localiza en el citosol de las neuronas gue contienen catecolaminas.

En comparacion con L-dopa, la dopa decarboxitasa (DDC) tiene un k., bajo y un V,, alto,
de este modo L-dopa es eficientemente convertida a Dopamina. La DDC también puede
decarboxilar 5-hidroxitriptofano, el precursor de serotonina, ademas de otros
aminoacidos aromaticos. Se encuentra distribuida en todo el cuerpo en las neuronas que
conlienen catecolaminas y serotonina, ademas de tejidos no neurales como el rindn y

vasos sanguineos.
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La dopamina $-hidroxilasa (DBH), al igual que TH, tiene una funcidn oxidativa en la que
emplea el oxigeno molecular para formar el grupo hidroxilo y agregarlo a! grupo B-
carbon. DBH es una glicoproteina tetramérica que contiene subunidades de 77 a 73 kDa,
esta enzima se encuentra almacenada en las vesiculas gue tienen catecolaminas y es
liberada junto con las catecolaminas de las terminales nerviosas y de la glandula adrenal

encontrandola finalmente en el plasma.

Las catecolaminas estan concentradas en vesiculas de almacenamiento presentes en
alta densidad en fas terminales nerviosas presinapticas, catecolaminas que al ser
liberadas al espacio presinaptico son metabolizadas é desactivadas por enzimas como la
monoamina oxidasa (MAQ) ¢ catecol-O-metil transferasa (COMT), por lo que la
conversion de firosina a L-dopa y de L-dopa a dopamina ocuire en el citosol. Las
vesiculas juegan un doble papel: 1) mantienen a las catecolaminas en las ferminales
presinapticas para ser liberadas y 2) se encargan de regular el proceso de liberacién.
Cuando un potencial de accién llega a la terminal nerviosa, los canales de Ca** se abren
permitiendo que el cation entre a la terminal, incrementando por la tanto la concentracion
intracelular y se promoviendo la fusién de vesiculas con [a membrana neural, momento
en el que las vesiculas descargan su contenido soluble NA, ATP y DBH al espacio

extreneural.

La serotonina (5-HT) es sintetizada a partir del amino acido triptofano en el sistema
nervioso central y sobre el cual actia una enzima (triptofano hidroxilasa). La hormona
melatonina es sintetizada a partir del triptofano, via serotonina en la glandula pineal de
varios vertebrados y a menudo se ha sugerido que tiene funcién hormonal (Adler, 1981).
Los cuerpos celulares de las neuronas que secretan serofonina se encuentran
principalmente en la linea media de la region del raphe y el sistema reticular de la
medula, pons y tallo cerebral superior (Brown, 1994},

La NA, DA y 5-HT conocidas como monoaminas (compuestos que contienen un grupo
amino). tas cuales son sintelizadas a partir de amino acidos. La NA y DA son
catecolaminas sintetizadas a partir de tirosina en la medula adrenal, de donde son
secretadas como hormonas y en el sistema nervioso central y periférico donde actuan

como nreurctransmisores,
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Algunos de los neurotransmisores y neurchormonas que afectan la funcidn del
hipotdlamo o hipdfisis in vifro son dopamina y norepinefrina (Yu & Peter, 1992),
serotonina {Somoza & Peter, 1891) cilados por Evans, (1893). La concentracion de
dopamina y serotonina en el tejido cerebral cambia durante los ciclos reproductivos
anuales de algunos peces (Saligaut ef al., 1992b), lo que refleja una dependencia
direcia o indirecta de los procesos nedroﬂsiolégicos dados por las condiciones

ambientales.

Existe evidencia de que ia noradrenalina (NA) estimula la secrecidn de gonadotropinas
GtH (Chang & Peter, 1884) y que la dopamina (DA) actta como un factor inhibitorio de
la secrecion de gonadotropinas para inhibir directamente la liberacion espontanea vy
modular la accion de la hormona liberadcora de las gonadofropinas (GnRH) en la
glandula hipofisiaria (Peter et af., 1986; Guerrero et al,, 1990; Groves & Batten, 1986;
Crim, 1981, Chang ef al, 1983 ), y la serolonina (5-HT) incrementia la sintesis y
liberacion de GiH (Groves & Baiten, 1986). Ademas de gue en algunas especies de
peces, fa concentracion de dopamina y serotonina en el tejido cerebral cambia durante
los ciclos reproductivos anuales (Saligaut et al., 1992b), lo que refieja una dependencia
directa o indirecta de los procesos neurofisiologicos dados por las condiciones

ambientales.

La hormona liberadora de las gonadotropinas {GnRH) es el regulador primario de la
liberacion de las hormonas gonadetrdpicas (GtH), sin embargo, otras moléculas
presentes en el hipotalamo y la hipdfisis también afectan su liberacion. Esto es, la
norepinefrina estimula la liberacion de GnRH de! hipotalamo (pero no la hipdfisis),
mienfras que la serotonina estimula y la dopamina inhibe la liberacidn de dicha hormona
en ambas glandulas in vitro (Yu et al., 1981b; Yu & Peter, 1992).

Se tiene evidencia de que inyecciones intracraneales de Noradrenalina (5 a 50 ng) en el
nucleo predptico paraventricular en el pez dorado tienen respuesta dosis dependiente a
decrecer en la seleccion de la temperatura adecuada, por lo que se sugiere que el
nucleo predptico paraventricular (NPP) es un locus importante en la inlegracion
termoregulatoria y que la liberacion de NA los induce a buscar el agua fria. Resultados
similares se obtuvieron al aplicar DA (25 a 250 ng) (Wollmuth et al., 1987) (Figura 10),
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Figura 10. Vista lateral del cerebro de Oreochromis niloticus, NOI, nervios olfatorios; 1.Op, Lébulos
opticos; C, Cerebelo; MO, Médula oblongada; CE, Corddn espinal.

REGULACION DE LA REPRODUCCION

La secrecion de la GnRH es de tipo pulsatil. Se ha mosirado que la duracion y amplitud
de los pulsos de GnRH presentan ciclos circadicos y circa-anuales que estan regulados
por sistemas de neurotransmision que ejercen efecios estimulantes e inhibitorios sobre
la sintesis y liberacion hormonal {Dominguez, 1993). En los mamiferos, las aves y los
reptiles ias neuronas que secretan la GnRH se encueniran localizados principaimente en
dos zonas de hipotalamo: el nicled ventromedial y la region predptica-hipotalamica
anterior. En los peces se ha mostrado la exisiencia de neuronas GnRHérgicas
localizadas en varias regiones del hipotalamo (Shivers y col. 1983; Krey & Silverman
1983). Existe poca informacion sobre fos mecanismos neuroendocrinos que regulan la
secrecion de las gonadoiropinas en los peces y si existen diferencias sexuales en los
mismos (Liley & Stacey, 1983). Ademas de que tampoco se conoce la participacion de
los diferentes sistemas de neurotransmision en estos procesos, 0 si los factores
ambientales juegan algun papel en la diferenciacion sexual y maduracion de estos

mecanismos. Al parecer, en los peces el sistema calecolaminérgico sensible a la
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reserpina actta como un modulador inhibitorio de la secrecidon gonadal (Chang y col.
1983). Este hecho es muy importante porque en los mamiferos estos sistemas regulan
la secrecion de las gonadotropinas y el crecimiento y la diferenciacion gonadal de
manera estimulante (Freeman 1988; Everet, 1988; Knobil & Hoichkiss, 1988).

Aunado a esto, existen nueve formas de GnRH (secuencia de amino acidos) que se han
aislado e identificado en diferentes animales (mamiferos, anfibios, aves y teledsteos). El
GnRH de mamiferos (mGnRH), fue [a primer forma descrita y se encuentra presente en
todos los mamiferos analizados, asi como también en anfibios y un buen nimero de
peces Oseos primitivos. La segunda forma de GnRH fue aislada del cerebro de pollo
(cGnRH-! y cGnRH-Il); fa GnRH-Il estd presente en todos los vertebrados examinados
excepto para el agnhato y mamiferos placentarios. El primer GnRH de teledsteos aislado
fue de un salmon (sGnRH) y su distribucion se ha extendido en otras especies de
teledsteos. Otras variantes de GnRH fueron encontradas en el pez gato (catfish)
(cfGnRH), pez perro (dogfish) (dfGnRH) y lampreas (IGnRH-I y IGnRH-{li). La tltima en
ser aislada y caracterizada proviene de un pez perciforme, la brema de mar (seabream,
Sparus aurata) (sbGnRH), esta forma fue encontrada en otros peces del orden de los
Perciformes: incluyendo (Morene saxatilis), ciclido africanc (Haplochromis burtoni), y

pumppkinseed (Lipomis gibbosus). (Gothilf ef al., 1996).

Segun Powell et al., (1994) el numero de formas de GnRH en la hipdfisis varia con la
especie y menciona que la forma simple de sGnRH, se localizé en la hipdfisis del salmdn
(Okuzawa et al, 1990 y Amano ef al, 1892), la sGnRH y cGnRH-II se localizd en la
hipbfisis del pez dorado (Yu ef al, 1992), las cuales son potentes liberadores de
gonadotropinas hipofisiarias tanto in vitro como in vivo. Ademas, Zohar y colaboradores
(1995), mostraron que en el cerebro de hembras aduitas de la brema de mar se
encuentran tres formas de GnRH (sGnRH, cGnRH-ll y sbhGnRH) con actividad en la
estimulacion de gonadotropinas y que la forma mas abundantes en la hipdfisis de la
brema madura (sbGnRR) es mucho menos potente que la sGnRH 6 cGnRH-I para la
liberacion de ta GtH-Il (LH).
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Tabla 1. Secuencia de aminoacidos de las diferentes formas de GnRH conocidas. La
estructura de las nueve formas de GnRH conocidas se presentan con ia nomenclatura
convencional aceptada (péptidos de las GnRH son nombrados para las especies de las
especies de las cuales fueron aistadas primeramen{e. Las diferentes formas son listadas
en orden de similaridad a la GnRH de los mamiferos. Los aminoacidos diferentes son

resaliados en letras obscuras.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BREMA DE MAR | pGLU -HIS -TRP -SER -TYR -GLY -LEU -SER -PRO -GLY -NH2
MAMIFERO pGLU -HIS -TRP -SER -TYR -GLY -LEU -ARG -PRO -GLY -NH2
POLLO-] pGLU -HIS -TRP -SER -TYR -GLY -LEU -GLN -PRO -GLY -NH2
PEZ GATO pGLU -HIS -TRP -SER -HIS -GLY -LEU -ASN -PRO -GLY -NH2
SALMON pGLU -HIS -TRP -SER -TYR -GLY -TRP- LEU -PRO -GLY - NH2
POLLO-II pGLU -HIS -TRP -SER -HIS_-GLY -TRP -TYR -PRO -GLY -NH2
PEZ PERRO pGLU -HIS -TRP -SER -HIS_-GLY -TRP -LEU -PRO -GLY -NH2
LAMPREA-II pGLU -HIS -TRP -SER -HIS -ASP -TRP -LYS -PRO-GLY -NH2
LAMPREA-] pGLU -HIS -TYR -SER -LEU -GLU -TRP -LYS -PRO -GLY -NH2

Estudios inmunocitogquimicos y hioguimicos del hipotdlamo y la hipdfisis de peces
revelan la existencia de una 0 mas de cuatro formas de GnRH (Sherwood v Lovejoy,
1989). A pesar de que la presencia de la molécula GnRHM-like es bien conocida, su
funcion ha sido estudiada en muy pocas especies., En tratamientos experimentales en
salmaénidos y ciprinidos con GnRH-like se reportan incrementos en la concentracion
sanguinea de GtH, esteroides sexuales, ademas de que promueve la ovulacion y

espermatogénesis (Danaldson y Hunter, 1983).
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FACTORES AMBIENTALES.

£f ambiente en donde se desarrollan los peces es un sistema complejo con variaciones
en la calidad del agua (composicién fisica y quimica), movimientos del agua, abundancia
y tipo de vegetacion acuatica, intensidad de luz y periodicidad, temperatura,
disponibilidad de ailimento e interaccion social. Para el caso de especies susceptibles de
ser cultivadas, la influencia del hombre es de gran imporiancia cuando los peces son
manipulados para consumo o experimentacion, lo que provoca en los peces cambios a

nivel reproductive (Billard ef al., 1981).

Para cada especie 0 grupo de especies que ocupan un nicho ecoldgico particular, su
ciclo de reproduccidn debe de ser en una estacién del afio en que exista la cantidad y
calidad de alimento para las crias y de esa manera asegurar su supervivencia (Bye,
1984). En regiones templadas, muchos de estos faciores presentan ritmos estacionales
distintos, en donde los peces que viven en esa region presentan ciclos sincronizados de
alimentacion, crecimiento y reproduccion. En los fropicos, donde predominan los
ciclidos, los ritmos estacionales no estan bien marcados y el crecimiento tiende a ser
continuo (Oduleye, 1982).

a). TEMPERATURA

Las variaciones significativas en la temperatura del cuerpo provocan una serie de
cambios por el mantenimiento de las funciones fisioldgicas, por lo que dependiendo del
mecanismo que utilizan los peces para el mantenimiento de la temperatura corporal

éstos se pueden dividir en:

1) Endotérmicos. Aguellos que cuentan con mecanismos especializados para la

produccion y retencion del calor metabdlico.
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2) Poiquilotermos. En los que la temperatura del cuerpo es variable y similar a la
temperatura del medic en la que se encuentran, debido a que los peces controlan el

esires térmico por diversos medios.

a) adaptacion conductual
b) respuesta fisiolbgica y autondmica a cambios drasticos de femperatura,

¢) aclimatacion (durante el tiempo de vida de un individuo) 6 adaptacion (evolucién).

lLos dos primeros mecanismos son complementarios y activados en segundos 6
minutos, mientras que el tercero requiere algunos periodos de exposicion para alterar la

femperatura corporal antes de ser efectivos.

El desarrolio sexual y el desove de los peces es modulado por la temperatura y el
fotoperiodo, aunque la temperatura tiene una influencia predominante en muchas
especies. Por ejemplo, la carpa requiere temperatura calidas para su reproduccion de
20-22°C para una gametogénesis y espermatogénesis continuas. Sin embargo, existe
evidencia de que el ritmo estacional de temperatura es necesario para manfener un ciclo

reproductivo en aigunos ciprinidos (Billard ef al., 1978).

b). FOTOPERIODO

Muchas especies presentan cambios estacionales dependientes de la longitud del dia
(fotoperiodo) como indicador del inicio de una iemporada externa para una serie de
eventos fisioldgicos, lo que resulta en que ciertos eventos (muda, reproduccion,
incubacién) estan restringidos a periodos especificos del afio. Esta respuesta a la
fotoperiodicidad implica la capacidad de los organismos para distinguir entre dias cortos
y largos y por lo tanto medir el tiempo geofisico (Castafion-Cervantes et al., 1995),
medida que parece estar basada, al menos en algunas especies en los ritmos

enddgenos sensibles a la luz y particularmente los ritmos circadicos (Hoffmann, 1981).



ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDOCRINOS

c). DENSIDAD

Es el efecto competitivo sobre el crecimiento que ocurre cuando las interacciones
conductuales entre los peces causan una distribucion desigual de un recurso que esta
relacionado, directa o indirectamente, con el crecimiento. El pez dominante adquiere
una mayor proporcion del recurso y crece mas rapido que si el recurso se hubiese

repartido en partes iguales (Wootton, 1990).

En resumen se ha mostrado que éstos factores influyen de alguna manera en el
crecimiento y ciclo reproductivo de las especies, independiente de las condiciones que
deben de prevalecer para efectuarse dichas actividades. Asimismo, es importante tomar
en cuenta que la respuesta que se va a obtener esta en funcidn de la interaccidén de
varias variables, por lo que los resultados pueden ser diferentes a fos obtenidos cuando

se trabaja controlando una sola variable.
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l FAMILIA CICHLIDAE '

La famifia Cichlidae se caracteriza por tener especies de coloracion muy atractiva,

principalmente las nativas de Africa, América Central y la parte tropical de Sudamérica.

Los ciclidos se diferencian de la mayoria de los peces de agua dulce por tener sdlo un
orificio nasal a cada lado de fa cabeza qgue sitve simuftdneamente como entrada y salida
de la cavidad nasal. El cuerpo es comprimido, a menudo discoidal, raramente alargado.
En muchas especies la cabeza del macho es mas grande que la de la hembra. La boca
es protractil, generalmente ancha, a menudo bordeada por labios gruesos, las
mandibulas presenfan dientes conicos y en algunas ocasiones incisivos. Presentan
membranas branguiales unidas por cinco o seis radios branquidstegos y el nimero de
branguiespinas es variable segin la especie. La linea lateral esta interrumpida y se
presenta generalmente dividida en dos parte: la porcidn superior que se extiende desde
el opérculo hasta los Uitimos radios de la aleta dorsal y la porcion inferior donde
aparecen varias escamas por debajo de donde termina la linea superior hasta el final de
la aleta caudal. Presentan escamas de tipo cicloide. El nimero de vértebras varia con la
edad y pueden ser de ocho a 40 (Morales, 1991; SEPESCA-UAM, 1994).

‘ Oreochromis niloficus {L.) '

Las tilapias alcanzan su madurez sexual enfre los cuatro o cinco meses de edad y
longilud entre ocho y 16 cm. La frecuencia de desove varia considerablemente
dependiendo de los factores ambientales (de seis a 16 veces al afio). En México se han
observado hasta 10 desoves, del mismo individuo, ai afno (SEPESCA-UAM, 1994).
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La tilapia posee un tipo de reproduccion dicica, es decir espermatozoides y dvulos se
desarrollan en individuos independientes, Las gonadas se encuentran en posicién
ventral a lo largo de la columna vertebral y {a vejiga natatoria. Los ovarios presentan un
tipo de desarrollo asincronico, mientras que los festiculos son de tipo lobular,
compuestos de numerosos Idbulos, separados por una delgada capa de fibra de tejido
conectivo (Figura 11) (Rodriguez, 1992).

Figura 11. Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1757)

Los habitos reproductivos y la organizacion social de las tilapias tienen grandes
implicaciones en su cultivo precisamente por el problema que representa su
reproduccion prolifica. En condiciones de cautiverio, todas las tilapias tienen a producir
un mayor numero de huevecillos por desove que las poblaciones silvestres; esto es una
medida adaptaliva para asegurar {a sobrevencida de la especie cuando las condiciones
son adversas. Enire las especies que incuban sus huevos en la boca, los machos

permanecen en el area de nidacién, delimitando y protegiendo su territorio. Estos

i
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despliegan vistosas coloraciones para atraer a alguna de las hembras que visitan con
frecuencia el area de nidacion, Finalmente la hembra deposita tos huevecillos en el
fondo del nido y una vez que éstos han sido fertilizados por el macho, la hembra recoge
los huevecillos en su boca y se desplaza hacia algun sitio protegido, donde permanece
quieta durante la incubacion de los huevos. At nacer los alevines continGan en la boca de
la madre. Al absorber el saco vitelino, los pececillos empiezan a salir de la boca,
alejandose cada vez mas y regresando a ella en busqueda de proteccidn (Figura 12).
Cuando los alevines han alcanzado una talla de 10 mm, se alejan definitivamente, pero
continian agrupados en busca de alimento y proteccion, principalmente cerca de las

orillas (Aguilera y Noriega, 1991)

La eficiencia de la reproduccion de las tilapias tiene consecuencias paradojicas: por una
parte las vuelve atractivas para la piscicultura, particularmente en regiones tropicales y
en paises en desarrollo, dada la facilidad y rapidez de su propagacién y por otra parte,
causa problemas debido a que en condiciones de cautiverio su inconirclada
multiplicacién provoca “enanismo” debido a la competencia por alimento y espacio y su

maduracion sexual se vuelve precoz tanto por factores genéticos como ambientales.
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Figura 12. Ciclo bioldgico y reproduccion de Oreochromis spp
(Tomado de SEPESCA, 1986).
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‘ PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA '

Con base en lo expuesto anteriormente, se puede considerar que el sistema aminérgico
modula los mecanismos neurcendocrings que regulan la secrecidn de la GnRH, las
gonadotropinas y ef desove. Investigaciones realizadas con antelacion se han enfocado
al andlisis de algunos factores ambientales o bien a conocer el papel de las monoaminas
sobre la reproduccién, esto de forma independiente, por lo que en la presente
investigaciéon se propuso analizar los efectos sobre el crecimiente, la maduracion sexual
y la actividad monaminérgica de la Oreochromis niloticus baijo diferentes condiciones
experimentales que involucren cambios en los factores ambientales, iales como:
densidad de carga, temperatura y fotoperiodo, caracteristicas gue detienen o desvian la

energia encaminada al crecimiento hacia la reproduccion.
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| HIPOTESIS '

La maduracion y diferenciacion de los mecanismos monoaminérgicos que regulan la
secrecion de las gonadotropinas y el desarrollo gonadal en la tilapia Oreochromis
nifoticus son diferentes en el macho y en la hembra y dependen de las condiciones del

medio ambiente en el que se desarrollan los animales.

‘ OBJETIVO GENERAL '

Analizar la interaccion de los factores ambientales y el sistema monoaminérgico en la

regulacion de la maduracion sexual de la tilapia Creochromis niloticus.

l OBJETIVOS ESPECiFlCOS'

- Evaluar la influencia de la densidad, fotoperiodo y temperatura sobre el crecimiento en

longitud y peso de la tilapia Oreochromis niloticus.

- Analizar la respuesta del sistema monoaminérgico frente a diferentes condiciones de

luz y temperatura.
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| METODOS '

PROCEDIMIENTO GENERAL

Se trabajo con crias de tilapia Oreochromis nifoticus (1.2 cm y 0.1g) proporcionadas por
el Centro de Zacatepec, situado al Oeste del Estado de Morelos a 18° 45” [atitud Norte y
99° 19” longitud Este a 1050 msnm (INEGI, 1982). Las crias se trasladaron al laboratorio
en bolsas de polietiieno y se colocaron en peceras de vidrio con capacidad de 30 litros
de agua, aireacion continua, temperatura de 25°C y suministro de alimento balanceado
(50% proteina) ad libitum. Transcurridos de 8 a 15 dias de aclimatacién se distribuyeron
al azar en diferentes peceras segun el disefio de cada experimento. Se colocaron tres

peceras por tratamiento.

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Al inicio y al final de cada experimenio, a cada uno de ios peces se les tomd su longitud
patron que va de la punta de la mandibula inferior a donde se localiza el hueso
hipoureal, con un ictiometro de precision en mm, asi como su peso total con ayuda de
una balanza de precision de 0.01 g. Transcurrido el tiempo de experimentacién (90 dias),
los peces se sacrificaron por decapitacion entre fas 10:00 y las 13:00 h, se extrajeron las
gonadas, se identificd el sexo y el grado de desarrolio gonadico por comparacion con las
tablas propuestas por Holden y Raitt, (1975) (Anexo 1) y se determind su peso para
calcular el indice gonadosomatico (GSI, por sus siglas en inglés) (peso de las
gonadas/peso del pez x 100). Las gonadas fueron fijadas en solucién de Bouin por 24
horas y cambiadas a alcohol al 70% para su conservacién. Asimismo, se extrajo el
cerebro y se sumergio en solucion salina fria, posteriormente se diseco el hipotalamo y
se almacend inmediatamente a -70°C para su posterior cuantificacion de monoaminas
(Noradrenalina “NA", Dopamina "DA” y Serotonina “5-HT" y sus respectivos metabolitos)
por el método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en

inglés).
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PROCEDIMIENTO PARA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Cada uno de los hipotalamos fue pesado en una balanza de precision (0.000 mg) y
homogeneizado en 200 ul de acido percldrico 0.2 M frio grado HPLC. Posteriormente se
centrifugd a 5000 rpm a -4°C durante 30 min, el sobrenadamente se paso a través de
una membrana (Millipore, S.A.) de 0.22 um de diametro de poro y finaimente se inyecto
una alicuota de 100 ui al detector del sistema de HPLC. Dicho sistema consistio de una
bomba isocratica de flujo constante (Perkin Elmer, Modelo 250), con un loop de 50 ul. La
separacion de monoaminas se llevo a cabo en una columna C-18 con particulas de 10

y longitud 18 cm x 5 mm de diametro interno (Perkin Elmer).

El sistema de deteccion consté de un detector electroquimico (Bioanalytical Systems, LC-
4C) con electrodo de plata e integrador £LC1-100 (Perkin Elmer). El corrimiento de las
muestras fue comparado con el de una solucién estandar conocida (estandar externo),

que se inyecld al sistema al inicio y final de cada sesidn de trabajo.

La fase movil para el corrimiento de las muestras se prepard de la siguiente forma: 460
ml de agua bidestitada con conductividad de 10.0 QOms/cm?, a la que se le agregd 15.75
g de acido acético y se ajustd a pH de 3 con hidroxido de sodio concentrado, en seguida
se le adicionaron 100 mg de acido 1-octanosulfonico y se aford a 470 ml, la solucion se
pasd a través de membranas de 0.2 um de diametro de poro, solucién que se
desgasificd con helio y al vacio, para finalmente adicionarle 20 ml de acetonitrilo y 13 mi

de {etrahidrofurano, se tapé y se conectd al sistema de cromatografia.

Los resultados de longitud, peso total, peso de las génadas (ovarios y testiculos), indice
gonadosomatico y concentracién de las monoaminas fueron sometidos a pruebas de
analisis de varianza de una via (p < 0.05), ademas se utilizd la prueba de Tukey y la de
rangos multiples para comparar las medias de los tratamientos cuando se presentaron
diferencias (p < 0.05). En las graficas y tablas se muestra el valor promedio % el error

estandar de la media (e.e.m.).
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l RESULTADOS '

EXPERIMENTO 1.

OBJETIVO: Estudiar los efectos de la densidad de carga sobre el crecimiento en
longitud, peso corporal, peso de godnadas e indice gonadosomatico de

Oreochromis niloticus, mantenidas a 25°C y fotoperiodo de 12/12 l/o.

Este experimento se disefid para analizar si el crecimiento de la tilapia Oreochromis
nifoticus es afectado cuando el animal en desarrcllo es mantenido a diferentes

densidades de carga.

Grupos de cuatro, seis y ocho peces de un mes de edad (2.0 cm y 0.5 g promedio)
fueron distribuidos al azar en peceras de 30 litros de agua y 2521°C y se les mantuve en
esas condiciones durante tres meses (julio-septiembre), tiempo en el que Oreochromis
niloticus inicia su periodo reproductivo. Al finalizar el experimento, los animales fueron

sacrificados como se especifico en el apartado correspondiente.

RESULTADOS

Grafica 1. Promedio + e.e.m. de longitud patrén (a) y peso corporal (b) de la tilapia
Oreochromis niloticus hembras y machos mantenidas en diferentes densidades de carga
durante 90 dias.
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En la Grafica 1 se muestran los resuiltados obtenidos en el crecimiento de machos y
hembras de Oreochromis niloticus. En los machos el mayor crecimiento en longitud
patrén y peso se registrd cuando los peces fueron mantenidos a baja densidad (4
peces/acuario) y el menor incremento se registrd en aquellos mantenidos en grupos de 6
peces/pecera (p<0.05). En las hembras el crecimiento tanto en longitud como en peso
fue semejante en iodas las densidades de carga probadas. Asimismo, se pueden
apreciar diferencias en la longitud entre hembras y machos cuando fueron expuestos a

densidad de 4 peces por acuario.

Gréfica 2. Media + e.e.m. de (a) peso de génadas y (b) indice gonadosomatico de O.

nifoticus mantenidas en diferentes densidades de carga.
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El desarrolio gonadal en las hembras (peso de gdnadas e indice gonadosomatico)
alcanzo sus valores mas altos cuando se colocaron 6 pecesfacuario y el menor
desarrollo en aquelias que se expusieron a altas densidades (p<0.05). Para los machos

se obhservo que el desarrollo gonadal fue similar en {odos los grupos (Grafica 2).
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EXPERIMENTO 2.

OBJETIVO: Analizar los efectos de diferentes fotoperiodos (12/12, 24/0 y 0/24

luzfobscuridad) sobre el crecimiento de Oreochromis niloficus.

Se colocaron peceras con ocho peces en condiciones controladas de iluminacion (12/12,
24/0 y 0124 luzfobscuridad (o)), a temperatura de 25°C, durante 90 dias {noviembre-

febrero). Al final del experimento, los animales fueron sacrificados y procesados como se

describié anteriormente.

Grafica 3. Promedio t e.e.m. de (@) longitud patrén (cm) y (b) peso (g) de hembras y

machos colocados a temperatura de 25°C y diferentes condiciones de foloperiodo.

a b
12 30
5 25
5 5 2
= o]
4 & 15
o a 10
5
-t 5
0 ‘ .
HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHQS

B192/12 m24/0 £30/24 ' (E@12/12 m24/0 mO/24 .

En la Grafica 3 se muestran los resultados obtenidos en el crecimiento de la tilapia
sometida a diferentes regimenes de fotoperiodo. El crecimiento en longitud patrén y peso
total de los machos fue similar en tfodos los grupos. El crecimiento potencial de las
hembras fue menor que el de los machos cuando los animales fueron mantenidos en

condiciones de obscuridad continua (p<0.05).
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Gréfica 4. Media £ e.e.m. a) peso de gbnadas (mg) y b) indice gonadosomatico (IGS)
de machos y hembras de Oreochromis niloticus sometidos a temperatura de 25°C y

diferentes fotoperiodos.
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Como se puede observar en la grafica 4, en las hembras el mayor indice
gonadosomatico se obtuvo cuando fueron expuestas a condiciones de obscuridad
continua y el menor cuando se sometieron a condiciones similares de luz/obscuridad
(p<0.05). En los machos su mejor desarrolio gonadal se observa cuando éstos se

expusieron a luz continua, sin liegar a observarse diferencias estadisticas significativas.
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EXPERIMENTO 3.

OBJETIVO: Evaluar los efectos de diferentes condiciones de temperatura (25 y
30°C) y fotoperiodos (12/12; 24/0 y 0/24 luz/obscuridad) sobre el crecimiento de

Oreochromis niloticus.

Se colocaron peceras con ocho peces bajo condiciones controladas de temperatura (25
y 30°C) y fotoperiodo (1212; 24/0 y 0/24 luz/obscuridad) durante 90 dias (abril-julio). Al
finalizar el experimento, los animales fueron sacrificados como se describid en parrafos

anteriores.

RESULTADOS

En la grafica 5 se muestran los resultados obtenidos para el crecimiento en longitud
patron de la tilapia mantenidas bajo diferentes temperaturas y fotoperiodos, en donde se

puede apreciar que su crecimiento fue similar en todos los tratamientos (p<0.05).

Con respecto al crecimiento en peso total se observa que cuando los machos fueron
expuestos a fotoperiodo de 12/12 luz/obscuridad y temperatura de 30°C alcanzaron
mayor crecimiento. Mientras que las hembras obtuvieron mayor crecimiento cuando

fueron sometidas a condiciones de luz continua y 30°C (Grafica 6).
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Grafica 5. Media £ e.e.m. de la longitud patrdn (cm) de hembras y machos de O.
nifoticus, mantenidas bajo diferentes condiciones de {emperatura (25 y 30°C) y

fotoperiodo de a) 12/12 horas luz/obscuridad; b) 24 horas luz y ¢) 24 horas obscuridad.
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RESULTADOS

Grafica 6. Media + e.e.m. del peso total (g) de hembras y machos de O. nifoticus,
mantenidas bajo diferente condiciones de temperatura (25 y 30°C) y fotoperiodo de
a) 12/12 hora luz/obscuridad; b) 24 horas luz y c) 24 horas obscuridad.
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDOCRINOS

EXPERIMENTO 4.

Objetivo: Estudiar el efecto de diferentes condiciones de fotoperiodo y

temperatura sobre el desarrollo gonadal durante diversas épocas del aio.

Este experimento se llevd a cabo en diferentes épocas del afio para ello, se
colocaron 8 peces por pecera y se sometieron a diferentes condiciones de
fotoperiodo (12/12; 24/0; 0/24 Vo) y temperaturas (25°C y 30°), una vez
transcurridos ires meses de experimentacion los peces fueron sacrificados como

se menciond en el apartado correspondiente,

TABLA 2. PROMEDIO % e.e.m. DE LA LONGITUD PATRON, PESO TOTAL, PESO DE
GONADAS E iNDICE GONADOSOMATICO DE TILAPIAS O. niloticus MANTENIDAS
BAJO FOTOPERIODO.DE 12 HORAS LUZ/12 HORAS OSCURIDAD Y TEMPERATURA
DE 25°C EN DIFERENTES EPOCAS DEL ANO.

my)
PRIM-VER
(ABR-JULIO) 13 6.76+0.49 12.70+3.08 35.34£10.16 2.22+0.66
VERANO
{JUL-SEPT) 6 5.47£0.33 5.51£1.074 13.20£1.76 0.26+0.06
INVIERNO
(NOV-FEB) 11 9,00£0.32 21.73£2.37 101.15490.65 4.10£3.07
HEMBRAS:
PRIM-VER
(ABR-JULIO) 4 7.34+0.32 12.1521.70 60.24+1.56 3.5241.73
VERANO
{(JUL-SEPT) 4 5.57£0.29 5.30£0.754 19.8741.49 0.41£0.06
INVIERNO
(NOV-FEB) 7 8.65:0.63 18.21+3.21 | 469.28%161.12* | 21,6515.34*

* p < 0.05 vs hembras en diferentes épocas
4 P <0.05 vs peso del mismo sexo en diferentes épocas



RESULTADOS

TABLA 3. MEDIA + e.e.m. DE LA LONGITUD PATRON, PESO TOTAL, PESO DE
GONADAS E INDICE GONADOSOMATICO DE TILAPIAS O. niloticus MANTENIDAS
BAJO FOTOPERIODO DE 24 HORAS LUZ Y TEMPERATURA DE 25°C EN
DIFERENTES EPOCAS DEL ANO.

(ABR-JULIO} 9 6.34+0.20 9.6610.86 12.8540.88 1.40+0.09
VERANO

(JUL-SEPT) 6 5.63+0.37 6.3811.06% 18.281+2.59 0.34+0.08
INVIERNO

(NOV-FEB) 11 9.15£0.58 22.3749.49 198.45150.22* 7.47£1.58"
PRIM-VER

{ABR-JULIO) 4 8.3040.75 22,3516.37 254.72£194.57 2.3641.12
VERANO

(JUL-SEPT) 4 4.47£0.19 2.8740.35% 13.35£3.13 0.4410.06
INVIERNO

(NOV-FEB) 6 8.26+0.46 16.9122.17 488.561104.55 | 26.6814.34"

* p < 0.05 vs igual sexo en diferentes época

TABLA 4. PROMEDIO % e.e.m. DE LA LONGITUD PATRON, PESO TOTAL, PESO DE
GONADAS E INDICE GONADOSOMATICO DE TILAPIAS O. niloticus MANTENIDAS
A FOTOPERIODO DE 24 HORAS OBSCURIDAD Y TEMPERATURA DE 25°C EN
DIFERENTES EPOCAS DEL ANO.

PRIM-VER

(ABR-JULIO) 16 6.2810.43 10.10£2.09 £1.52416.00 2.2110.62
VERANO

(JUL-SEPT) 9 5.87+0.22 6.80+0.734 24.3512.60 0.37x0.03
INVIERNO

(NOV-FEB) 12 8.70£0.24 21.40+1.89 133.90+24.00 6.12+1.104

'HEMBRA

PRIM-VER

{(ABR-JULIO) 2 6.90+0.70 11.4043.39 264.80%171.1" 1.88%1.11
VERANO

(JUL-SEPT) 2 £.352£0.53 4.8041.134 19.00+8.62 0.35+0.09
INVIERNO

(NOV-FEB) 9 7.62+0.19 13.912£1.26 | 565.234£133.194* | 39.0427.774"

* p < 0.05 vs diferente sexo en la misma epoca
a p < 0.05 vs mismo sexo en diferente época
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDOCRINOS

En las tablas 2, 3 y 4 se presentan los resultados de madurez gonadica de O.
niloticus mantenida bajo diferentes regimenes de fotoperiodos y temperatura
constante de 25°C, en diferentes épocas del afio y de donde se desprende que el
mayor desarrollo se obtuvo cuando se trabajd con los animales en época de
invierno, independientemente del fotoperiodo al cual se hayan sometido. Los
peces machos tuvieron un mejor desarrollo gonadal cuando fueron sometidos a
condiciones de luz continua, mientras que las hembras alcanzaron su mayor

maduracion bajo condiciones de obscuridad total.
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RESULTADOS

EXPERIMENTOQ 5.

Objetivo: Estudiar el efecto que provoca el aplicar diferentes concentraciones de
hormona gonadotfrépica de yegua prefiada simultineamente con hormona coriénica
humana a machos de O, niloticus.

Este experimento se disefié para analizar el efecto que tiene el aplicar diferentes dosis
de hormona gonadotropica de yegua prefiada (PMSG) (9 y 15 u.i.) y hormona coritnica
humana (HCG) (10 u.i.), independiente y simultaneamente a machos de O. niloticus de
aproximadamente 5 meses de edad, los cuales se mantuvieron bajo condiciones de
1212 L/O y 25°C (agosto-diciembre). Transcurridos ocho dias después de la aplicacion
de hormonas los peces fueron sacrificados por decapitacion y disecados como se

menciond en el apartado correspondiente.

RESULTADOS

Gréafica 7. Promedio + e.e.m. del indice gonadosomatico y peso de génadas de machos
de O. nifoticus a los que se les aplicaron diferentes dosis de PMSG (9 v 15 u.i.) y HCG
(10 u.i.).

IGS mg
100
14 4 %
12 - 80
10
- 60
8...
6 - - 40
4...
- 20
2....
] -0

| 1 1 I
TESTIGO  PMSG (9 U.L) PMSG (15 U.l) HCG (10 U.L)

(EZIGS WPESO GONADAS'

* p<0.05 vs. testigo
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDOCRINOS

En la Grafica 7 se observa que al aplicar la gonadotropina PMSG en 9 u.i. se tiene mayor
efecto en el desarrollo gonadal (peso de gonadas e indice gonadosomatico) comparado
contra el testigo, cuando se suministran 9 u.i. de PMSG, sin que esas diferencias lleguen
a ser estadisticamente significativas (p<0.05), debido principalmente a la gran variacion
de los resultados obtenidos. Mientras que cuando se aplican 15 u.i. de PMSG 6 10 u.i.
de HCG los incrementos no son tan marcados.

Gréfica 8. Promedio + e.e.m. del indice gonadosomatico y peso de génadas de machos
de O. niloticus a los que se les aplicd PMSG (9 & 15 ui) y HCG (10 u.i)

simuitaneamente.

IGS m

. 3_100
12 - 80
10 ~

- 60
8_
6 - 40
4...

- 20
2...
0 0

T ] 1
TESTIGO PMSG(9ui)+HCG PMSG(15ui}+HCG

([E21GS MPESO GONADAS.

En esta grafica se puede observar que al aplicar simultaneamente hormona de yegua
prefiada con hormona gonadotropica humana existe un mayor incremento en el peso de
las gonadas y del indice gonadosomatico cuando se suministran 9 u.i. de PMSG mas 10
u.i. de HCG, comparado contra los testigos, no asi cuando se suministran 15 u.i. de
PMSG simultaneamente con 10 u.i. de HCG.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 6.

Objetive: Estudiar los efectos de la aplicacion de Ia Hormona Coriénica Humana
(HCG) a Oreochromis niloticus machos y hembras maduras (aproximadamente seis
meses te edad) sobre el indice gonadosomatico, animales que habian sido
mantenidos bajo diferentes fotoperiodos (12/12; 24/0; 0/24) y temperatura de 25°C,

por espacio de tres meses (enero-marzo).

El experimento se disefic para conocer el efecto que causa el aplicar diferentes

concentraciones de HCG sobre el desarrolio gonadal de O, niloticus.

RESULTADOS

Grafica 9. Promedio £ e.e.m. del indice gonadosomatico de hembras y machos
mantenidos bajo diferentes condiciones de fotoperiodo a los que se les aplicaron 20 u.i.
de HCG.

IGS

40
30 -
20 -

%

10 -
‘t& T
0 L [ svidmimasiocrivs

TESTIGO 12112

((IMACHOS mHEMBRAS '

* P < 0.05vs. machos
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDOCRINOS

Grafica 10. Media + e.e.m. del indice gonadosomatico de hembras y machos mantenidos

bajo diferentes condiciones de fotoperiodo a los que se les aplicaron 30 u.i. de HCG

IGS
40
30 -
20 -
10 T
0 E—-‘]ﬁ e i ¥
TESTIGO 12112 2410

(EZMACHOS mHEMBRAS )

Grafica 11. Promedio + e.e.m. del indice gonadosomatico de hembras y machos
mantenidos bajo diferentes condiciones de fotoperiodo a los que se les aplicaron 40 u.i.
de HCG

IGS
40
30 -
20 -
10 4 T
T
TESTIGO 12112 24/0 0/24

ZJMACHOS = HEMBRAS'
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RESULTADOS

Grafica 12. Promedio + e.e.m. del indice gonadosomatico de hembras y machos

mantenidos bajo diferentes condiciones de fotoperiodo a los que se les aplicaron 50 u.i.
de HCG.

4 1GS
0 -
30 - *
20 -
10 N T
TESTIGO 1212 24/0

[EEMACHOS m HEMBRAS'

% p <0.05vs, machos

Grafica 13. Media £ e.e.m. del indice gonadosomatico de hembras y machos mantenidos

bajo diferentes condiciones de fotoperiodo a los que se les aplicaron 100 u.i. de HCG

40 IGS
30 -
20
10 - *
r'lﬁ it |

TESTIGO 121 24/0 0/24

(COMACHOS IHEMBRAS.

% p <0.05 vs. hembras
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDOCRINGS

Grafica 14. Promedio + e.e.m. del indice gonadosomatico de hembras y machos
manienidos bajo diferentes condiciones de fotoperiodo a los que se les aplicaron 150 u.i.
de HCG.
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TESTIGO 12112 24/
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*p <005 vs. hembras

En las graficas de la 9 a la 14 se presentan los resultados de ia aplicacion de diferentes
dosis de hormona gonadotrdpica humana (HCG) a O. nifoticus y en donde se aprecia
gue los mejores resultados se obtuvieron al aplicar 20 u.i. cuando {as hembras se habian
expuesto a obscuridad continua, asi como 50 y 150 u.i. cuando se expusieron a 24 horas
de luz. En los machos, se observan incrementos en el desarrollo gonadal al aplicar 30
u.i. bajo condiciones de 24/0, 50 u.i. a los expuestos a condiciones de 12/12 y 150 u.i.
bajo condiciones de obscuridad, sin que se registren cambios estadisticamente
significativos con respecto a sus testigos. Resultados a partir de los cuales se puede
inferir que para los machos de esta especie, la aplicacién de la hormona coriénica
humana no provoca ningin estimulo positivo para el incremento del desarrollo gonadal.
Mientras que para las hembras, este estimulo se vio favorecido con diferentes dosis de la

hormona bajo condiciones de iluminacion exiremas.

in
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RESULTADOS

CATECOLAMINAS

Objetivo: Conocer las concentraciones de catecolaminas (noradrenalina vy
dopamina) y de la indolamina (serotonina)} en el hipotilamo de Oreochromis
niloticus que fueron mantenidas durante 90 dias (octubre-enero) bajo diferentes

condiciones de iluminacion (12/12, 24/0 y 0/24 luz/obscuridad) y temperatura (25 y
30°C).

A los animales que fueron expuestos a diferentes condiciones de fotoperiodo vy
temperatura se les extrajo el hipotdlamo (como se menciond en el apartado
correspondiente) para cuantificar la concentracién de catecolaminas (Noradrenalina
“NA” y Dopamina ‘DA”"), asi como de la indolamina (Serotonina “5-HT”) y sus

metabolitos respectivos, por medio de HPLC con detector electroquimico.
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Grafica 15. a) cromatograma de solucién estandar. b} cromatograma que muestra
el contenido de Noradrenalina (NA), Dopamina (DA ), Serotonina (5-HT) e
S-Hidroxitriptamina { 5-HIAA ).
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDORINOS

En la grafica 15a, se presenta un cromatograma estandar tipico y la grafica 15b un
cromatograma en donde se puede observar las concentraciones de algunos
neurotransmisores y sus respectivos metabolitos. [as concentraciones registradas para
las monoaminas se encuentra entre los 0.01 y 8.0 ng/mg de tejido hipotalamico. El
tiempo total de corrimiento de cada muestra fue de 15 minutos a razon de flujo de 1
mY/min. Para el corrimiento de los estandares y de las muestras se inyectaron 20 pl de

muestra.

En el hipotalamo de hembras y machos de crias de Oreochromis niloticus de 30 dias de
nacidas no se observaron diferencias en las concentraciones de NA, DA, 5-HT y sus
metabolitos, ni en el GSI (Tabla 5).

Takla 5. Concentracion de los diferentes aminoacidos y sus metabolitos detectados
en el hipotalamo de la tilapia Oreochromis niloticus hembras y machos, asi como el

indice gonadosomatico, a la edad de 30 dias de nacidos

N NA | MHPG | DA | DOPAC | 5-HT | 5-HIAA
(ng/mg | (ng/mg | (ng/mg | (ng/mg (ng/mg {ng/myg GSI
tejido) | tejido) | tejido) | tejido) | tejido) tejido)
MACHOS | 1.3:0.32 | 2.120.72 | 0.4£0.09 | 0.14£0.01 1.120.34 D.32013 | 0.25:0.03
HEMBRAS | 2.410.31 | 2.520.57 | 0.4+0.08 | 0.14£0.17 | 2.0+0.34 0.640.12 [0.25+0.03
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RESULTADOS

Grafica 16. Media £ e.e.m. del contenido de Noradrenalina (NA) (ng/mg de tejido) en el
hipotalamo de tilapias a) machos y b) hembras, mantenidas a 25°C y 30°C y en

diferentes fotoperiodos.

NA (ng/mg tejido)
Q = N W dh D

¥ p 008 v MG

NA (ng/mg tejido)
O = N W b n»

12142 2410 0i24
M25°C EEg30°C

* p«0.05w. 30°C

Tanto en machos como en hembras mantenidos en condiciones de obscuridad continua,
la concentracién de NA fue significativamente menor cuando el agua de las peceras
estuvo a 30°C. En el hipotalamo de las hembras sometidas a 30°C y luz constante no se

detectd |a presencia de NA (menor de 10 pg/mg de tejido).
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEURCENDORINOS

Grafica 17. Promedio + e.e.m. del contenido de Dopamina (DA) (ng/mg de tejido) en el

hipotalamo de tilapias a) machos y b) hembras, mantenidas a 25°C y 30°C y en
diferentes fotopericdos.
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La mayor concentracion de DA en el hipotalamo de los machos se observo cuando los
animales fueron mantenidos a 30°C y en condiciones de 12/12 /o y la minima cuando se
les mantuvo a 25°C bajo las mismas condiciones de lo. No se detecté DA en el
hipotalamo de los peces sometidos a 30°C y luz constante. La concentracion de DA en el
hipotalamo de las hembras bajo condiciones de 25°C fueron similares en todos los
fotoperiodos a que fueron expuestas, mientras que a 30°C la mayor concentracion se

registrd bajo 12/12 ifo y las menores bajo condiciones de obscuridad continua.
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RESULTADOS

Grafica 18. Media + e.e.m. del contenido de Serotonina (5-HT) (ng/mg de tejido) en el
hipotalamo de tilapias a) machos y b) hembras, mantenidas a 25°C y 30°C y en

diferentes fotoperiodos.
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l.a concentracion de 5-HT fue significativamente mayor en el hipotalamo de los machos
mantenidos en peceras a 30°C y con foloperiodo de 12/12 Vo, que los que estuvieron a
25°C en las mismas condiciones de fotoperiodo. La temperatura no influyd en la
concentracion de los neurotransmisores cuando fueron expuestos a otros fotoperiodos.
Para el caso de las hembras, no se observaron diferencias en la concentracion 5-HT en
las que fueron mantenidas a 25°C y diferentes fotoperiodos, mientras que a 30°C la
mayor concentracion se registrd al mantener a los animales bajo fotoperiodo de 12/12 Ifo

y la menor concentracion en las que estuvieron expuestas a luz continua.
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDOCRINOS

ACTIVIDAD NEURONAL

La actividad de las neuronas se puede medir como una funcion de ia sintesis y liberacion
del neurotransmisor y su metabolito. La actividad de las neuronas noradrenérgicas de los
animales sometidos a los diferentes tratamientos no se cuantificé, debido a que las
concentraciones del neurotransmisor no fueron defectables. No asi para los animales
sacrificados a los 30 dias de edad.

Tabla 6. Valores de la actividad de los diferentes grupos de neuronas cuantificadas
en el hipotalamo de la tilapia Oreochromis niloticus hembras y machos a la edad de
30 dias.

MHPG/NA DOPACIDA 5-HIAA/S-HT
‘MACHOS 0.911+0.29 0.368%0.01 0.32x0.05
HEMBRAS 1.02+0.24 0.30+0.05 0.30+0.03

58




RESULTADOS

Grafica 19. Promedio + e.e.m. del contenido de los neurotransmisores (NA, DAy 5-HT) y
de la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tilapias machos, mantenidos a
25°C y fotoperiodo de 12/12 I/o en funcion del indice gonadosomatico registrado al final
del estudio.
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La concentracion de NA fue similar en el hipotalamo de los machos independientemente
del desarrollo gonadal, mientras que 1a concentracion de DA y 5-HT se va incrementando
conforme maduran sexualmente los machos. La actividad de las neuronas
dopaminérgicas, sélo pudo ser calculado cuando los machos se encontraban en estadio
de desarrollo ll. Las neuronas serotoninérgicas presentan mayor actividad cuando los
animales estuvieron en el estadio Il y disminuye conforme el animal madura
sexualmente.
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y NEUROENDOCRINOS

Grafica 20. Promedio t e.e.m. del contenido de los neurotransmisores (NA, DA y 5-HT) y

de la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tifapias hembras, mantenidos a

25°C y fotoperiodo de 12/12 l/o en funcidn del indice gonadosomatico registrado al final

del estudio.
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En las hembras, |a concentracion de NA aumenta al pasar del estadio de desarrollo de

maduracion it al 1ll, mientras que el comporiamiento de la concentracion de 5-HT es
inverso y la concentracion de DA es mayor cuando las hembras son maduras. Por lo que
respecta a la actividad dopaminérgica, esta unicamente se presenta cuando las hembras
son inmaduras. La actividad neuronal serotoninérgica es mayor conforme avanza en el
desarrolio gonadal de las hembras expuestas a estas condiciones.
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RESULTADOS

Grafica 21. Media + e.e.m. del contenido de los neurctransmisores (NA, DA y 5-HT) y de
la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tilapias machos, mantenidos a 30°C
y fotoperiodo de 12/12 Yo en funcién del indice gonadosomatico registrado al final del

estudio.
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La concentracion de NA en el hipotalamo de los machos sometidos a éstas condiciones,
son similares independientemente del grado de desarrollo sexual, mientras que las
concentraciones de DA y 5-HT se incrementan con el mayor desarrollo sexual. La
actividad de fas neuronas dopaminérgicas se registré solamente cuando los animales se
encontraron en estadio intermedio de desarrollo gonadal, mientras que la actividad de las
neuronas de serotonina se registro en baja escala en todos los estadios de desarrollo.
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ANALISIS DE LOS FACTORES AMBIGNTALES ¥ NEUROERDOCRINGS

Grafica 22. Media + e.e.m. del contenido de los neurotransmisores (NA, DA y 5-HT) y de
la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tilapias hembras, mantenidos a 30°C

y fotoperiodo de 12/12 lfo en funcién del indice gonadosomatico registrado al final del
estudio.
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La concentracion de NA en e} hipotalamo de las hembras mantenidas a 30°C y con
fotoperiodo de 12/12 |/o, es mas alta cuando las hembras se encuentran en un estadio
de maduracion intermedio (l); en el caso de la DA solo alcanzo valores cuantificables
cuando las hembras se encontraban en estadio de maduracidén Il. La concentracion de
5-HT disminuye conforme se incrementa el desarrollo sexual. Por lo que se refiere a la
actividad de las neuronas dopaminérgicas, ésta se registra sélo en los animaies en
estadio |l y la actividad de las serotoninérgicas aumenta al pasar de inmaduros a
intermedios y se mantiene hasta que son maduras.
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Grafica 23. Promedio & e.e.m. del contenido de los neurotransmisores (NA, DA y 5-HT) v
de la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tilapias machos, mantenidos a
25°C y fotoperiodo de 24/0 l/o en funcion del indice gonadosomatico registrado al finat
del estudio.
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La concentracion de NA en el hipotalamo de los machos mantenidos a 25°C vy
fotoperiodo de 24/0 /o es mayor cuando los animales aicanzaron un grado de
maduracion sexual avanzado que cuando eran inmaduros. LLa concentracion de DA y 5-
HT disminuye al ser maduros. La actividad de las neuronas dopaminérgicas Unicamente
se registr6 en animales inmaduros sexualmente, mientras que la actividad de las
neuronas serotoninérgicas, es mas alta cuando los animales son maduros (estadios |l y
Iy (grafica 23).
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Gréfica 24, Promedio 4 e.e.m. del contenido de los neurotransmisares (NA, DA y 5-HT) y
de la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tlilapias hembras, mantenidos a
25°C y fotoperiodo de 24/0 lVo en funcién del indice gonadosomatico registrado al final
del estudio.
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En las hembras mantenidas en 30°C y luz continua, la concentracion de NA en el
hipotalamo es mayor en los animales inmaduros, disminuye en los animales con
maduracion sexual intermedia y vuelve a aumentar al alcanzar la maduracidon sexual. La
concentracion de DA es similar y baja en los dos Gltimos estadios, mientras que la
concentracion de §-HT disminuye conforme las hembras avanzan en su desarrolio
sexual. En este caso, unicamente se registrd actividad de las neuronas serotoninérgicas,
siendo mayor la actividad cuando las hembras fueron aduitas.
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Grafica 25. Promedio + e.e.m, dei contenido de los neurotransmisores (NA, DAy 5-HT) y
de la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tilapias machos, mantenidos a
30°C y fotoperiodo de 24/0 Vo en funcién del indice gonadosomatico registrado al final
del estudio.
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En esta grafica se puede apreciar que la concentracion de NA y 5-HT registradas en el
hipotalamo de los machos sometidos a 30°C y 24/0 l/o aumenta conforme se incrementa
el grado de desarrollo gonadal. La actividad de las neuronas dopaminérgicas,
unicamente se regisird para los machos que se encontraban en estadio de desarrollo
gonadal inicial.
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Grafica 26. Promedio £ e.e.m. del contenido de los neurotransmisores (NA, DAy 5-HT) y
de la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tilapias hembras, mantenidos a
30°C y fotoperiodo de 24/0 I/o en funcién del indice gonadosomatico registrado al final
del estudio.
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La concentracién de los diferentes neurotransmisores cuantificados en el hipotalamo de
las hembras sometidas a temperatura de 30°C y luz constante, se aprecia que los fres
neurotransmisores se pudieron cuantificar en aquellos animales que alcanzaron el
maximo estadio de maduracion sexual.
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Grafica 27. Promedio £ e.e.m. del contenido de los neurotransmisores (NA, DAy 5-HT) y
de Ia actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tilapias machos, mantenidos a
25°C y fotoperiodo de 0/24 Vo en funcién del indice gonadosomatico registrado ai final

del estudio.
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LLa concentracion de NA en el hipotdlamo de los machos mantenidos a 25°C y
obscuridad constante se incrementa conforme avanza el desarrollo gonadal, mientras
que ias concentraciones de DA y 5-HT disminuyen hacia el estadio Il y aumentan su
valor en el estadio de mayor desarrollo sexual. La actividad neuronal se registro en las
neuronas serotoninérgicas, las que presentaron actividad en todos los estadios, la mayor
actividad se presento cuando los machos se encontraban en estadio de desarrolio I,
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Grafica 28. Promedio + e.e.m. del contenido de los neurotransmisores (NA, DAy 5-HT) y
de la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tilapias hembras, mantenidos a
25°C y fotoperiodo de 0/24 lfo en funcién del indice gonadosomatico registrado al final

del estudio.
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Para el caso de las hembras mantenidas en condiciones de 25°C y obscuridad total, la
concentracion de NA aumenta conforme se incrementa el desarrollo sexual,
comportamiento inverso al observado para DA y 5-HT. Comportamiento similar se vio en
la actividad neuronal serotoninergica, e inverso en la actividad de las neuronas
dopaminergicas.
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Grafica 29. Promedio £ e.e.m. del contenido de los neurotransmisores (NA, DAy 5-HT) y
de la actividad de las neuronas en el hipotalamo de las tilapias machos, mantenidos a
30°C y fotoperiodo de 0/24 /o en funcidn del Indice gonadosomatico registrado al final

del estudio.
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La concentracion de los neurotransmisores registrada en el hipotalamo de los machos
sometidos a temperatura alta (30°C) y obscuridad continua muestra que la concentracion
de NA aumenta conforme se incrementa el desarrolio gonadal, mientras que la
concentracion de DA se comporta de manera inversa, mientras que la concentracion de
5-HT que se mantiene con valores similares. La actividad de ias neuronas
dopaminérgicas y serotoninérgicas aumento conforme se incrementa el grado de
desarrollo gonadal.
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Gréfica 30. Promedio £ e.e.m. del conienido de los neurotransmisores (NA, DAy 5-HT) y
de la actividad de las neuronas en el hipotadlamo de las tilapias hembras, mantenidos a

30°C y fotoperiodo de 0/24 l/o en funcién del indice gonadosomatico registrado al final
de!l estudio.

- )

ng/mg tejido
O N A O

i ! I}
Estadio gonadico
[ om DA @ 5-HT

- 4 \W
3
5 3 1
2
2 27
']
2 1 -
=
o el ——
| I i
ESTADIO GONADICO
K m DOPAC/DA [ S-HIAAIBHT I
4

La concentracion de los diferentes neurotransmisores cuantificados en el hipotalamo de
las hembras sometidas a temperatura de 30°C y obscuridad constante indica que la
concentracion de NA, es similar en todos los estadios de desarroilo gonadal, mientras
que la DA sdélo se cuantifico en las hembras en estadio de desarrollo inmaduro. La
concentracion de 5-HT fue minima en ios animales maduros. La actividad de las
neuronas serotoninérgicas se incrementa en las hembras maduras, estadio en el que
también se registra la actividad dopaminérgica.
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DISCUSION

Densidad

Cuando se consideran 10s efectos de los factores abidticos sobre el crecimientio, es
conveniente asumir que cada pez va a responder como un ser independiente en su
alimentacion y crecimiento sin tomar en cuenta ias actividades de cualquier otro miembro
del grupo. Sin embargo, la relacidn de los miembros de un grupo de peces es afectada
por el nimero de individuos, el espacio, la talla y la especie, lo que provoca la
competencia por espacio y alimento, creando patrones conductuales de defensa y
dominio dentro del grupo (Jones, 1976; Brett, 1879).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el crecimiento de Oreochromis
nifoticus durante las primeras etapas de desarrolio no se vid muy afectado por el niimero
de individuos presentes, sino por el grado de dominancia que se presenta entre ellos por
la diferencia en tamarno, competencia por espacio, alimento y a la territorialidad que
marcan como indicios de su dominio con el resto del grupo. Esto parece ser
consecuencia del grado de desarrollo gonadal que van adquiriendo durante el transcurso
del experimento (tres meses), aspectos que no se pueden percibir cuando se trabaja a
gran escala, como lo es el caso de los cultivos en sistemas naturales o artificiales
(presas, lagos, lagunas 6 estanques). Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Jones (1976) para Tilapia y Billard et a/. (1981), quienes mencionan que [a presion social,
dada por altas densidades puede ser directa (agresion) o indirecta (feromonas) e
interferir con la fecundidad y la etapa final de la reproduccion independientemente de la

disponibilidad de alimento.

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con lo reportado por Hepher y
colaboradores en 1989, que al trabajar con la combinacion de varias especies de carpa y
un hibrido de tilapia, observaron que la tasa de crecimiento presentd una relacion inversa
con fa densidad, lo que atribuyeron a la limitacidén de alimento natural. Moore ef al,

(1994), quienes trabajaron con crias de Stizostedion vitreum observaron que no existe
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diferencia en el crecimiento cuando son sometidos a diferentes densidades de
almacenamiento (20, 50 y 60 crias/l), pero si presentaron problemas de supervivencia
debido principalmente al canibalismo o las lesiones ocasionadas por atagues
intraespecificos. Berg y colaboradores en 1996 al trabajar con Salmo salar bajo
diferentes densidades de carga (20, 30 y 40 kg/m®) y dos fotoperiodos (20/4 y 24/0 L/O),
concluyen que no exisle diferencias en la tasa de crecimiento cuando se trabaja con
diferentes densidades, mientras que el efecto del fotoperiodo de luz continua reduce la

incidencia de la maduracion sexual.

Fotoperiodo

De los resultados obtenidos bajo diferentes condiciones de fotoperiodo, se tiene que las
hembras alcanzaron mejor crecimiento en longitud patron, peso y desarrollo gonadal al
ser expuestas a condiciones de obscuridad continua, mientras que a los machos les fue
favorable la exposicion a la luz durante las veinticuatro horas del dia. Brett (1979),
menciona que el exponer a los peces a condiciones de obscuridad continua por 24 horas
es depresivo, mientras que la exposicién a iluminacién constante induce a obtener
crecimiento cercano al optimo, ademas de que la fuz actda como un factor directo que
estimula la respuesta del cerebro-hipofisis hacia el sistema enddcrino y simpatico y que
en condiciones naturales induce la produccion de GH, asi como puede influir en la
actividad locomotora en asociacidon con la estimulacidn de la tiroides. Asimismo,
menciona que aun cuando se administre la hormona de crecimiento y produzca grandes
incrementos en la tasa de crecimiento, [a luz es un poderoso factor ambiental que en
condiciones experimentales da resuitados poco significativos.

Los resultados obtenidos bajo diferentes fotoperiodos se apoyan en lo argumentado por
Okuzawa ef al. (1989), que al trabajar con Honmoroko Gnathopogon caerulescens,
(pequeno pez de aguas dulces que presenta migracidn estacional, en primavera se
encuentra en aguas donde existe vegelacion abundante apropiada para la alimentacion
de las crias y la temperatura del agua se encuentra entre 12 y 14°C en abril y 25 a 27°C

en julio, para posteriormente migrar a zonas profundas (60 a 80 m) en noviembre, lugar
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en donde pasa el invierno) reportan que la especie responde a fotoperiodos largos (15
horas luz) y a altas temperaturas (20 a 24°C) del agua y no asi a temperaturas bajas,
ademas de que a altas temperaturas y fotoperiodos largos las hembras obtuvieron mayor
maduracién gonadal que los machos. Ademas de que las concentraciones de hormonas
esteroides y gonadotrépicas también responden al fotoperiodo, lo que es mas evidente a
temperaturas altas que bajas. Los estudios de fa influencia de luz sobre el crecimiento
arrojan resultados complejos y confusos, debido probablemente a la multiplicidad de
formas en que la luz puede actuar (cualitativa, cuantitativa y periédicamente), asi como
por su interaccion con los otros factores ambientales, particularmente la temperatura y

posiblemente con los ritmos internos (diarios y estacionales) del pez.

Temperatura

La iemperatura puede actuar como un factor controlador de los requerimientos
metabolicos de la ingesta de alimento, sin embargo el crecimiento de los organismos

responde a la temperatura de diferentes formas.

De los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir gue no existen
diferencias al someter a Q. niloticus a diversas condiciones de temperatura y fotoperiodo.
Sin embargo, es posible observar que a mayor temperatura se obtiene mejor crecimiento

tanto en longitud como en peso.

En las hembras que se someten a condiciones de temperatura y fotoperiodo
combinadas, el mayor crecimiento se di¢ bajo condiciones de iluminacion continua y alta
temperatura y los machos bajo condiciones de iluminacion similar (12/12 /o) y
temperatura baja, sin que esto implique que las condiciones extremas sean las
adecuadas, ya que como menciona Brett (1979), el crecimiento bajo condiciones de
iluminacién continua es cercano al 6ptimo y bajo obscuridad es depresivo. Asimismo,
Andersson et al. (1992), en el pez tres espinas Gasferosteus aculeatus, observaron que
durante el invierno es influenciado por los efectos de fotoperiodos largos (16/8 L/Q) en

combinacién con altas temperaturas (20°C), estimulando el desarrollo de las
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caracteristicas sexuales secundarias en los machos, mientras que a fotoperiodos cortos
(8/16 L/O) en combinacién con altas (20°C) o bajas (4°C) temperaturas no se observan
cambios. Estos resultados que fueron explicados por la capacidad de unién de la GnRH
a su reéeptor de alta afinidad en la hipdfisis, y los efectos del foftoperiodo sobre la
actividad celular de GtH puede ser mediado via cambios en la liberacion de GnRH o por
algunos otros componentes neuroendocrinos, como el sistema dopaminérgico. La baja
concentracion de GnRH puede estar relacionada con los efectos inhibitorios de baja

temperatura.

Razani et al. (1987), reportan que las hembras de carpa dorada (goldfish) alcanzan la
maduracién gonadal cuando son expuestas a fotoperiodo de 14 - 16 horas luz vy
temperatura de 24°C a finales de otofio, mientras que cuando fueron expuestas a
fotoperiodo corto hubo regresion gonadal, y concluyen que dichas diferencias pueden

deberse a que los experimentos fueron llevados a cabo en diferentes estaciones del ario.

De los factores ambientales que modulan los procesos en salmonidos, pez bandera, pez
sol y otros, el fotoperiodo es el principal factor (Bromage ef al., 1984), mientras que la
temperatura 10 es para muchos ciprinidos y peces de aguas templadas. Existen
evidencias de que el fotoperiodo y la temperatura juntos reguian ia maduracion y el

desove de especies de agua templada (Lam, 1983).

De los resultados obtenidos en este estudio en diversas épocas del afio, se puede
concluir que no existe diferencia en el crecimiento de los animales expuestos a
diferentes condiciones de temperatura y fotoperiodo, si nos basamos Unicamente en la
lengitud y el peso, lo cual significaria que no importa en que época se sometan a
experimentacion si lo que nos interesa es su crecimienio. Pero si lo importante es
llevarlos a reproduccion se puede observar que durante la época de primavera-verano e
invierno se alcanzaron los valores mas altos para el peso gonadal y por consiguiente el
indice gonadosomatico, lo que muestra que esta especie presenta dos épocas de
reproduccién bien marcadas, independientemente de la reproduccion parcial que se de a
lo largo del ano. Resullados similares fueron observador por Gémez, ef al. (1993),

quienes trabajaron en sistemas naturales en el estado de Morelos y reportan la
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existencia de dos épocas de reproduccion, una en verano y la ofra en invierno, con

registro de crias en cualquier época del aio.

Resultados que son contradictorios a lo esperado, debido a que O. nifoficus es una
especie de aguas templadas y se ha reportado que para su reproduccion es necesario
mantenerla en temperaturas superiores a los 22°C (Fishelson, 1966). Sin embargo,
dentro de las caracteristicas reproductivas para la especie, Macintoch (1995) describe
que el ciclo reproductivo completo se lleva a cabo en un mes, por lo tanto, bajo
condiciones ambientales favorables una hembra del género Creochromis normalmente
producira varias camada de crias en un afio. Problema que pierde fuerza, debido a que
las hembras no estan sincronizadas para llevar a cabo {a reproduccion por grupos, sino
por pequefios lotes, [0 que da como resultado finaimente una produccién continua, pero

a una tasa baja (Little et af., 1993).

Gonadotropinas

L& ovulacién en los teledsteos, asi como de otros vertebrados es regulada por factores
endogenos que inducen y regulan los cambios preovulatorios en los ovocitos y foliculos:
algunos de esos factores son GnRH, el factor inhibidor de la liberacion de
gonadotropinas del area preoptica (GRIF), las gonadotropinas hipofisiarias (GtH) y
mediadores ovaricos locales de accidon GiH (esterdides y prostaglandinas) y por factores

exdgenos gue modulan la secrecidn de los factores endogenos.

Los mecanismos enddcrinos que median la regulacion ambiental de la reproduccion de
los peces no es muy clara, debido a que se han realizado pocos estudios sobre los
efectos de los factores ambientales sobre la secrecion de las gonadotropinas y de los
estercides gonadales (Peter & Crim, 1979; Peter, 1981). La induccion de los desoves
con hormonas se lieva a cabo usualmente en peces que no desovan espontaneamenie
en cautiverio y para especies que desovan naturalmente en confinamiento, se hace para
sincronizar a varias hembras y obtener mayor produccién de crias (Ayson, 1991).
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De ios resultados obtenidos al aplicar PMSG y HCG individuales o combinadas, se
concluye que la mejor respuesta se obtiene al suministrar 9 u.i. PMSG + 10 u.i. HCG ¢
bien 9 u.i. de PMSG, mientras que cuando se aplica HCG sola en diferentes dosis, los
mejores resultados se obtuvieron con la aplicaciéon de 50 u.i. Sin embargo, no se puede
decir que la aplicacidon de éstas hormonas sea efectivo, debido a que el experimento no
se continuo hasta ia ovulacion, ademas de que la apariencia (lechosa) y consistencia
(muy fragil al tacto, lo que provocaba que al simple contacto se reventara el ovario y los
ovulos) de los ovocitos que permanecian en las génadas fue diferenfe a la que
presentan cuando maduran naturalmente (color amariilo y no revientan al tacto),
resultados que hacen suponer que la aplicacién de esta hormona pudo provocar atresia
folicular, y se apoya con lo argumentado por Babiker & Ibrahim (1979), quienes
mencionan que la administracion de una hormona efectiva puede dar como resultado el
incremento en la maduracién e inducir la ovulacion dependiendo del tipo de hormonay ia
gspecie de peces. Los mismos investigadores al trabajar con hembras maduras de
Titapia nilotica y aplicar de 1200 a 12000 u.i/kg de HCG y 1200 a 12000 u.i/kg de
PMSG, obtuvieron el total de animales desovados cuando aplicaron la maxima dosis de
HCG con valor de 3.59 de indice gonadosomatico y un aumento del 34% en el peso de
los peces que ovularon, ademas de que no obtuvieron resultados positivos al aplicar
PMSG.

Segun Davies ef al. (1986), la induccidn del desove por aplicacion de HCG (2000
U.l/kg), en hembras de carpa comin (Cyprinus carpio ) adultas de 300 a 1600 g, y con
cambios en el fotoperiado y la temperatura, se observo que los cambios de fotoperiodo vy
temperatura de 12/12 L/O y 16°C a 16/8 L/O y 24°C dan mejores resultados que los
cambios de 16/8 L/O y 16°C a 12/12 L/O y 24°C, y mencionan que el fotoperiodo puede
estar relacionado con la etapa final de maduracién de la carpas hembras, ademas de
reportar que las carpas no desovan a los 16°C aun cuando presenten ovulos maduros y
concluyen que bajo estas condiciones de experimentacion se podrian obtener desoves

de esta especie en cualquier época del ano.

En la Anguilla japonica, los tratamientos prolongados con HCG estimulan la funcion

esteroidogénica de las células intersticiales testiculares, con base en las caracteristicas
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ultraestructurales (Sugimoto & Takahashi, 1979); y el metabotismo de los androgenos en

los testiculos de la Anguiffa anguilla (anguila plateada europea) (Eckstein ef al., 1982).

En mamiferos y especificamente en ratas, es generalmente aceptado que el sistema
neurotransmisor catecolaminérgico modula la liberacién de la LH por accién sobre I0s
reguladores neuroendocrinos hipotaldmicos; en generatl la noradrenalina (NA) estimula la
liberacidn de LH por el incremento en la secrecién de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH); sin embargo, también se ha reportado la influencia inhibitoria de
NA sobre Ia liberacion pulsatil de LH (Kordon ef al., 1994).

En teledsteos, la liberacidon de catecolaminas esta bajo el contro}l de fibras nerviosas
colinérgicas y factores humorales, por lo que se considera que éstos son los
intermediarios entre los ciclostomos (carecen de inervaciones nerviosas para la
produccion de esteroides interrenales y células cromafines) y los mamiferos, en quienes
la secrecién adrenomedular de catecolaminas es completamente dependiente de

inervaciones colinérgicas (Wendelaar, 1993).

La liberacion de las hormonas gonadotrépicas en peces teledsteos es regulada por
factores estimulatorios e inhibitorios hipotalamicos, liberados a la hipofisis anterior por
inervacion directa (Guerrero ef al., 1990). Estudios sobre el control de la secrecion de
gonadotropinas han mostrado que la liberacion de GnRH es regulada por diversas
monoaminas y sus efectos pueden ser tanto estimulatorios como inhibitorios (Chang &
Peter, 1984; Peter et al., 1986, y Somoza & Peter, 1991). La NA estimula la secrecion de
GTH-Il por estimulacion de las neuronas GnRHérgicas en el area predptica anterior del
hipotalamo y por un menor efecto directo sobre los gonadotropos en la pars distalis
(Chang et al., 1991), mientras que la DA presenta efectos inhibitorios sobre la secrecién
de las gonadotropinas por accion directa sobre los gonadotropos, ademas de la
inhibicién de la secrecion de ia hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (Peter,
et al., 1991) y la 5-HT presenta accion estimulatoria sobre la secrecion de GtH a nivel de

hipéfisis (Somoza ef al., 1988).

De los resultados obtenidos al someter a Orecchromis niloticus a condiciones diferentes

de temperatura y fotoperiodo, se puede observar en forma general que los animales
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expuestos a condiciones de temperatura baja, presentan mayor concentracion de NA
que aquelios que fueron sometidos a 30°C. Sin embargo, al finalizar los experimentos se
registraron animales en todos los estadios de desarrollo sexual, o que se puede deber
primeramente a los efectos de dominio y territorialidad que van adquiriendo conforme se
desarroltan, ademas del comportamiento en la concentracion de las diversas
monoaminas cuantificadas en el hipotalamo de la tilapia y gque de alguna manera

estimulan o inhiben la secrecién de GnRH, GtH y GH.

Para el caso de los machos de tilapia sometidos a 25°C en diversos fotoperiodos, se
observd que la concentracidon de NA no cambia en comparacion con la concentracion
que se registrd en el hipotdlamo de las crias, al menos para los peces que se
encontraron en estadios de maduracion |, mientras que para el estadio Il y lll dichas
concentraciones aumentan sin presentar un patron definido. A diferencia de lo que
sucede con los animales expuestos a altas temperaturas, en quienes las
conceniraciones de NA disminuyen en los peces gue presentaron estadio gonadal |,
mientras que para los organismos en estadio gonadal Il y lll, las concentraciones de NA
son tan variables que no se pueden atribuir al efecto de femperatura o fotoperiodo al que
fueron sometidos. Dichos resultados concuerdan con lo observado por Andersson, ef al.

(1992), en el pez de tres espinas cuando trabajaron a dos temperaturas.

En el caso de las hembras, la concentracion de NA aumentd significativamente al final
del estudio para aquellas que se mantuvieron expuestas a 25°C en estadios | y Il
mientras que las que se sometieron a 30°C no presentaron un comportamiento definido
probablemente debido a que durante el experimento murié un gran naumero de ellas a
causa de las lesiones provocadas por los machos que presentaban desarrolio gonadal
avanzado ¢ intentaban inducir a la ovoposicion a las hembras que se encontraban en el

mismo acuario.

Todo esto hace suponer que el sistema noradrenérgico se encuentra maduro a partir de
los primeros dias de vida y que si su metabolito no se detecta, podria ser debido a que
no tiene la cantidad suficiente de la enzima encargada de convertir DA a NA (dopamina

B-hidroxilada), lo que implicaria que toda aquella DA que es liberada al espacio
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intersinaptico es atrapada en su receptor; o es metabolizada por las enzimas catecol-o-

metil transferasa (COMT) y monoamino oxidasa (MAO) para su degradacion.

La concentracion de DA en el hipotalamo de los machos, sometidos a condiciones de
12/12 l/o se incrementa a mayor temperatura, mientras que para los animales que fueron
expuesios a luz y obscuridad continua no presentan un patron definido, por fotoperiodo ©
temperatura. Sin embargo, la concentracion de DA presente en el hipotalamo es muy
baja en comparacién con ia NA y la 5-HT, tanto para hembras como para machos que se
encontraban en el mismo esiadio de desarrollo gonadal. La actividad de las neuronas
dopaminérgicas fue mayor en el hipotalamo de los machos que no se desarrollaron
gonadalmente y se encontraban bajo condiciones de baja temperatura y fotoperiodo de
12/12 lfo, asi como en aquellos que se mantuvieron bajo condiciones de alta temperatura
y fotoperiodo de obscuridad continua y que fueron los que mejor desarrollo gonadal
alcanzaron, lo que significa que la DA esta actuando como inhibidor de la GnRH a baja
temperatura y estimulador a alta temperatura. Se debe de recordar que la DA es una
catecolamina que se sintetiza antes que la NA, lo que implica que si el sistema
dopaminérgico se encuentra lo suficientemente maduro y se tiene la cantidad adecuada
de tirosina, la concentracion de DA presente en el hipotalamo de la tilapia deberia ser
adecuada cono inhibir al sistema GnRHérgico en las terminales nerviosas, resultados
similares a los obtenidos por Segin Yu & Peter, 1991 quienes trabajaron con goldfish
(Carassius auratus), o bien, inhibidor de la liberacién de GtH (Chang & Peter, 1983).
Estos resultados concuerdan con lo observado por Chang ef al., (1983) en la carpa
dorada, donde al bloquear la sintesis de dihidroxifenilalanina (L-DOPA), el precursor de
dopamina, con a-metil-p-tirosina y blogueando la conversion de L-DOPA a DA con
carbidopa, provocaron incremento en las concentraciones de GtH. Sin embargo, el
tratamiento con dietilditiocarbamato (DDC), el cual blogquea la conversion de DA a NA, no
tuvo efecto en las concentraciones de GtH. Por lo que sugieren que la DA actia como
un inhibidor de ia liberacion de GtH, ademas de que carbidopa no pasa la barrera

hemato-encefalica por lo que estaria actuando a nivel de hipdfisis.

Asimismo, se ha probado que la DA es una catecolamina que estimula la liberacion de

GH en goldfish y sus efactos dependen del estado de desarrollo gonadal (Wong ef al,
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1992), o que hace suponer que cuando [os animales presentan rayor concentracién de

DA en el hipotalamo, se obtiene mejor crecimiento gonadal.

l.a concentracién de DA en el hipotalamo de las tilapias hembras mantenidas bajo 12
horas luz, 12 horas obscuridad, aumentd conforme los animales tuvieron mayor
desarrollo gonadal, contraric a lo gue sucede con aquellas expuestas a condiciones de
obscuridad total, en donde la concentracion de DA es inversa al estadio de desarrollo
gonadico. Estos resultados pueden indicar que la DA inhibe la liberacion de la GnRH, por
lo que no todos los peces alcanzaron un alto grado de desarrollo gonadal y las que mejor
se desarrollaron fue por la baja concentracidn de éste neurotransmisor. Dichos
resultados se confirman con lo expuesto por Crim (1981), quien reporta que algunas
catecolaminas inhiben de liberacién de las hormonas gonadotropicas (GtH) cuando se
llevan a cabo cultivos in vitro de hipofisis de trucha arco-iris, especificamente que la DA
no solo inhibe la liberacioén basal y espontanea de la GtH, sino que también disminuye la
respuesta a LHRH. Peter ef al. (1986 y 1981), argumentan que la DA tiene efectos
inhibitorios sobre la secrecidon de las gonadotropinas por accion directa sobre los
gonadotropos y que ese efecto sobre la liberacion de GtH-Il es efectivo en segundos,
una vez que las células de la hipofisis son expuestas a DA o a un agonista no-

especifico.

La concentracion de 5-HT, de su metabolito (6-HIAA), asi como de la actividad de Ia
neurona (5-HIAA/5-HT), aumentaron con respecto a las registradas a la edad de 30 dias,
lo que podria indica que Jas neuronas serotoninérgicas, asi como su desarrollo dendritico
va correlacionado con la edad, con la tasa de liberacion de la 5-HT y su metabolizacion
por parte de MAO.

En las tilapias macho, la concentracién de 5-HT en el hipotdlamo aumenta para la
mayoria de los animales de manera paralela con el desarrollo gonadal,
independientemente de la temperatura y el fotoperiodo al que fueron sameatidos. Dicho
aumento se refleja directamente en la concentracion del metabolito y la tasa de cambio
de las neuronas serofoninergicas, que de acuerdo con Guerrero ef al. (1990), un
decremento en la concentracion de las aminas refleja un incremento del neurotransmisor:

mientras que un incremento en la concentracidon de aminas indica baja actividad neural.
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En el hipotalamo de los peces machos, mantenidos en condiciones de 25°C vy
fotoperiodo extremo, la concentracion de 5-HT es baja con reépecto a los sometidos a
condiciones de 12 horas luz, 12 obscuridad, a diferencia de lo que sucede cuando los
animales se mantuvieron bajo condiciones de 30°C y los animales presentaban el
estadio de madurez lll (maduros sexualmente), en quienes la concentracion registrada
de NA y 5-HT son muy semejantes, al menos para aquelios que fueron sometidos a 24/0
y 0/24 l/o. Estos resultados pueden ser interpretados como un indicio de que NA y 5-HT
estimulan la secrecidn GtH-!} por estimulacién de las neuronas GnRHérgicas en el area
predptica del hipotalamo y por efecto directo sobre los gonadotropos en el pars distalis

tal y como o proponen Trudeau ef al. (1993).

En las tilapias machos, no se observaron cambios significativos en ef GSI de los
animales tratados con gonadotropinas comparados con los animales sin tratar, aunque la
concentracion de NA y 5HT en el hipotdlamo se incrementd significativamente. Esta
respuesta de las gbnadas de los machos no puede ser explicada por la falta de
receptores a las gonadotropinas en los testiculos, ya que la administracion de 30 u.i. de
hormona coridnica humana (hCG) induce incremento significativo en el peso de las
gonadas. Para explicar estos resultados se propone que a ésta edad el complejo
hipotalamo-hipofisis de los machos no esta listo para incrementar la secrecién de GnRH

en respuesta al incremento en la concentracion de NA y 5-HT.

En las hembras la concentracion de 5-HT fue baja en los animales con mayor desarrollo
gonadal, a excepcion de las tilapias mantenidas bajo condiciones de 12/12 y 30°C. E|
hecho de que la actividad neural sea mayor en las hembras en estadio gonadal lll, indica
que el comportamiento de éste neurotransmisor seria independiente de [a temperatura y
el fotoperiodo ai cual se sometan las filapias cuando se les analiza en funcion del
desarrollo gonadal. EI aumento de la actividad neural se puede deber a que la
concentracion de 5-HIAA es regulada por el incremento de la actividad de MAQ como
consecuencia de una aita concentracion de estroégenos. Estudios in vivo en algunos
teledsteos muestran que los estrogenos modulan la actividad de MAO dependiendo de la
estacion del afo (Manicham & Joy, 1989; Senthilkumaran & Joy, 1993 y Ching-Lin & Li-
Hsueh, 1997).

gre Tt T 2‘;‘“
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Los presentes resultados difieren de los reportados por Guerrero ef al, (1990) en
Pygocentrus notatus; Chang y Peter (1984), Trudeau et al, (1993b) en Carassius
auratus, y Senthilkumaran & Joy, (1993) en Heteropneusfes fossilis, quienes describen
cambios en la concentracién de las catecolaminas en el hipotalamo de los animales
relacionadas con el desarrollo gonadal. Dichas diferencias podrian ser explicadas en
funcién de su ciclo reproductivo, ya que I[a filapia Oreochromis niloticus, es un
reproductor precoz y Cargssius auratus, Pygocentrus notatus y Heferopneustes fossilis,

presentan un periodo reproductivo anual.

Estos resultados indican que existe diferencia sexual en la respuesta de la tilapia a
varios fotoperiodos sobre el indice gonadosomatico y el peso de las gbénadas, siendo las
hembras mas sensibles. Dichas diferencias sexuales no parecen estar relacionadas con
los sistemas hipotalamicos catecolaminérgico y serotoninérgico, sino con algin ofro

factor enddgeno que pudiera intervenir durante el periodo de desarrollo gonadal.

El efecto del fotoperiodo observado en este estudio podria ser mediado por ofros
neurotransmisores ademas de las catecolaminas, como NPY, catecolestrogenos, GABA.
Peng et af,, (1993) demostraron que en goldfish, el gNPY estimula la secrecion de GH y
GtH-ll in vitro e in vivo. De Leeuw ef al. (1985), han sugerido un posible mecanismo para
el efecto de retroalimentacion negativo de los esteroides sexuales sobre el eje cerebro-
hipofisis por el cual los estrogenos son convertidos a catecolestrégenos, quienes

compiten con DA por la catecol-o-metiltransferasa.

Los presentes resultados permiten sugerir que hay diferencias sexuales en el mecanismo
neuroendodcrino que regula el crecimiento gonadal en Oreochromis niloticus, asi como en

-la participacion de las condiciones luz/obscuridad.



CONCLUSIONES

l CONCLUSIONES '

« El crecimiento en peso y longitud de las crias de tilapia Oreochromis niloticus no son
afectados por la densidad de carga, la temperatura ni el fotoperiodo al que fueron

sometidos, mientras no alcancen los 120 dias de edad.

» El desarrollo gonadal de los peces de tilapia Oreochromis nifoticus es influenciado por

el fotoperiodo en el que se les mantuvo.

« Con base en el Indice gonadosomatico se presentan dos épocas de reproduccion;

una en la estacién de primavera-verano y la otra en invierno.

« La concentracion de neurctransmisores en el hipotalamo de Oreochromis niloticus es

diferente para machos y hembras.

» Las diferencias sexuales parecen no estar relacionadas con el sistema hipotalamico

monoaminérgico, sino con algdn otro factor enddgeno.
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l PROPUESTAS '

Con base en los resuitados obtenidos en el estudio de los factores ambientales vy

neurocendocrinos que regulan la maduracion sexual de la tilapia Oreochromis niloticus,

surgen varias sugerencias para posteriores estudios, algunas de las cuales se

mencionan a continuacion:

Para trabajos posteriores se sugiere trabajar con fotoperiodos de 16/08; 12/12 y 08/16

luz/obscuridad.

Es recomendable trabajar con dos temperaturas, probablemente 20°C y 28°C.

Es necesario conocer perfectamente la intensidad de luz, con la que se pretenda
trabajar a nivel de acuario.

Al aplicar gonadotropinas, se requiere trabajar con animales mayores a los seis meses
de edad, y llevar a cabo ia canulacion para conocer el estadio de desarrollo gonadal,
¢ bien hacer la cuantificacion de hembras que desovan, nimero de dvulos vy
viabilidad.

Determinar que tipo de GnRH se encuentra presente en Oreochromis niloticus.
Cuantificar la concentracion de gonadotropinas hipofisiarias.

Conocer la concentracidn de las diversas monoaminas hipotalamicas, en diferentes
etapas del ciclo reproductivo de la tilapia (crias, alevines, juveniles, maduros).

Conocer la concentracion de las diferente monoaminas en hipotalamo, hipofisis y
bulbos olfatorios

Evaluar la participacion del Neuropéptido Y, GABA y de los catecolestrogenos, en el

desarrollo gonadal de Oreochromis niloticus.
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ANEXO |

ESCALA EMPIRICA DE MADURACION GONADICA

PROPUESTA POR HOLDEN Y RAITT (1975).

FASE

ESTADIO

INMADURO

DESARROLLO

MADURACION

REPRODUCTIVA

POSDESOVE

DESCRIPCION

Ovarios y testiculos cerca de un tercio de
la longitud de la cavidad abdominal,
ovarios rosaceos, transiucidos; testiculos
blancuzcos. Huevos invisibles a simple
vista,

Ovarios y testiculos cerca de la mitad de la
longitud de la cavidad abdominal. Ovarios
rosaceos, transldcidos; testiculos
blancuzcos, mas © menos simétricos.
Huevos visibles a simple vista.

Qvarios y testicuios cerca de dos tercios
de la longitud de la cavidad abdominal.
Ovarios de color rosaceo amarillo con
aspecto granular. Testiculos blancuzcos a
crema. No hay huevos transparentes o
translucidos visibles.

Ovarios y testiculos ocupan dos tercios a
toda la longitud de la cavidad ahdominal.
Ovarios de color naranja rosaceo con
vasos sanguineos superficiales visibles.
Grandes huevos maduros, transparentes.
Testiculos blancuzcos crema, blandos.

Ovarios y festiculos contraidos a cerca de
la mitad de la longitud de la cavidad
abdominal. Paredes flojas. Los ovarios
pueden coniener restos de los huevos
opacos maduros, en desintegracion,
obscurecidos o translicidos. Testiculos
sanguifiolentos o flacidos.
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EFECTO DE DIFERENTES DENSIDADES Y FOTOPERIODOS SOBRE LA MADURACION
SEXUAL Y CRECIMIENTO DE LA TILAPIA (0. miloticus). PERA, B* ¥
DOMINGUEZ, R. UNIDAD DE INVESTIGACITON EN BTOLOGIA DE LA REPRODUC-
CION. F.E.S. ZARAGOZA. UNAM.

poco se conace sobre 51 la densidad y el fotoperfodo afectan el
crecimiento y la maduracida sexual de la Tilapia (0. niloticus).
para analizar 5i &stos parémetros son modificados en Tuncitn  del
nimere de peces que cohabitan y el tipo de {luminacién al que son
sometidos, tilapias de 30 dias de edad con una taliade 3 2 0.5 cm
y 0.5 ¥ 0.2 g fueron mantenidas en acuarios de vidrio de 40 1i-
tros de capacidad, a temperatura de 26 * 1 ®*C y bombeo  continuc.
tos animsles fuergn mantenidos en grupos de 4, 6 u 8 por pecera, a
los que se les suministré alimente para peces de ornato (tetrape-
rez, con 29% de protefna), a razbn de 6% de la biomasa total en
tres raciones al dfa, En otro experimento, peceras con 8 tilapias
cada yna fueron colocadas en condiciones de $2/12 horas luz-osqurl
dad, 24 horas luz 0 24 horas oscuridad.

No se observaron diferencias en el crecimiento y la maduragién
sexupal entre 1os animales mantenidos en las tres densidades estu-
diadas. En los animales mantenidos en diferentes fotoperiodos el
indice Bonadosomético alcanzado por las hembras Fué mayor que el
de los machos (tabla).

Estos resultados permiten sugerir que en la Tilapia el desarroilo
y crecimiento de las g6nadas es infleido por el fotoperiodo de una
manera dependiente del sexo.

Fotop. Nurnerg Sex¢ Dens. {‘c'g) p?;? GSI
12/12 24 18 M 8 8.9%0.3 21.7%2.3 0.4%0.09*
H 8.610.6 18.243,2 2.14G.5
24 L 24 18 M 3 9.110.5 22.312.8 0.7£0.4
H B.310.4 17.541.9 11403
24 0 24 21 H 8 B.7t0.2 21.411.8 0.620,1*
H 7.6%0 1 13.6%).2 3.940.7

Los valores son promediosterror estandar. lsinicial, F=Final,
Lp=longitud patrén, GSI=Indice Gonadosomitico.
*significamente diferentes con p 0.5.

Apbyado por TONACYT

=

MODIFICACIONES A LA POBLACION FOLICULAR DEL OVARIO DE RATAS PRE-
PUBLRES TRATADAS CON DIFERENTES TOSI5 DE PMSG. Mordn, C., Villavi
cencle, J., Chivez, R. Unidad de Investigacidn en Biologin de lat
Reproduccion, FES Zarageza, UNAM. Kéxica, D.F.

En repartes previocs hemes mestrado que la respuesta ovulsto-
ria & 1a administracidn de lo gonsdotropins del suere de Yyegua
prefada (PMSG), depends de la dosis de la hormona utllizada y de
la edad dek onimal en estudio (1}. Pora cbservar sl los efectos
observados 8¢ corrclacionan con camblos en la proporeidn de fo-
liculos sanes o atrésicos, ratas de 1a copa CII2-V de 27 dips de
edad fusren Inyectadss 8.¢. con solucién salina (Vh) o PMSG
(3 u 8 vu.i.). Los animales fueron saceificados por decapitociédn
a 1a® 24, &8 o 72 n despuds del tratamienta. A la autopsla se
contd el nimero de ovacitos en las trampas ovéricba y se pesaron
los ovarlos. El ovarie derecho de tres animales por grupo expe=
rimental fue rijsdo en nolucldn de bouln, tefide con H=E y cor-
tado en forma doriado. Fara el andlisis de la poblacién folicu-
lar se utilizd el métado habltusl del laberaterio.

Ninguno de log wnimales con administracién de PMSG o VR y
sperificades 20 o 4B h despufs ovuld, En los racrificades 72 h
despuéa el nimero de dvocites aumentd en funaidn de la doala de
PMSG utilizads (8sl vz 343% p«<0,01). El peso de low ovarios en
Los trateades con PMBG fue mayor que en leos de Vh. Los resultados
de 1A distribueidn de 1a poblacién foltcular por rango, asi como
¢l porciento de loa loliculon atrésicon 2e mucstran en 1a  3i-
guiente tabla,

GRUPO Medliaseenm del nimero de Porelento de atresia
follcul o por rango (o} por rango [um)
YE0-199 Aw-my Y80 150-189 200-308 23D

24 Vh 48328 $2s12 a3 7 62 61
28 PMSG 3wl 35el4 52zl 19:5 dae 52 ki
24 PR5G B v i, 1723 174 205 35 (3] g
48 Vi 272 ads? 1742 8 32 59
A8 PM3G 3 u.l. 1Bs7 33210 13:14 %0 k] kL
44 PMSG 8 u.i. 1ig3 3022 8.3 as Ekal r

=p£0,0% {prucba da chi cuadracda)

Nueatros resultades mucalran que s s donls d¢ PHSC utiliza-
da, sumcats «) agmers de falfeulan son dldeetsa J5Q um, ¥y Que
el cfecto de enta gonm"ntmpma Ao Bt correlasiona €4n 1A propar
ciin 2e Joa folfculen Atrdsites on eale ranic,

/

(1) Vidlavicencte, J. p £od 11993) ped, Sei. Bex. 21.68-7)
Traba o apayada por DONACYT y DUlS
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ESTURIO DEL EYECTO QUE PROVOCA LA APLICACION DE LUZ ROJA, SOBRE
EL RITMC CIRCADICQ LGCOMOTOR EN EL ACOCIL, Herlin-Pérez A.% o
Inclin-Rubio V. Departamento de Fisiologla, Facultad de Medicing
UNAM.,

En el acocil Procambards, se ha descrito un ritmo de actividad
locomotora con caracteristicas circddicas. En condiciones de
oscuridad constante, este ritmo tiene una duracidn promedis de
23.% h, wientras que en 1luminacidn continua el valor del perfodo
aumeénta. Ey las doe situaciones descritas anterilormente el ritmo
es bimodal, presentado una acrofase alrededor de las 24:00 h y
otra de menor amplitud a las k2:0Q, aproximadapente. Este ritmo
puede sincronizarse mediante lg aplicacién de fotoperlodos de luz
blanca y escuridad y cambiar el valor de fase, cuando recibe
estimvlos dndcos a diferentes horas cdrc3dicas. Por otra parte,
se ha observado en algunos mamiferos que el inicio de 1a activida
cireiéica locomotora se pueds adelantar ¢ atrasar, dependiends
del contenido espectral del fotoperiode. E1l objetive de este
trabajo fuve determinar el efecto que provoca la aplicacidn de luz
roja sobze el ritme locomotor en el acocil. Se trabaid cem
acociles Procambarus, advltos, en etapa de interpuda. La actividd
locomolora e reglstro en forma Individual utilizande wn trang-
ductor fisiogrifico, el cual recogfa la acrividad de los des
pereiopodos centrales lzquierdos de cada acocil. Se splicaren
fotoperiodos {L:0 11:13; de las 7:00 a las 18:00 ) con luz
blanca y com luz reja (632 nu) de la misma intensidad, cuande
menos durante 7 dias para cada regimenm lumineso. Los resultados
muestran una disminucidn en la amplitud de la actividad locomoto-
ra cuando el fotopericdo incluye luz roja. Esta disminucidn es
mayor que la producida por la luz blanca, y parece depender, por
una parte, de la longitud de onda, y por otra, de la condicidn de
iluminacidn previa a la aplicacién de la luz roja; ez probable
que este efecto inhibitorio de 1a luz roja iwvolucre a un sistema
neurcendocrino diferente al que se ha descrito para explicar el
efecto que provoca la luz blanca sebre la actividad motoza en el
acocil.

[:]

EFECTQ INHIBITORIQO SOBRE LA ACTIVIDAD MOTORA DEL
CLORHIDRATO DE DEDAMINE EN RATON, Rubio-Pdo C., Lemini C ¥
Mandoki J. J., Mendoza-Patifo N: y Zarco de C. 1. F.ES. Zaragoza,

Depactamente de Farmacologia y Departameanto de Fisiologia, Facultad de
Medicina UNAM, Mexico, D F, C.P, 04510,

En nuestro grupe hemos sintetizade ol anticoagulame dedamine [17R-(NN,

dictilerilen-diamino)-1,3,5¢ 1 0)-estrainiene-3-0l], su clorhidrato tiene un efecto
anticosgulante escaso, pero en cambio, produce una depresién de la actividad

locomotora en la rata y el ratén, El propésito de este trabajo consistid en
dilucidar si ¢l mecanismo de accidn de la hipomatilidad producida por estc
firmaco implica: 1) una accidn quelante de Ca™ o que impedira ol

acoplamicato de la excitacion- contraceidn muscular, ¥ 2) 8i este ofecto e
comin en otros diaminoestercides o o5 especifico para los diaminosstrégenos,

Los experimentos s¢ llevaron acabo en ratén macho CD, se utilizaron 4 grupos
de animales de 30£1,3 g de peso, (nm=5) distribuidos de forms balanceada en

estratos, A 1odos los grupos se Jes valord Is actividad motosa antes y § minutos
después del irasamicnto, introduciéndolos en un ¢ilindro giraterio, determinando
¢l numera de vuelias que recorrian durante 5 minutos, Los tratamientos de los
grupos fuerom: 1) solucidn saling {I mL/100 g), 2} clorhidrato de dedamine (f

mg/100 g), 3} cichidrato de dedamin-androgeno {Imp/100 g) ¥ 4) EDTA (2
mg/100 g), por via i p.. Los experimentos fueron evalundas en forma ciega y
simultincamente en todos los grupos, Los snimales wratados con solucién salina

y &l clorhideata de dedamin-andrégena no tuvicton diferencias significativas en

s aclividad motora posterior al uatamiento. El EDTA produjo  una

disminucién de la actividad matora del 26 % (P 2 0 05), Los snimales tratados

con ¢l clothidrato de dedaming disminuyeron en un 50 %a (P < 0 08) la actividad

motora del 1atén, Evos resuliados indican que of cfecio depresor de 1a actividad

motora del clorhidralo de dedamin no pucde Mnbuirse oxehusivamente a las
propiedades quelantes del firmaco, sing 1ambien & una accion especifica sabre

el tivenma nenvoso ceniral qui involucia & s estraciura esirogenca

e s er—
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PROGES TERONE METABOLITES IN THE FECES OF FREE
RANGING FEMALE SQUTHERN AFRICAN BLACK
RHINQCEROSES (Diceres bicornis minory ML Patton,!
N Czekala,!* VA Lance,! and LR Hagey2*. Center for
Repreduction of Endangered Specics, Zoological Socicly of San
Diego, San Dicgo, Californial, and Dept. af Medicine, University
of California, San Diego, Cahifornia.2

There arc significant differences in the ate of reproduc-
lion between captive and wild black shinoceroses  Captive chine-
ceroses bave a very low rate of reproduction.  These differences

305

are reflected in the fecal progeslin patterns when assayed by
radioimmunoassay (RIA). In gencral, values from wild animals
are markedly higher thanp those of captive animals. The

purpese of this study was o quantify and identify the specific
progestin{s) tesponsible fpe these differences. Feeal samples
were c¢ollectgd from frec ranging black rhinogeroses jn
Zimbabwe (u=10) and from animals housed at the San Dicgo Zoo (n
= 5).  Samples from 2 wild chinoceros and o caplive pregnant
rhinoccros  were Iyophilized and extracted with drethyl ether and
then apalyzed by iligh Pressure Liquid Chromategraphy (HPLC).
Steroids in the HPLC fractions wete monitored using 2 antibodics
(produced agaiast 4-peegnen-3,20-dione 11 - hemisuccinate BSA)
Both anlibodics dotected a single broad peak in ke samples from
the wild and caplive animals,  Followmg mwltiple UPLC cuns,
methyl  ester aceiate derivatives were made of the pooled HPLC
progestin fractions and  subsequently analyzed by Gas Chrom-
awography - Mass Spectrometry (GC-MS).  The {ollowing steraids
were unambiguously identified in this peak (listed in descending
order of abundance) Su-pregnane-3p-ol-20-one, 5f-pregnane-
3a-ol-20-one, Se-pregnane-35.20u-dicl, $f-pregaane-3,2Q-dione,
Su-pregnane-3e,20a-diol, S-pregnance-3a, 20a-diol, and 5f-preg-
nane-3B-0l-20-0nc.  Although the tmmunoactivity was consid-
crably Jower in non pregnant captive cthingcereses the {eeal
stereid mmctabeities in pregnant captive and  wild rhinoceroses
were similar The progesterone melaboblites in  feces isolated
from these black rhinoceroses consist principally of a mixture of
Se—2nd 50~ reduced pregnanes.

SEX DIFFERENCES ON THE CATECHOLAMINE CONCENTRATION
1N THE HYPOTALAMUS OF THAPIA Orgochramis nilolicus.
Pefia, B.* UIBR FES Zaragoza UNAM AP 9.020, CP 15000 México DF
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In the mammalian hypolhalamus, the catecholamings, norepinephring
{NE}. dopamine {DA)} and serolonin {5-HT), play a significanlly role in the
regulalion of gonadotropin Secrelion and gonadal development There s
evidence that in lishes NE, DA ard 5-HT paricipale In the regufation of  blood
circulation, respiration and energy balance, To our knowledge, there Is nol
Informalion on lts tole on the reguiation of gonadoiropin secretion and gonadal
development, Present sludy was designed to analyze (he elfecls of lhee
photapenods: 12/12 LIS (lighls on from 8:00-20:00); 24 hours light and 24 hours
dark, during ihree months on ponadat development, The fishes were saerificed
by decapilation and the ovaries and lestis were removed and weighed; the
hypothalamus dissecied and processed for calecholamine mensure by HPLC,

The table shows the resulls oblained:

PHOTO STANDARD BOODY GONADS NE DA SHT
PERIOD LENGTH WEICHT | WEIGHT {ngimg (ngimg
| .. (cm[ w L‘Bﬂl M) Laagal Ii33ve)
MALES
1212 7.48£0.28 482150 [:xTX] 233031 | 1.10:000 | A0681 06
290 7.X0007 34551968 | 10T 2S00 ] 4 0TS | 36082
024 71:027 [130t 40} 804) 300048 [ 060024 | 2841055
FEMALES — —
1212 8 4010 A9 5115215} 140188 371090 | 08400 | 31210 0
240 .S430 08 AZS020 | 40B:120° | D000 § 0080 14 | 260:0H
o4 @ 78027 Q710,074 WOr1117 ] 454085 { 0534018 [ 20610 A7
TP RO0E va, 1T provp,

The resulls sugpest thal there are sex dilferences on the effects of both,
permanent Hght or dark, on gonpdal  development, which pantiolly correlaies
willh changes in DA concentralion al tha hypolhalamus,

Suported by PADEP 500302,
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306 A High-Growth Line of Mice Carrying a Major Growth Locus as a
Madel te Study Impaired Reproductive Perforaiance in Livestack
SL Cargill, GB Anderson, and JF Medrano” ¢
Dcpt. of Animal Science, Universily of California, Davis

The antagonism belween sclection for increased growth rate and reproductive
performance in domestic species is well known, To study this antagonism, a model
tine of mice (HG) carrying the high growth kocus (hg) that increases weight gain
and matwes body size by 30-50% and exhibits impaiced reproductive performance
has been used. The impaired reproduclive performance is characterized by an
incrcased interval belwcen pairing Lhe male and female and whien the female is
found with 2 mating plug, a decrease in the number of offspring produced, and a
decrease in the repreductive Jifespan of the population Experiments to study
reproductive performance were performed on the HG and C578L6/J control mice.
The HG mice are a congenie line that is 99.9% CS7BLO/ with the high growth
lacus, A significantly higher percentage of the HG femate population (8 2%) were
found to reeyele {remated 4.6 days afler a previous mating plug was obscrved)
compared with the contro! female population {1,7%). No significant difference in
the pereentage of HG (9 9%) and cortrol (B 4%) females that became
pscudopregnant {remated 10-12 days alter a previous mating plug was observed)
aler mading o 3 fertile male was observed Recycling indicates that the female did
not establish [unciional corpora lutea, and therefore could not maintain the
pregrancy due to the absenes of progesterone In addition, a larger pereentage of
the female HG population (45%) comparcd with Uie feniale control population
{33%]) had an intcrval between pairing of & male and female and first mating plug
that wag greater than 4 days, A signilicantly lorger percentage ofthe Gmak HG
population {63%) had 2 Jonger interval between pairing of a male and fenaale 2nd
the establishment of pregnancy compared with the Temalke control population
{41%). These data indicate that the HG mice have abnormalities in their
repeoductive eycle and pregnancy that provide the framework for additional
studics into the mechanisms of imjraired reproductive perfonmance of animals
wilh inezeascd bedy growth, QF particular interest is Tailure to form Tunctional
<orpora futea afler mating

STUDY OF MITOCHONDRIAL DNA SEGREGATION IN AN
HETEROPLASMIC MOUSE MQDEL PRQDUCED BY
EMBRYONIC KARYQPLAST TRANSFER. F.V. Meirellas® and
L.C. Smith. Centre de recherche en reproduction animale,
Faculié de médécine vétéripaire, Université de Monligal, Saiml-
Hyacinthe, (Quebee) Canada J28 7CB.

Limitad informalion is avaliable on the mechanisms conlrolling
mitochondrial DNA (miDNA) segregation, replication and
transmission in mammals, Qur objeclive was to clarily these evenls
and hereby lest current contradictory (haories in an animal modal.
An heleroplasmic fernale was produced by karyoplast lransier from a
zygole carrying @ C57/BLS (C57) miDNA pattern 1o a New Zealand
Blagk {NZB) mtONA paltern cyloplasm ragiplent. It is estimated that
mitochondria transferred with a karyoplast reprasents 10% of the
total mitochondrial gontent in the reconslituled zygole, The adull
female derived lrom the reconstrucled embiyo and ils female
progeny ware brad lo C57 males for Lhree generalions, MIDNA of
sgveral organs and fissues from (he heleroplasmic founder and ils
descendanls was extracted, amptitied by PCR and digesied with
BamH1! to delerming lhg mIDNA content of each slrain. Ritios
belween C57 and NZB mIDNA were oblained by densitometry and
grtifactval heleroduplaxes were elimlnaled by double digestion
{BamHi and Hinfl). Resulls in the founder lemale showed a high
degree of heterogeneily between lissugsforgan (36 lo 94% NZB),
suggasting that a significant component of mIDNA segregalion
occurs dufing development aller fenilization, Flist generation
progeny wede also highly heterogeneous (23 ig 100% NZB) between
animals and lissueforgan mIDNA conlent, Howsver, although
variable among animals, heleroplasmic progeny from the second
generation had an homogeneous lissue/organ MIDNA distrdbution.
Wa beligva thal this allect may be due to “persisteni” heleroplasmy
as described in human mIDNA point mulalion causing degenerative
disease. Moreover, homoplasmic NZB Individuals arose from the
heteroplasmic molhers In all genarations, suggesting rapid
segregalion of mIDNA in some Individuals in Lhis model. (Supporled
by MAC of Canada).
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ABSTRACT

The effects of different photoperiods {12/12; 24/0 and 0/24 Light/Dark) on body growth,
gonadal development and monoamine concentration in the hypothalamus of male and female
tilapia, Oreochromis niloticus, werg studied. Standard body length and total weight were
similar in male and female maintained under different photoperiods. The gonadosomatic index
{GSt) was higher in female maintained under 0/24 conditions than in 12/12. The concentration
of norepinephrine (NE) in the hypothalamus of males kept at 0/24, was higher than the male
kept under 12/12 and 24/0. The content of dopamine (DA} in the hypothalamus of males at
24/0 was higher than in all other treated animals. The concentration of serotonin [5-HT) in the
hypothalamus of male and femaie Oreochromis nifoticus showed no statistical differences.
The highest DA/NE relationship was observed in males maintained under 24/0 light/dark
condition. The b-HIAA/B-HT ratic in males kept under 24/0 light/dark condition was
significantly lower than those maintained at 12/12 and 0/24. The present results suggest that
there are sex differences in the neuroendocrine mechanisms regulating gonadal growth in
Qreachromis nifaticus, as well as in the participation of the light/dark conditions.

Key words: photoperiod, gonadal development, catecholamines, Oreochromis nilaticus.

RESUMEN

Se estudio el efecto de tres condiciones de fotoperiodo (12/12; 24/0 y 0/24 /o) sobre el
crecimiento en longitud patrén, peso total, desarrolio gonadal y concentracién de monodminas
en el hipotalamo de QOreochromis nifoticus, Los resultados muestran gque no existe diferencia
en €] crecimiento de la tilapia cuando se somete a diferentes fotoperiodos., Sin embargo, el
indice gonadosomatico de las hembras expuestas a condiciones de obscuridad continua fue
mayor que para aquellas que se encontraban en fotoperiodo de 12/12. La concentracién de NE
en el hipotdlamo de los machos sometidos a chscuridad continua son mavores que para el
resto de los peces en otros fotoperiodos. La concentracidon de DA v la relacién DA/NE alcanzé
su méximo valor en las tilapias expuestas a condiciones de luz continua. La concentracién de
B-HT en el hipotélamo de hembras y machos de O. niforicus, no presentd diferencias
significativas. La relacion 5-HIAA/S-HT en los machos mantenidos bajo condiciones 24/0 i/o
fué significativamente menor que la de los animales expuestos a 12/12 vy 0/24. Finalmente,
los resuitados apoyan que existe diferencia sexual vy por exposicion a los diferentes
fotoperiodos en el mecanismo neuroenddcrino que regula [2 maduracidn sexual de {a tilapia.

Palabras clave: Fotoperiodo, desarrollo gonadal, catecolaminas, Oreochromis niloticus.



INTRODUCTION

The Nite tlapia, Oreochromis niloticus, is the most important species on account of its fast
growth rate, adaptability to a wide range of culture conditions and high consumer
acceptability. Many of the problems associated with tilapia farming stem from the exceptional
mode of reproduction. [n addition to being mouth-brooders, these fish mature precociously
under certain conditions and energy is derived from growth into reproduction. The
reproductive cycles of females within a breeding group are not synchronized, even though
each fish may breed up to 12 times in a year (Macintosh and Little, 1995} {Anonymous,
1994). ’

There is evidence that the monoaminergic system in fishes as in mammals plays a role in the
regulation of gonadotropin secretion and gonadal development. Norepinephrine {NE} has been
consistently shown to stimulate luteinizing hormone (LH) secretion. Serotonin (5-HT} and
dopamine {DA) may play a stimulatory or inhibitory role in the regulation of LM secretion,
depending on the steroid environment, while all evidence indicates that y-amino-butyric acid
{GABA) plays an inhibitory role (Peter et a/., 1991, Kordon et a/., 1994},

In teleosts, NE, DA and 5-HT are the most important neurotransmitters regulating
gonadotropin secretion (Guerrero et a/., 1990; Trudeau et al., 1993a; Senthilkumaran and Joy,
1995). Respect to GtH-|, had been ohserved that is structurally and functionally comparable to
mammalian follicle-stimulating hormone and is the predominant GtH found in the pituitary and
blood of fishes whose gonads are undergoing active growth and gametogenesis. In contrast,
GtH-Il appears similar to luteinizing hormone, predominating during time of final gonadatl
maturation and spawning.

Studies on the control of gonadotropin secretion in teleosts have shown that GtH-li release is
regulated by monoamines in both a stimulatory as well as an inhibitory way (Chang and Peter,
1984; Peter et al., 1986; Somoza and Peter, 1991). NE and 5-HT stimulates GtH-ll release,
while DA has been shown inhibitory effects. According to Peter et a/., {(1921), DA has
inhibitory effects on gonadotropin secretion by acting directly on gonadotrophs, as well as on
gonadotropin-releasing hormone {GnRH} release in the goldfish.

In aduit female tilapia hybrids (7iapia nilotica X Tilapia aurea) { = Oreochromis niloticus X
Oreochromis aureus) the blockade of dopamine-receptors by pimozide administration did not
affect the spontaneous release of inmunoreactive tilapia gonadotropin. The same effect was
observed by dopamine depletion induced by reserpine administration, When the dopamine-
receptor blockade was followed by the administration of GnRH analogue, the response of the
pituitary was considerably augmented and prolonged. Based in their results, the authors
conclude that “The fact that reserpine or pimozide can augment the response to the GnRHa is
consistent with the hypothesis that a certain catecholamine {probably dopamine) is involved in
a gonadotropin-release inhibiting activity in this fish” (Gissis et a/., 1988).

Somoza and Peter {1991) demonstrated that 5-HT has a stimulatory effect on gonadotropin
secretion and inhibits growth hormone (GH) secretion from geldfish pituitary fragments /in
Vitro.

GABA has a stimulatory effect on the secretion of gonadotropin in goldfish {(Kah et a/, 1891}).
Such action is not exerted at the level of the gonadotrophs apparently, but may be mediated
by direct or indirect GABA influences on GnRH secretion.

Neuropeptides have also been included into the mechanism regulating gonadotropin secretion
in teleosts. Neuropeptide Y (NPY) stimulate GtH-ll release from dispersed goldfish pituitary
cells in static culture, indicating a direct action on gonadotrophs (Peter et &/, 1991).
Photoperiod plays a role in the modulation of the mechanisms regulating gonadal functions in
several vertebrates (Hoar, 1969; Peter, 1981). Studies on the influence of the light/dark period
on fish growth have frequently resulted in variable, complex and confusing data. This could be



explained by the multiple ways by which light acts, and by its interaction with other
environmental factors, particularly temperature {Okuzawa et a/., 1989).

In the minnow, Phoxinus phoxinus, maintained under controlled laboratory conditions, a rapid
increase in the photoperiod from 8 to 16 h resulted in a greater stimulation of vitellogenesis
than when the photoperiod was gradualiy increased (Scott, 1979). In the rainbow trout, Salmo
gairdneri { = Oncorhynchus mykiss), a decreasing photoperiod is more effective in stimulating
gamstogenesis than a constant short photoperiod (Billard et a/., 1981}, while Skarphedinssen
ef af., {1982) described that long photoperiods stimulate gonadal development.

To our knowledge, there is little information on the interaction of the monoaminergic systems
and photoperiod in the regulation of gonadal recrudescence in fish. The pourpose of present
study was to analyze the effects of different photoperiods on growth, gonadal
recrudescence, monoaminergic concentration and their turnover rate in the hypothalamus of
Oreochromis nifoticus.

MATERIALS AND METHODS

The fish Oreochromis niloticus L. were obtained from "El Rodeo”, a fish farm in the state of
Morelos, México {latitude 18°45" N, longitude 99220 W, at an altitude of 1100 m),

The fry ilength 1.3 cm and 0.4 g body weight), were transported to the laboratory in
polyethylene bags with aeration. The fish were acclimated in 30 liters aquariums (8 animals
by aquarium} with aeration, at 25°C on a natural photoperiod for 1 week gfter they arrived in
the Jaboratory. Fish were fed daily 1o satiation with trout pellets (50% protein). The
experiments were conducted during the months October, November and December.

When the animals were 30 days old, and had a standard length of 1.5 ¢m and 0.5 g body
weight, they were randomly assigned to one of the experimental conditions. Because at this
age external differences between males and females are not observed, a gender classification
of the animals was not intended. The fish were maintained for three months in:

A. 12 h light/12 h dark condition (lights on from 08:00 to 20:00 h} {control graup).

B. 24 h light condition, and

C. 24 h dark cendition.

Photoperiod was set with a 40W daylight fluorescent lamp connected to an electric timer;
water temperatures were maintained to the nearest 1.0°C by either a thermostatically
regulated heater. Circulating filtered water was used in all aquarium,

Autopsy procedure. At the end of the experiment, the fish were measured for standard length
{S.L.) to the nearest mm and weighed {(gross weight) to the nearest g, and sacrificed by
decapitation, between 10:00 and 13:00 h. The hypothalami were immediately removed,
dissected and kept at -70°C until the content of catecholamines was measured by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). The gonads were remaved and weighed, and the
gonadosomatic index (GSI=gonadal weight/body weight x 100} was calculated.

To know the GSI and catecholaminergic values at the beginning of the experiment, groups of
30-day old male and female tilapia of a standard length of 1.5 cm and 0.5 g body weight,
were sacrificed and processed as experimental animals.

Monocamine determination. The hypothalamus of each animal was weighed and homogenized
on ice in 300 4l of HPLL grade (.1 M perchioric acid {Sigma, St. Louis. MO}, After
centrifugation at 12,000 rpm, at -4 °C for 30 min, the supernatant was filtered through a
0.22-pm pore diameter filter (Millipore, S. A} and aliguots (30 p} were directly injected in to
the HPLC system. The HPLC system used was a L-250 solvent delivery pump (Perkin Elmer
Co. Norwalk, CT, USA} a six-port injection valve (7125 modei, Rheodyne, Cotati, CA, USA)
with a 20 gl loop. Separation of catecholamines was achieved using Pecocil C18 10-pm
cartridges {18 ecm x 5 mm 1.D.} from Perking Elmer. The detection system consisted of an
amperometric detector Model LC-4C (Bioanalytical systems inc., West Lafayatte, IN, USA}



with a dual glassy carbon working electrode and a integrator PE model 1020 (Perkin Elmer
Co., Norwalk, CT, USA). The operation potentiai was set at +0.85 V against the Ag/AgCl,
reference electrode, and the detector sensibility was 10 nA. Mobile phase was prepared
according to Dominguez et a/, {1298}, The flow rate was set at 1.2 ml/min, The standards for
norepinephrine {{-}-Artenero} free base}, 4-Hydroxy-3-MetoxyphenylGlycol (MHPG), 3-Hydroxy
Tiramine hidroxyindole (DA}, 3,4-Dihydroxy-phenyl acetic Acid (DOPAC), serotonin and 5-
hydroxyindole -3-acetic acid (5-HIAA), were obtained from Sigma (St. Louis. MO}, The stock
solutions were prepared in O.1N-perchloric acid, and the working solutions were prepared
fresh every day. Assay sensitivity for each compound was 100 pg. The concentrations of the
biogenic amines were expressed as ng/mg fresh tissue weight. The equipment was calibrated
by the external standard method, using the chromatogram peak’'s area resulting from the three
calibration points (2.0, 1.0 and 0.5 ng), the results were fitted by ordinary least squares
regression and the values of coefficient of determination obtained were at least 0.95 for each
substance. The values of the biologic samples were within the range of calibration.

The 5-HIAA/B-HT ratic was taken into account as a expression of amine turnover, or as an
expression of the activity of the serotoninergic neurone suggested by Shannon et af., {1986)
and Kerdelhué et g/, (1989). The DA/NE ratio was used as an index of DA conversion to NE
{Guerrero et al., 1990},

Sex differences in body weight and standard length, gonadal weight, monoaminergic
goncentration and turnover rate expressed as mean = SEM, were analyzed by Kruskal-Wallis
test. A p<0.05 was accepted as significative.

RESULTS

In 30 days old animals acclimated under natural conditions, the hypothalamic NE concentration
in males was higher than in females, Significative differences in standard length, body weigth,
DA and 5-HT concentrations and GS| between males and females animals, were not observed
{Table 1}.

In control group {12/12 I/d conditions), the GSI increased twice in males and three times in
females, in comparison with those animals killed at the begining of the experiment. Such
increment in gonadal index was accomplished without changes in monoamines concentrations
in the hypothalamus of the males, while in the females a significant increase in NE and 5-HT
hypothalamic concentrations, were observed (Tables 1 and 2).

No significative differences in body weight, standard body length and gonadal weight were
observed between male and female tilapias kept in light/dark photoperiods. In comparison with
control fish kept under 12/12 light/dark conditions, the GSI in fish kept under 0/24 or 24/C l/d
conditions was higher; significative differences were observed only in those animals
maintained under 0/24 1/d conditions, (Table 2). The GSI was not affected by the photoperiod
in males.

The concentration of NE in the hypothalamus of males kept at 0/24, was higher than in males
under 12/12 and 24/0 conditions, while the concentration of DA was higher in animals kept at
24/0. Significative differences in 5-HT were not observed (Table 3}. The levels of MHPG and
DOPAC were below the sensitivity level of the method (50 pg).

Significative differences in NE, DA and 5-HT concentration in the hypothalamus of females
tilapia, were not observed ({Table 3),

The DA/NE relationship was always higher in male than in female animals, and the highest
relationship was observed in males maintained under 24/Q light/dark regimen (table 3}.

The 5-HIAA/5-HT ratio in males maintained in a 24/0 I/d conditions was significantly lower
than males at 12/12 or /24 |/d (Fig. 1).



;DISCUSSION

The differences in the (S| observed in males between the begining and the end of the
experiment was accomplished without changes in monoamines in the hypothalamus, while in
the fermaie the same response inciuded a high increase in NE and 5-HT concentrations. Such
sex differences could be explained by disparities in the neuroendocrine mechanisms regulating
gonadotropin  secretion. Such differences have been described in mammals, but to our
knowledge there is not information in fishes (kordon et a/., 1994),

In vertebrates, including fish, the temperature and photoperiod are the most important factors
regulating reproductive activity. In most spring and summer spawners, increasing water
temperature induces vitellogenesis and spawning, while shortening of day-length is important
for maturation in autumn and winter spawners (Peter and Crim, 1879; Lam, 1983; Okuzawa
et al., 1989). Photothermal conditions have been reported to influence the contents and
activity of monoamines and monoamine oxidase (MAQ} activity in C. punctatus {Khan and
Joy, 1888} and hypothalamic serotonin and monoamine oxidase {MAQ) activity in Carassivs
auratus {Olcese and de Viaming, 1980).

There is evidence that during the spawning period the tilapia “s males built the nest in the bank
of the lagoons, where there is more light available, while the females remain the depth. The
sex differences in the increment of gonadai development observed in males and females
maintained under external light/dark conditions, could be explained by the unknown changes
that the animals present when they are in natural conditions.

In the present study, the concentration of catecholamines measured in the hypothalamus of
Oreochromis nifoticus were similar to those measured in Cyprinus carpio {Abo and Hanke,
1981}, Heteropneustes fossiis (Senthilkumaran and Joy, 1993, 1985}, Oncorhynchus mykiss
(Saligaut et af., 1992}, Pygocentrus notatus (Guerrero et a/., 1990).

The present results ditfer from those reported by Guerrerg et a/., (1980} in Pygocentrus
notatus; Chang and Peter {1284}, Trudeau et a/., {(1993b) in Carassius auratus, and
Senthilkumaran and Joy, {1993} in Heteropneustes fossilis, who described changes in
catecholaminergic concentration in the hypothalamus related to gonadal development. Such
differences could be explained on the basis of the disparity in reproductive periods between
Oreochromis nifoticus, a precocious reproducer, and Carassius auratus, Pygocentrus natatus
and Heteropneustes fossilis, which have an annual reproductive cycle (Chang and Peter 1984;
Guerrero, et &/, 1990; Trudeau et /., 1983b and Senthitkumaran and Joy, 1993).

in male tilapia, significant changes in the GSI compared with the start group were not evident,
however the concentration of NE and 5-HT in the hypothalamus increased significantly. This
lack of response of the male gonad can not be explained by a lack of gonadotropin receptors
in the testis, since human chorionic gonadotropin (hCG) administration (30 1U) induced a
significant increase in the weight of the gonads (unpublished observation). It is possible,
therefore, that at this age the male hypothalamic-pituitary complex is not able to increase
GnRH secretion following the increase in NE and 5-HT concentration. Besides, when the males
were maintained under conditions of continuos light the DA concentration was highest,
however, their metsbolite was not register, this results suggests that the dopaminergic
neurons activity is lower and that DA/NE ratio is higher in 24/0 than in 12/12 and /24
conditions {table 3} on one hand, and the norepinephrine and serotonin concentration could be
play a combined effect with dopamine. Other factors, possibly endogenous, may play a role
during this period to influence gonadal growth. This results are supported by De Leeuw et a/.
(1985}, in African catfish who suggested that a possible mechanism for sex steroid negative
feedhack on the brain-pituitary axis is that estrogens are converted to catecholestrogens,
which then in turn compete with dopamine for catechol-O-methyi-transferase (COMT), leading
to decreased dopamine degradation and increased inhibitory effects on GtH-Il secretion.



The effects of the photoperiods observed in present study may be mediated by
neurotransmitters other than catecholamines, such as NPY, catecholestrogen, GABA. Peng et
al., {1993} demonstrated that in the goldfish, the gNPY stimulates both GH and GtH-!l
secretions both in vitro and /in vive. De leeuw et af, {198b} have suggested a possible
mechanism for sex steroid negative feedback on the brain-pituitary axis by which estrogen is
converted to catecholestrogens which in turn compete with DA for catechol-o-
methyltransferase, leading to a decrease in DA degradation, increasing it is inhibitory effects
on GtH-i secretion.

According to Guerrero et a/. (1990), a decrease in amine concentration reflects an increase in
neurotransmission; while an increase in amine level indicates lower neural activity. Then, the
increase in DA content with DOPAC concentration below the sensitivity of the method,
observed in the hypothalamus of male tilapias kept under 24/0, may indicate a decrease in
dopaminergic transmission at this age and this conditions. The present results show that there
are sex differences in the response of tilapia to various photoperiods on GSi and gonadal
weight, being females more sensitive. Such sex differences do not seem to be related to
catecholaminergic and serotoninergic hypothalamic systems, since the DA/NE relationship and
serotoninergic ratio were similar in females in the spite of the photoperiods. However in males
both neural parameters showed significant differences in concentrations under the varicus
regimens, without effects on gonadal development.

DA has inhibitory effects on gonadotropin secretion by acting directly on gonadotrophs. This
effect on GtH-Il release is effective within seconds of the exposure of pituitary ceils to DA or
the non-specific DA-agonist apomorphine {Peter et a/., 1986; Peter et al., 1991). Besides,
GtH-ll secretion is also under the control of an inhibitory hormone (Peter er a/. 1988), this
release-inhibitory hormene, which is also produced in the hypothalamus, has been identified as
dopamineg. Treatment with antagonists of dopamine, like pimozide or domperidone, together
with injections of LHRHa, leads to an enhanced release of GtH when compared with LHRHa
alone, thus allowing for the dosage of LHRHa and the risks of excessive stimulation to be
minimized (Bromage, 1995},

In conclusion, the present results suggest that there are sex differences in the neuroendocrine
mechanisms regulating gonadal growth in Greochromis niloticus, as well as in the participation
of the light/dark conditions, being fermales more sensitive,
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Table 1. Standard length, body weight, GSI and concentration of norepinephrine, dopamine,
serotonin {mean + SEM) of Orecchromis nifoticus males and females at 30 days old.

Standard
Sex n lenght
{cm)
Males 5 1.5+0.1

Females b

*p < 0.0b vs. males

1.56+0.1

0.5+0.0 2.4+0.3

0.5+£0.0 1.3x0.32*

Body
weight

ig)

NE

{ng/mg

tissue}

DA

{ng/mg

tissue)}

6.5+0.09

0.4+£0.09

5-HT
{ng/mg

fissue)

GSi

2.0+£0.34 0.25+0.03

1.1+£0.34 0.25+0.03

Table 2, Standard length, body weight, gonadal weight and GSI {mean + SEM) of
QOreochromis nifoticys males and females kept in different photoperiod regimens for three

months.
Light/dark  Sex
12/12 maies
24/0 males
0/24 males
12/12  {emales
2410 females
0/24 females

23
23
19
11
8

12

Standard
length
fcm)
7.68+0.33
7.18+0.43
7.23+0.43
6.70+£0.65
7.01£0.62

6.79+0.40

* p<0.07 vs. females kept to 12/12

10

Body
weight
(g)
15.1+1.78
12.8+2.08
14.0£2.18
10.2+2.83
11.9+2.67

10.8+1.73

Gonadal
weight
{mg)
66+14
96= 31
7418
184+£119
293x111

409126

GS!

0.45x0.11
0.48+0.09
0.42+0.07
0.81£0.39
1.69x0.53

2.84+£077*



Table 3. Concentration of norepinephrine, dopamine, serotonin and DA/NE {mean’ = SEM) in
the hypothalamus of Oreochromis niloticus maintained at different photoperiod regimens for

three months.

Light/dark

12/12

24/0

0/24

12/12

24/0

0/24

¢ p<0.05 vs.

0/24

6-HIAASS-HT

Sex n
males 22
males 21
males 19

females 9
females 6

females 12

12/12 and 24/0;

MNorepinephrine

ng/mg tissue
2.60+0.43
2.60+0.562
4.62+0.729
410£1.23
2.93+0.98

4.95+0.95

Bopamine

ng/mg tissue

0.556+0.19

220031 ¢

0.70+£0.2Q

0.53+0.20

0.27+£0.11

0.567+0.19

Serotonin
ng/mg tissue
2.561+0.46
2.69+0.46
1.96+0.37
2.08+0.67
2.31+£0.74

2.40£0.68

DANE
{%)
0.34£0.12
2.33£1.13 +
0.28+0.14
0.10+0.02
0.14+0.04

0.156+0.04

*p < 0.05vs. 12/12 and 0/24; + p < 0.1 vs. 12/12 and

"I
b
0 b

!

7.
i

2410
EAMALES BNFEMALES

* p<0.05vs 12/12 and 0/24

l//// AL
2 ;;fs,,

4
%otoperiod

Fig. 1. The activity of serotonin neurons in males and femaies {mean = SEM) in the

hypothalamus of Oreochromis niloticus maintained at different photoperiod regimens for three

months. (* p < 0.05 vs. 12/12 and 0/24).
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