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“El mundo es un lugar peligroso, no por causa de los que hacen el mal, sino por aquellos que
no hacen nada por evitarlo”

Albert Einstein
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Resumen

Muchas especies de peces en cautiverio presentan disfunciones sexuales; en machos de
Centropomus undecimalis existe baja cantidad de esperma comparado con organismos silvestres.
La utilizacién de hormonas exdgenas, es frecuente y eficaz en para estimular la reproduccion en
cautiverio. La GnRHa (hormona analoga de la liberadora de gonadotropinas) es utilizada para
estimular la espermiacion en peces, sin embargo, la coadministracion de GnRHa con algun
antagonista de dopamina ha sido utilizado con éxito, ya que la dopamina ejerce accion inhibitoria
en el eje reproductivo de peces. El presente estudio evalu6 el efecto de GnRHay el PIM (pimozide)
sobre la espermiacion de C. undecimalis a distintos tiempos después de la aplicacion. Se realizaron
dos experimentos; evaluando la calidad espermatica en base al volumen (microlitros),
concentracion (cel/ml) y movilidad (porcentaje). En el primer experimento, la calidad espermatica
fue evaluada a los siete y 14 dias post inyeccién, suministrando PIM (5 mg/kg) (T1), GnRHa (75
pg/kg) (T2), (GnRHa-PIM) (T3) y control (cloruro de sodio al 0.9%) (T4). Se observé un ligero
aumento de volumen para T2, mientras para T1 un ligero decremento sin diferencias significativas
(p>0.05); la movilidad fue >50% en T1 y T2 mientras en la concentracion se observaron cambios
significativos; de acuerdo con esto, se sugiere ausencia de dopamina. El segundo experimento,
evalu6 GnRHa (75 pg/kg), a periodos cortos. La evaluacion de las caracteristicas espermaticas se
realizé al dia 1 (24hrs), 2 (48 hrs) y 3 (72 hrs). EI mayor volumen se observo al tercer dia siendo
significativamente (p<0.05) mayor con su inicial; la movilidad més alta se obtuvo al dia tres y la
mayor concentracion al dia uno, con diferencias significativas (p<0.05) entre el dia uno con dos y
tres. El tratamiento con GnRHa mejoré el volumen y la concentracion de esperma. Palabras clave:

GnRHa, dopamina, volumen, movilidad, concentracion.
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1. Introduccion

1.1 Aspectos generales

La pesca y la acuacultura, son dos actividades cuya funcién principal es el abastecimiento de
alimentos para la poblacién. Por una parte, la pesca es la actividad principal para la obtencién de
recursos marinos mientras la acuacultura contribuye cada vez mas a la disponibilidad de estos
recursos. La pesca marina provee aproximadamente el 49% vy la pesca continental un 7%; la
acuacultura continental suministra un 28% y la marina representa una menor proporcién (16%) de
la produccion mundial (Bouvet, 2018).

A nivel mundial, debido al crecimiento y expansion en la pesca, su intensificacion ha
provocado sobrepesca (Bouvet, 2018). Se estima que en 2013 a nivel mundial, el 68.5 % de
poblaciones de peces marinos fueron explotadas a nivel de sostenibilidad biolégica y un 31.5%
estan sobreexplotadas, con consecuencias ecoldgicas negativas, pero si las poblaciones
sobrexplotadas llegaran a recuperarse, podrian garantizar la sostenibilidad del recurso (FAO,
2016).

La acuacultura es una manera eficiente de producir proteina animal de calidad, que aporta
a la seguridad alimentaria y que reduce la presién en los recursos pesqueros (Flores & Euan, 2004),
ya que proporciona alrededor de la mitad de los alimentos para consumo humano y va aumentando
el nimero de especies marinas cultivadas en el mundo (Lorenzen et al., 2013), asi, del porcentaje
mundial total atribuido a la industria acuicola (44%), la mayor proporcion se dedica a la produccién

de peces de agua dulce y en menor cantidad a peces marinos (67% en conjunto), seguida de la



produccion de moluscos (21%), crustaceos de agua dulce y salada (9% conjunto), entretanto, la
cantidad restante (3%) corresponde a la produccidn de otros organismos (Bouvet, 2018).

Es una actividad de rapido crecimiento; para 2007, de las 250 especies cultivadas, el 97%
se introdujo el siglo pasado y 20% en la Gltima década (Lorenzen et al., 2013) y aproximadamente
el 35% en productos pesqueros proceden de esta actividad para consumo mundial (Figueras &
Novoa, 2014), sin embargo, el crecimiento de la acuacultura, se debe, al control del ciclo de vida
de algunas especies y en particular la reproduccién (Bouvet, 2018) a pesar de su mayor reto: la
diversificacion y la reproduccién (Mufioz et al., 2009), lo que contribuiria a cerrar ciclos
reproductivos de especies cultivadas (Moyano, 2013).

A pesar de que en México, el cultivo de peces marinos a nivel comercial se encuentra en
produccidn a nivel laboratorio y no a nivel industrial, presenta un gran potencial (Escarcega, 2014),
lo cual requiere de més estudios que permitan desarrollar por completo la tecnologia de cultivo de

distintas especies.

1.2 Cultivo de organismos

Para domesticar una especie y lograr su produccion a nivel industrial, se necesita conocer su ciclo
bioldgico y controlar el ciclo reproductivo (Mylonas et. al., 2010; Rosales & Acevedo, 2011), pues
a pesar del progreso en la reproduccién de algunas especies en cautiverio, siguen existiendo
problemas, como en el abastecimiento de poblaciones silvestres para reproductores (Moyano,
2013); por lo que la industria acuicola estd limitada en parte, por carencia de reproductores y
cuando se tienen, pueden presentar problemas, particularmente en su reproduccion encontrando en

algunas especies desove inusual o si sucede presentan una fecundidad baja (Guzman et al., 2011).



Por otro lado, las condiciones ambientales presentes causan alteraciones sobre las poblaciones en
cautiverio de algunas especies, en comparacion con las silvestres, mostrando modificaciones por
ejemplo en su ciclo reproductivo. Diversas especies no logran reproducirse durante el primer afio
en cautiverio mientras que otras no lo realizan nunca; no obstante, existen estudios enfocados a la
reproduccion sexual, y al ser un proceso ciclico posibilita la transmision de informacidn genética
entre generaciones, conservacion de especies y diversidad biologica (Mufioz-Cueto, 2005).

En el caso de algunos peces marinos en cautiverio, presentan disfunciones sexuales en
ambos sexos. Por ejemplo, algunos machos, completan la espermatogénesis, los espermatozoides
maduran y los niveles de andrégenos en plasma son normales pero la produccion de
espermatozoides es menor comparada con aquellos organismos capturados del medio natural
(Mylonas & Zohar, 2001; Guzman et al., 2011). La calidad del esperma es un requisito para la
conservacion (Kowalski et al., 2006), por lo tanto, la investigacion de este factor, es de suma
importancia para el cultivo de organismos; la calidad puede ser evaluada en base a distintas
caracteristicas frecuentemente medidas como la capacidad de fertilizacion, volumen, densidad,
movilidad, composicion y osmolaridad del plasma seminal (Aramli et. al., 2013; Kumar et. al.,
2015). La estimulacion de produccion de esperma en teledsteos en cautiverio es una necesidad y
cuando no se logra naturalmente, puede realizarse mediante algin tratamiento hormonal
(Pankhurst, 1994).

Dentro de las especies que presentan problemas en su reproduccion bajo cultivo, se
encuentra el robalo blanco (Centropomus undecimalis), una especie marina con importancia
econdmica en el pais, que presenta disfunciones sexuales en ambos sexos acarreando problemas

para su cultivo a gran escala.



Los robalos (Centropomidae), son especies de gran valor en el mercado nacional y con una
alta demanda y precio en México (Escarcega, 2014). Dadas sus propiedades alimenticias, su valor
elevado en mercados locales y regionales y el facil acceso por comunidades pesqueras, es una
especie muy valorada por los pescadores artesanales del Golfo de México. La pesca de esta
especie, es de subsistencia y una de las principales economias para las comunidades pesqueras a
lo largo del Golfo de México (Perera-Garcia et al., 2008). Esta especie sobre sale por sus
volimenes de captura en Campeche y en otras regiones del Golfo de México, ya que en todos los
estados costeros de esta region ha aumentado el esfuerzo de pesca y se ha mostrado que no es igual
al de sus capturas, de este modo, se sospecha que su abundancia estéa afectada por una explotacién
excesiva, pues se extrae gran cantidad y al parecer no tiene tiempo de recuperacién (Caballero-
Chavez, 2012) considerandolo en estado de aprovechamiento maximo (Arreguin-Sanchez &

Arcos-Huitron, 2011).

1.3 Centropomus undecimalis (robalo blanco, robalo comun)

Existen 12 especie del género Centropomus distribuidas en ambos lados del continente americano;
en el oceéano Atléantico seis (Centropomus undecimalis, C. ensiferus, C. mexicanus, c. pectinatus,
C. parallelus, y C. poeyi) y en el océano Pacifico seis (C. armatus, C. unionensis, C. medius, C.
robalito, C. nigrescens, y C. viridis), de las cuales la especie de C. undecimalis es la especie mas
grande y de mas rapido crecimiento (Alvarez-Lajonchére & Tsuzuki, 2008).

Es una especie eurihalina, hermafrodita protandrico y diddroma (Yanes-Roca, 2006) y se
distribuye en mares tropicales desde Carolina del Norte (EU) hasta Rio de Janeiro (Brasil), a

temperaturas de 25-31° C. Vive en aguas no muy profundas de fondos arenosos, blandos y



fangosos (Caballero-Chavez et al., 2014); en aguas costeras, esteros, lagunas y agua dulce. Se
alimenta de peces, crustaceos (camarones, jaibas) y moluscos (caracoles, almejas) en etapa adulta,
mientras que las larvas y juveniles se alimentan de zooplancton principalmente (Vergara-Chen,
2014).

Los robalos americanos necesitan de agua salada para desove, desarrollo embrionario y
primeras etapas larvales (Alvarez-Lajonchére & Tsuzuki, 2008). En algunos lugares, su época de
reproduccion inicia en primavera y termina a inicios del otofio, con mayor actividad de mayo a
agosto (Caballero-Chavez et al., 2014). Los individuos, pueden vivir en cuerpos de agua dulce o
en el mar y una vez maduros se dirigen a zonas cercanas a la costa a desovar; una vez hecho esto,
algunos regresan de nuevo al sitio original donde habitaban. Los huevos, flotan en la superficie y
eclosionan en el mar; una vez eclosionados, las larvas crecen convirtiéndose en juveniles que
pueden regresar a los cuerpo de agua dulce o salobre auxiliados por las mareas, y ahi viven en
manglares o en zonas de pastos durante las primeras etapas hasta alcanzar la madurez sexual y

estos nuevos individuos repiten el ciclo de desove (INAPESCA, 2012).



2. Antecedentes

2.1 Eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas

En todos los sistema de cultivo de peces, los individuos deben sincronizarse con las variables
ambientales (luz, temperatura, oxigeno disuelto, salinidad, pH, disponibilidad de nutrientes, entre
otros) y entre si para que la reproduccion sea exitosa, por lo que, el sistema nervioso es de gran
importancia en el control de la reproduccidn ya que es el encargado de integrar las sefiales externas
(ambientales) e internas (hormonales) y llevar las sefiales a efectores endocrinos mediante acciones
moduladoras (Mufioz-Cueto, 2005). Para el funcionamiento apropiado de los procesos
reproductivos en peces, se llevan a cabo mdltiples relaciones en el eje cerebro-hip6fisis-gonadas,
el cual mediante sistemas sensoriales y receptores especificos, recibe las sefiales y de este modo el
cerebro de peces incorpora la informacion ambiental y neuroendocrina que entra a vias efectoras
y libera neurohormonas (neuropéptidos, monoaminas y aminoacidos neurotransmisores), las
cuales regulan la actividad de la hipéfisis mediante la estimulacién o inhibicion de la sintesis y
secrecion de gonadotropinas (GTH | u hormona vitelogénicay GTH Il o maduracional) (Miranda
et. al., 2013). La GnRH, un decapéptido producido en el hipotalamo (y otras regiones del cerebro)
y que esta presente en protocordados, invertebrados y vertebrados, es el estimulador primordial en
la secrecion de las gonadotropinas y la reproduccidn en peces, asi, las gonadotropinas después de
ser estimuladas por esta neurohormona, generan reacciones endocrinas que conllevan a la
reproduccion, regulando la gametogénesis y esteroidogénesis en gdnadas, por lo que la actividad
de la hipofisis y su secrecion hormonal, esta mediada por factores neurohormonales que son

sintetizados en neuronas especificas del cerebro y liberadas en la hipéfisis (Mufioz et al., 2009).



La dopamina es una monoamina que inhibe funciones tanto en el cerebro como en la
hipo6fisis, mediante la disminucion de la sintesis y liberacion de la GnRH, baja regulacion de los
receptores e interfiere las vias de transduccion de las sefiales perjudicando la secrecion de GTHSs,
lo que conduce a un bloqueo en el desarrollo reproductivo de algunas especies (Dufour et al.,
2005). Los efectos de este elemento cerebral se han mostrado en peces de agua dulce y en algunos
peces marinos como en el Mugil cephalus (Aizen et. al., 2005) y el Solea senegalensis (Guzman
et al., 2011), por lo que se piensa, que pudieran estar influyendo en adultos machos de robalo
blanco.

El sistema nervioso central, como se menciond anteriormente, tiene una gran capacidad de
recibir e integrar distintos tipos de sefales, entre ellas, estdn los estimulos provenientes de
diferentes tipos de estrés, los cuales clasifica y después genera una respuesta diferente para cada
uno de ellos, no obstante, este sistema no lo hace de manera aislada sino trabaja en conjunto con
el sistema enddcrino, el sistema inmune y el comportamiento (Flores-Quintana, 2002).

El estrés desencadena una serie de eventos fisiolégicos a manera de respuesta cuando se
distingue un factor estresante, el cual se transmite al cuerpo mediante el sistema nervioso central
que actla sobre neuronas y hormonas; el aumento de algunas de estas hormonas genera varias
respuestas entre ellas se encuentra el uso de energia, que puede verse involucrado en la capacidad
reproductiva, por lo tanto, el estrés puede afectar la reproduccién de distintas maneras. Puede
acelerar o inhibir los eventos reproductivos pero van a depender de la intensidad y la duracion del
factor estresante y de la etapa del ciclo de vida del organismo en que se presente. Por ejemplo, en
etapas tempranas de crecimiento puede afectar la determinacion o diferenciacion del sexo; en la
maduracion, afecta la ovulacién o espermiacion perjudicando la calidad de los gametos y los

niveles de esteroides sexuales, mientras en la etapa de desove puede alterar el comportamiento



(seleccion de pareja o cortejo), asimismo, otros factores de estrés en peces pueden afectar la
reproduccion; como la disponibilidad y calidad de alimento (debido al estrés por restriccion
caldrica, aunque esto se ha visto sélo en mamiferos), los patdgenos y los parasitos (costo de energia

que requieren) (Schreck, 2010).

2.2 Tratamientos hormonales

Tratamientos con hormonas exogenas, resultan eficaces para la estimulacion de la reproduccion,
induccion al desove o sincronizacion de la liberacién de gametos de ambos sexos en peces
cultivados (Rurangwa, 2004), ya que en algunas especies de peces, este tipo de tratamientos
hormonales es la Gnica forma de controlar su reproduccion de manera segura, pues al actuar sobre
el eje hipotalamo-hipofisis-gonadas, puede estimular de manera mas equilibrada los eventos
reproductivos (Krdl et al., 2009).

Una de las hormonas exdgenas mas utilizada frecuentemente, es la hormona anéloga de la
liberadora de gonadotropinas (GnRHa) (Mylonas et. al, 2017); utilizada tanto en machos como en
hembras, se ha reportado ser exitosa en algunas especies, no obstante, ha sido ineficaz para algunas
otras. La falta de eficacia es asociada a la accion inhibitoria de la dopamina (DA) enddgena, lo que
ha generado la necesidad de co-administrar GnRHa con un antagonista de DA como Domperidone,
Metaclopramide o Pimozide (P1M) (Holland et. al., 2002; Aizen et. al., 2005; Guzman et al., 2011;
Rhody, 2014), de manera exitosa, para eliminar su inhibicion y que la GnRHa pueda ejercer su
funcion en el eje reproductivo.

Diversos estudios se han realizado con la administracion de la GnRHa sola; tal es el caso

de machos del fletan del Atlantico (Hippoglossus hippoglossus), en el cual se estudié el efecto de



la GnRHa sobre la calidad espermatica antes de la espermiacion y al final de la temporada de
desove, en el cual, la hormona suministrada fue Gtil para adelantar, mejorar y extender el periodo
de duracion de produccion de esperma (Vermeirssen et al., 2004). También, en machos del
esturion (Acipenser persicus), la administracion de dicha hormona, se realiz6 con el fin de observar
los cambios en caracteristicas del esperma durante su temporada de reproduccion, (Aramli et al.,
2013).

Otros estudios con esta hormona pero en adicién con algun antagonista de DA, han sido
realizados en ambos sexos. En la lubina Dicentrarchus labrax, se suministr6 GnRHa y PIM para
conocer el efecto de la dopamina en la regulacién de factores endocrinos, regulacion de
maduracion final de ovocitos y ovulacion, pero la administracién de GnRHa sola fue suficiente
para inducir a la maduracion y desove de ovocitos y la falta de efecto de P1M, descarto inhibicion
dopaminérgica (Prat et al., 2001). En el caso de la dorada roja (Pagrus major), los efectos de
GnRHa fueron estudiados junto con DOM (domperidone) sobre la maduracion sexual de hembras,
en el cual la administracion de GnRHa logro inducir al inicio de la pubertad (Kumakura et al.,
2003).

Dados los problemas de maduracion sexual de la anguila europea (Anguilla anguilla,), se
suministré6 GnRHa con PIM y T (testosterona); se identificé presencia de dopamina que bloquea
el inicio de la pubertad (Vidal et al., 2004). En la perca plateada (Bidyanus bidyanus), se sugirid
la presencia de dopamina por lo que se suministr6 GnRHa y DOM para induccién al desove pero
DOM no mejor6 el efecto de GnRHa (Levavi-Sivan et al., 2004).

En machos del pez basa (Pangasius bocourti), se suministr6 GCH, GhnRHa y DOM para
inducir a la espermiacion; por lo que la produccién natural de esperma de esta especie se puede

mejorar con GCH y el uso de GnRHa+DOM no fue exitoso (Cacot et al., 2003).
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En el pez plano (Solea senegalensis), se investigo la existencia de DA en el eje reproductivo
mediante la influencia de GnRHa y PIM, donde el PIM fue efectivo para estimular la
espermatogénesis, maduracion testicular y produccion de esperma encontrando presencia de
dopamina (Guzman et al., 2011).

En el caso de los machos de lubina rayada (Morone saxatilis), la aplicacion de GnRHa,
PIM (pimozide) y T (testosterona), se llevo a cabo para inducir al desarrollo testicular precoz donde
el tratamiento combinado de T+GnRHa estimulé el desarrollo testicular de juveniles (Holland et
al., 2002). A pesar de ser frecuentemente utilizada, la GnRHa, también se ha utilizado en
combinacion con GCH. Especies del género Morone presentan disfunciones reproductivas en
ambos sexos por lo que se cred un hibrido a partir de la lubina rayada (Morone saxatilis) y de la
lubina blanca (Morone chrysops); se indujo al desove con GCH en ambos sexos sin éxito pero al
aplicar GCH+GnRHa fue efectivo para la ovulacion y calidad de huevos en hembras, mientras en
machos la administracién de GnRHa fue efectiva para inducir la espermiacion (Mylonas & Zohar,
2001).

En el caso del robalo blanco, existen estudios que han contribuido a generar informacion
base para un cultivo exitoso a gran escala; sobre alimentos (Reyes et. al., 2004; Freire & Pinto,
2017), capacidad digestiva (Alvarez-Gonzéalez et al., 2010; Fragoso et al., 2013), parametros
poblacionales (Perera-Garcia et al., 2008; Gomez-Ortiz et. al., 2015), biologia reproductiva
(YYanes-Roca, 2006; Caballero-Chavez, 2011; Perera-Garcia et. al., 2011; Muller & Taylor, 2012;
Rhody et. al., 2013) cultivo a diferentes densidades (Zarza-Zarza et al., 2006; Barreno, 2015) y
evaluaciones econdmicas para su cultivo (Polonia et al., 2016) a pesar de estos avances, ain hay

pocos estudios dedicados a abordar la baja produccién de alevines.
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Estudios realizados en Centropomus undecimalis, también han utilizado esta hormona
(GCH) en ambos sexos para obtencion de larvas (Reyes et al. 2015).

Tiersch et.al. (2004) evalu6 métodos de almacenamiento en frio y criopreservacion del
esperma de robalo, mediante una serie de evaluaciones espermaticas con las que después se evaluo
la eclosidn y sobrevivencia de huevos; se administr6 GCH y GnRHa, mostrando que el esperma
fresco tuvo mayor capacidad de fertilizacion que el esperma criopreservado. En machos de C.
undecimalis, se hizo otro ensayo, suministrando GnRHa (100 pg/kg) y PIM (1000 pg/kg) para
inducir al desove espontaneo evaluar caracteristicas del esperma, sugiriendo ausencia de DA
(Rhody, 2014). Por otro lado, en machos y hembras de robalo blanco se suministr6 GnRHa en
organismos capturados de su medio natural y mantenidos en cautiverio, obteniendo desove de
hembras (Contreras-Sanchez et al., 2015). Igualmente, en reproductores maduros de C.
undecimalis, se suministr6 sGnRHa para la obtencién de un método para desove y aumento en el
namero de larvas (lbarra-Castro et al., 2011).

En otra especie de la misma familia Centropomidae, el robalo chucumite (C. pararellus),
se administr6 GnRHa para la evaluar de la calidad espermatica, sin embargo, se observo que no
es necesaria la aplicacion de hormonas (Contreras-Garcia et al., 2011).

Estudios basados en la aplicacion de hormonas sobre robalo blanco (C. undecimalis), se
han enfocado mas a hembras, sin embargo, uno de los principales problemas en esta especie es
que los machos en cautiverio producen poco volumen de semen en relacion a los silvestres. Un
aspecto importante es que los animales nacidos y criados en cautiverio, deberian presentar menos
problemas en la actividad reproductiva, pues se esperaria que respondieran mejor en comparacion
con organismos silvestres al estar cada vez mas cerca de la domesticacion, no obstante este

problema sigue existiendo. Existe la hipotesis de que uno de los factores principales implicados en
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esta alteracion es la presencia de la dopamina, la cual pudiera estar evitando la accion de la
hormona liberadora de gonadotropinas. Por esa razon el presente estudio fue dirigido a evaluar los
efectos de la GnRHa y pimozide (PIM) sobre la produccion de esperma de machos de C.

undecimalis nacidos en condiciones de laboratorio.
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3. Hipotesis 1

Dado que existe dopamina como factor inhibitorio en la reproduccién de algunas especies de
peces en cultivo, la aplicacion GnRHa en co-administracion con inhibidores de la dopamina como
pimozide ha resultado exitosa para estimular la espermiacion en algunas especies. Se sospecha que
la dopamina, esta presente en la espermiacion en machos de robalo blanco (Centropomus
undecimalis), por lo que la aplicacion de la GnRHa en co-administracion con PIM tendria un efecto

positivo sobre el volumen, movilidad y concentracion espermatica.
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3.1 Objetivos

3.1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de GnRHa y PIM solos 0 en combinacidn sobre la produccion de esperma

en machos de robalo blanco nacidos en cautiverio, en etapa reproductiva.

3.1.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del inhibidor de la dopamina PIM a los 7 y 14 dias después de la
aplicacion hormonal sobre las caracteristicas espermaticas de volumen, movilidad y concentracion

Evaluar el efecto de GnRHa a los 7 y 14 dias después de la inyeccion sobre el volumen,
movilidad y concentracion de esperma

Evaluar el efecto del inhibidor de dopamina PIM en combinacién con GnRHa sobre el

volumen, movilidad y concentracion espermatica
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3.2 Materiales y métodos

En julio de 2014, se suministro la hormona analoga de la liberadora de gonadotropinas (GnRHa)
tanto sola como en combinacién con el antagonista de dopamina, Pimozide, a machos

reproductores nacidos en cautiverio.

3.2.1 Origen de los organismos

Los machos de la especie de robalo (C. undecimalis) fueron obtenidos del area de Estanques de
Engorda de Peces Marinos de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI)
Sisal UNAM, en el estado de Yucatan. Los machos obtenidos de la UMDI pertenecientes a la
generacion F1, se utilizaron en la época en que han madurado otros robalos en la UMDI, Sisal por
lo que se considerd que estaban en temporada de maduracion. A los robalos se les extrajo esperma
mediante canulacion; tenian una edad de cuatro afios; un peso promedio de 3.3 + 0.1 kg y una
longitud total promedio de entre 63 cm y 84.5 cm. Para poder diferenciar a los individuos, los
peces fueron marcados con microchips de la marca Biomark®. Previo al experimento, se
mantuvieron, en estanques de 20,000 litros con recambio de agua de mar del 30% diariamente, a

una densidad méxima de 3 kg/ m2.

3.2.2 Alimentacion

Los organismos fueron alimentados tres veces por semana, una vez al dia, con trozos de pescado
fresco de sardina azul (Opisthonema oglinum), sardina escamuda (Harengula jaguana) y bonito

(Euthynnus alletteratus) complementado con capsulas de higado de bacalao a saciedad.
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3.2.3 Calidad del agua

Previo y durante el experimento, los organismos se mantuvieron en agua de mar con las siguientes
caracteristicas generales promedio: salinidad 36 %o, temperatura 27.6 © C y oxigeno disuelto, 6.8
mg/L.

Durante el periodo experimental, se tomaron los parametros fisico quimicos, una vez por
dia (salinidad, temperatura y oxigeno disuelto) con ayuda de un equipo multiparametro de la marca

Hach® y se hizo recambio diario de agua de aproximadamente 50% con flujo abierto.

3.2.4 Disefo experimental

Un total de 24 organismos fueron inicialmente divididos en cuatro tratamientos, destinando seis
individuos por tratamiento, sin embargo, la identificacion en laboratorio posterior a la extraccion
de muestra en campo, mostro la presencia de hembras que habian revertido el sexo, lo cual
disminuyo el nimero de organismos a 20 y quedo el disefio de la siguiente manera: seis individuos
en el tratamiento PIM, seis en el tratamiento con GnRHa, tres organismos en el tratamiento
combinado y cinco para el grupo control, las hembras identificadas fueron sacadas del
experimento. Todos los individuos marcados con chips se colocaron en dos estanques de 20,000
litros; en cada tanque se distribuyeron los cuatro tratamientos y estos fueron: Pimozide PIM (R&D
SYSTEMS®) (T1), Hormona analoga de la liberadora de gonadotropinas: Sigma [des-Gly!°, D-
Ala®]-LH-RH ethylamide acetate salt hydrate >97% (HPLC) (T2), tratamiento combinado
(GnRHa-PIM) (T3) y un control donde solo se aplicé suero fisioldgico (Solucion CS PiSA, cloruro
de sodio al 0.9%) (T4) (Figura 2). Para el tratamiento de PIM (T1), se suministr6 una dosis Unica,

la cual fue de 5 mg/kg para cada organismo, tanto de tratamiento de PIM sélo, como combinado
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(T3). Para el tratamiento T2 con GnRHa, se administro 75 pg/kg para el tratamiento sélo y

combinado (T3). En tanto, para el control, se inyecté solamente solucion salina al 0.9%.

Figura 1. a) Anestesia de organismo con aceite de clavo; b) Obtencion de gametos a través de biopsia con canula de

pléastico.

3.2.5 Toma de muestras y evaluaciones espermaticas

La obtencion de muestras seminales se realiz6 al dia 0, 7 y 14 después de la aplicacion de la
hormona.

La metodologia para obtencion de muestras, se realizo de acuerdo a Contreras-Sanchez et.
al., (2015). Previo a la toma de muestras, los organismos fueron anestesiados en agua de mar con

aceite de clavo a una concentracion de 0.1ml/I L y los animales fueron sedados aproximadamente
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en un minuto (Figura 1), después de la obtencion de muestra, se colocaron en agua limpia
recuperandose en menos de tres minutos. La toma de muestra se realizd mediante la obtencion de
una biopsia gonadica con una canula de plastico de 1.6 mm de didmetro externo y se realiz6 la
succion de manera bucal, evitando variaciones en la toma de las muestras para lo cual, se intentd

que las muestras se obtuvieran de la misma manera en todos los experimentos.

|
| I | |
PIIM [ | GanHa [ | GnRI—||a-PIM (] Corlltrol ]

0, 7,| 14 dias
Vol ™ [.]
movilidad concentracion

volumen

Figura 2. Disefio experimental del primer experimento.
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Se obtuvieron dos muestras por cada organismo y fueron conservadas en frio por no mas
de tres horas, en tubos eppendorf de 1.5 ml a temperatura de 2°C hasta concluir con las
evaluaciones espermaticas (Figura 3). Previamente se evaluo el tiempo para que permanecieran el
semen en el tubo, sin pérdida importante de las caracteristicas biologicas y se encontré que en tres
horas como méaximo podria estar el semen en frio a 2°C.

Para determinar la evaluacion de la calidad de los espermatozoides, se tomaron en cuenta
distintas evaluaciones del semen: volumen (ul), movilidad (%) y concentracién (cel/ml) de cada

una de las muestras obtenidas (Sorbera et al. 1996).

Figura 3. a) Extraccion de muestra de esperma de C. undecimalis; b) Muestras conservadas en frio para posteriores

evaluaciones espermaticas.

Evaluacion del volumen. La evaluacion de la cantidad de volumen obtenido, se realizé de
manera directa utilizando una canula graduada en microlitros.
Evaluacion de la movilidad. La movilidad (%) de células esperméticas, fue observada en

cada una de las muestras por separado. Para ello, se colocd 1 pl de espermay se le agreg6 1 pl de
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agua de mar sobre un portaobjetos (para activacion de estos), el cual se observé en el microscopio
6ptico (Labomed®) a 10X y 40X (Figura 4). Se observé la movilidad y clasificé en una escala de
0a100% (Guzman et al., 2011).

Evaluacion de la concentracién. La concentracion espermatica (cel/ml) se evalud
utilizando un microscopio 6ptico (Labomed®) a 40X, dicha evaluacion se realizd en términos
generales de la siguiente manera:

A causa de la alta concentracion de espermatozoides, las muestras fueron diluidas en agua
dulce (ul de esperma total/ 20 pl de agua dulce), para la evaluacién de la concentracién. De cada
una de las muestras diluidas, se tom6 1ul de la dilucion, se colocé en la caAmara Neubauer y se
procedio al conteo con ayuda de un contador de mano. Todas las anotaciones fueron recabadas en

una bitacora de trabajo.

Figura 4. Evaluacion de la movilidad espermética en laboratorio.
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3.2.6 Andlisis estadistico

Se llevaron a cabo los andlisis con ayuda del paquete estadistico R (version R 3.4.0) sobre las
caracteristicas espermaticas de volumen y concentracién de células.
Los datos del experimento, no cumplieron con los supuestos de normalidad,
homocedasticidad e independencia por lo que se optd por los anélisis estadisticos no paramétricos.
Se realiz6 un primer analisis para conocer diferencias existentes en cada tratamiento a lo
largo de los dias mediante pruebas de Wilcoxon pareado y un segundo anélisis para diferencias

entre los tiempos de muestreo y los tratamientos mediante andlisis de Kruskal-Wallis.
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3.3 Resultados

En la figura 5, se muestran los resultados obtenidos de volumen de esperma para el
experimento uno. En el dia 0 se muestra un control inicial del volumen de esperma obtenido de los
organismos previo a aplicacion de tratamientos. Se observa graficamente, que en T2 hubo un ligero
aumento conforme pasaron los dias con 14+3.6 ul antes de la aplicacion hormonal, 15.2+4.8 pl a
los siete dias y 16.7+3.5 ul a los 14 dias, contrario a T1 el cual disminuy6 con el paso del tiempo
con 14.846.7 ul para el dia 0, 13.5£4.5 ul y 11.7£2.2 ul para el dia siete y 14 respectivamente,
ambos tratamientos fueron mas altos respecto a T4 durante todo el periodo experimental. No se
presentaron diferencias significativas (p>0.05) en cada tratamiento a lo largo de los dias, ni para

los dias entre tratamientos.

\Volumen 2014
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Figura 5. Valores promedio (media + error estandar) del volumen de esperma en microlitros por tratamiento
en machos de robalo blanco C. undecimalis. PIM: pimozide; GnRHa: hormona analoga de la liberadora de

gonadotropinas; COMB: GnRHa-PIM; control: solucion salina.
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Se observa que T3, decrecio6 al final del experimento, mientras que el tratamiento control
aumentd, a pesar de la diferencia visual, los cambios no son significativos (p>0.05).

De acuerdo a la movilidad (tabla 1), todos los tratamientos en los distintos tiempos de
muestreo, presentaron una movilidad mayor al 30%. T1 y T2, fueron los tratamientos que
presentaron valores mas altos durante todo el periodo experimental; el tratamiento T1 a los 7 dias
con 53£15% vy al dia 14 con 638 % mientras T2 a los 7 dias con y 53+11% y 73+£12% a los 14
dias. T3, disminuy6 hacia el final del experimento con 3313 % respeto a su movilidad inicial de
40£20%, similar a su movilidad al dia 7 (40+31%,) pero en este dia se presenta una alta dispersion
que al parecer se asocia a la variabilidad de cada individuo. Por su parte, T4 mantuvo sus valores

similares a lo largo del tiempo experimental (32+£12, 40£16 y 40+13 % respectivamente).

Tabla 1. Movilidad (%) de muestras de semen obtenidas antes de la aplicacién de tratamientos y al dia 7 y

14 después de aplicacion (mediaterror estandar).

Dia0 Dia7 Dia 14

Control 32412 40+16 40+13
PIM 57+14 53+15 6318
GnRHa 63+15 53+11 73+12
COMB 40£20 40431 33+13

En la figura 6 se muestra la concentracion espermatica y se observa que todos los

tratamientos presentaron un aumento del dia 0, 7 y 14, inclusive el control, pero no todos con
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cambios significativos. Pareciera que los organismo aumentaron la concentracién espermatica
independiente del tratamiento utilizado.

A los siete dias, T1 fue el que presentd la mayor concentracion de células espermaticas
(7.16+2.56x10° cel/ml), seguido por T3 (6.12+3.58° cel/ml).

Para los 14 dias, T3 fue el present6 el mayor nimero de células con 9.53+4.73x10° cel/ml
pero sin diferencias significativas (p>0.05) con los demas tratamientos ni tampoco a lo largo de
los dias del mismo tratamiento. El tratamiento T1 mantuvo un valor similar (7.43+1.15° cel/ml) al
de los siete dias y T2, present6 el valor mas alto con respecto a su valor inicial y con respecto a los
siete dias, con 8.32+1.99° cel/ml. Tanto el tratamiento T1 como T2, presentaron diferencias

significativas (p<0.05) entre su muestreo inicial y los 14 dias.

Concentracion 2014
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Figura 6. Valores promedio (mediazx error estdndar) de la concentracién espermatica en células por mililitro. PIM:
pimozide; GnRHa: hormona analoga de la liberadora de gonadotropinas; COMB: GnRHa-PIM; control: solucion
salina. (*) indica diferencias significativas (p<0.05) en el tratamiento T1 entre el dia 0 y 14; (**) indica diferencias

significativas (p<0.05) en el tratamiento T2 entre el dia 0 y 14.
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4. Hipotesis 2

Debido a la ausencia de la dopamina en el experimento anterior, que se evalu6 mediante la
aplicacion de Pimozide y que el efecto se midio a largo plazo (14 dias), se vio en la necesidad
de conocer el efecto de la hormona a corto plazo (dias), para lo cual se realiza un segundo
experimento, donde se espera que la aplicacion de la hormona sola, tenga algun efecto positivo en
el aumento de volumen del semen, movilidad y nimero de células espermaticas respecto de las

medidas iniciales.
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4.1 Objetivos

4.1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de GnRHa sobre la produccién de esperma a corto plazo, en machos de

C. undecimalis nacidos en cautiverio, en etapa reproductiva.

4.1.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de GnRHa a las 24, 48 y 72 horas, después de la administracion hormonal

sobre el volumen, movilidad y concentracion de esperma de reproductores
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4.2 Materiales y métodos

En agosto de 2015 donde se suministro la hormona analoga de la liberadora de gonadotropinas

(GnRHa) en machos reproductores nacidos en cautiverio.

4.2.1 Origen de los organismos

Los machos reproductores de Centropomus undecimalis pertenecientes a la generacion F1, fueron
obtenidos del area de Estanques de Engorda de Peces Marinos de la Unidad Multidisciplinaria de
Docencia e Investigacion (UMDI) Sisal UNAM, en el estado de Yucatdn. De acuerdo con la
temporada en que se utilizaron los organismos, se considero gue se encontraban en temporada de
maduracion ya que coincide con la maduracion de otros robalos de esta unidad. A los robalos, les
fue extraido semen mediante canulacién. Tenian una edad de cuatro afios y un peso promedio de
3.3+0.1 kg y una longitud total promedio de entre 63 cm y 84.5 cm. Los peces fueron marcados
con microchips de la marca Biomark® para poder diferenciar a los individuos. Previo al
experimento, se mantuvieron, en estanques de 20,000 litros con recambio de agua de mar del 30%

diario, a una densidad maxima de 3 kg/ m®.

4.2.2 Alimentacién

Previo al experimento, los organismos fueron alimentados tres veces por semana, una vez al dia,
con trozos de pescado fresco de sardina azul (Opisthonema oglinum), sardina escamuda
(Harengula jaguana) y bonito (Euthynnus alletteratus); dicho alimento fue complementado con

capsulas de higado de bacalao y dado a saciedad. Durante el tiempo experimental, los organismos
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no fueron alimentados, pues no aceptaron el alimento al cambiarlos a un tanque mas chico (1700

litros) como sucede frecuentemente con esta especie.

4.2.3 Calidad del agua

De manera general, previo y durante el experimento, los organismos se mantuvieron en agua de
mar. Previo al experimento los pardmetros fueron en promedio: salinidad 36%o., temperatura 27.5°
C y oxigeno disuelto, 6.8 mg/L.

Durante el periodo experimental, se tomaron los parametros fisico quimicos (salinidad,
temperatura y oxigeno disuelto) diariamente por la mafiana y por la tarde con ayuda de un equipo
multiparametro de la marca Hach® y se hizo recambio diario de agua de aproximadamente 50%
con flujo abierto. Durante el experimento, los pardmetros se mantuvieron en promedio: salinidad

35.5%o, temperatura 27.6° C y oxigeno disuelto, 6.7 mg/L

4.2.4 Disefo experimental

Debido a que en el experimento anterior no se vio efecto del Pimozide, se decidi6 investigar
el efecto de la hormona GnRHa a corto plazo: 24 hrs (dia 1), 48 hrs (dia 2) y 72 hrs (dia 3). El
planteamiento de este segundo experimento, se debe a que el uso rutinario de esta hormona durante
la época de reproduccion de la especie en cautiverio se utiliza en periodos cortos para la obtencion
de esperma.

Para este ensayo, se aplic6 GnRHa (Sigma [des-Gly*°, D-Ala®]-LH-RH ethylamide acetate
salt hydrate >97% (HPLC) a dosis de 75 pg/kg a nueve machos adultos. Previo de la aplicacion de

la hormona, se tomaron los valores iniciales de volumen, movilidad y concentracion de estos
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organismos, posteriormente fueron colocados en tinas de 1700 L de capacidad y a cada una se le

suministro flujo abierto de agua de mar y aireacion constante (Figura 7).

GnRHa

24 hrs 48 hrs 72 hrs

Vol == - m

volumen movilidad concentracion

Figura 7. Disefio experimental del segundo ensayo.
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4.2.5 Toma de muestras y evaluaciones espermaticas

La obtencion de muestras seminales se realiz6 a las 24 hrs (dia 1), 48 hrs (dia 2) y 72 hrs (dia 3),
y se obtuvieron tres muestras por individuo.

La metodologia para obtencion de muestras, se realizdé segun Contreras-Sanchez et. al.,
(2015). Antes de la toma de muestras, los organismos fueron anestesiados en agua de mar con
aceite de clavo a una concentracion de 0.1ml/I L; los animales fueron sedados aproximadamente
en un minuto y después de la obtencién de muestra, se colocaron en agua limpia recuperandose en
menos de tres minutos. La toma de muestra se realiz6 mediante la obtencion de una biopsia
gonédica con una canula de plastico de 1.6 mm de didmetro externo y se realizo la succion de
manera bucal, evitando variaciones en la toma de las muestras para lo cual, se intent que las
muestras se obtuvieran de la misma manera (Figura 1).

Las muestras fueron conservadas en frio por no mas de tres horas, en tubos eppendorf de
1.5 ml a temperatura de 2°C hasta concluir con las evaluaciones espermaéticas. Previamente se
evalu6 el tiempo para que permanecieran el semen en el tubo sin pérdida importante de las
caracteristicas bioldgicas y se encontré que en tres horas como maximo podria estar el semen en
frio a 2°C (Figura 3).

Para determinar la evaluacion de la calidad de esperma se llevo a cabo mediante distintas
caracteristicas espermaticas: volumen (ul), movilidad (%) y concentracion (cel/ml) de cada una de
las muestras obtenidas (Sorbera et al. 1996).

Evaluacion del volumen. La evaluacion se realizé colocando la muestra extraida de semen
en un portaobjetos y se midié el volumen con una micropipeta de 0 a 20 o de 0 a 100 pl.

Evaluacion de la movilidad. El porcentaje de células moviles fue observada en cada una

de las muestras por separado. Para ello, se colocd 1 pul de espermay se le agrego 1 pl de agua de
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mar sobre un portaobjetos (para activacion de estos), el cual se observd en microscopio
(Labomed®) a 10X y 40X (Figura 4). Se observé la movilidad y clasificé en una escala de 0 a
100% (Guzman et.al., 2011)

Evaluacion de la concentracion. La concentracion espermatica (cel/ml) se evalu6 utilizando un
microscopio 6ptico (Labomed®) a 40X. Debido la alta concentracién de espermatozoides, las
muestras fueron diluidas en formol al 4% (ul de esperma total/999 ul de formol); de cada una de
las muestras diluidas, se tomé 1pul de la dilucién, se coloco en la camara Neubauer y se procedid
al conteo con ayuda de un contador de mano y todas las anotaciones fueron recabadas en una

bitacora de trabajo.

4.2.6 Andlisis estadistico

Se llevaron a cabo los andlisis con ayuda del paquete estadistico R (version R 3.4.0) sobre las
caracteristicas espermaticas de volumen y concentracion de células.
Los datos del experimento, no cumplieron con los supuestos de normalidad,
homocedasticidad e independencia por lo que se optd por los analisis estadisticos no paramétricos.
Se realiz6 un analisis de Wilcoxon para identificar diferencias entre los dias del muestreo
y un segundo analisis para conocer las diferencias en cada tiempo de muestreo y su valor inicial,

mediante pruebas de Wilcoxon pareado.
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4.3 Resultados

En la tabla 2, se presentan los resultados de las caracteristicas espermaticas medidas en el
segundo ensayo.

De acuerdo al volumen de esperma, se observa que la mayor cantidad obtenida después de
la aplicacion de GnRHa sola, se presentd al dia tres (148 ul), seguido por el dia uno (912 ul) y al

altimo por el dia dos (8+2 pl).

Tabla 2. Volumen, movilidad y concentracion de muestras de esperma para el tratamiento de GnRHa sobre
machos de C. undecimalis. (*) diferencias significativas (p<0.05) entre control inicial y hormona a las 72 hrs; (**)

diferencias significativas (p<0.05) entre hormona a las 24 y 48 hrs y entre hormona a las 24 y 72 hrs

Control Hormona Control Hormona 48 Control Hormona 72
Inicial 24 hrs Inicial hrs Inicial hrs
Volumen
15+4 9+2 8+1 8+2 6+2* 14+8*
(1)
Movilidad
76+13 69116 20+10 45+19 47+18 76+15
(%)
Concentracion
(x10%ml) 20+5.17 20+7.93** 6.14+3.17  3.09+1.83** 6.59+2.74  2.05+0.69**

Los organismos del dia uno, tuvieron una disminucion en la cantidad de volumen de
esperma con respecto a su muestreo inicial, sin embargo, no se presentaron diferencias
significativas entre ellos (p>0.05). En el caso de los individuos del dia dos con su respectivo
muestreo inicial, los valores se mantuvieron similares. Por otra parte, los individuos del dia tres y

su inicial, mostraron un ligero aumento del volumen de semen, con diferencias significativas
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(p<0.05) entre ambos. Los volimenes iniciales no presentaron diferencias significativas (p>0.05)
entre ellos.

De acuerdo a la movilidad, el valor més alto se observé al dia tres (76+15 %) y su inicial
fue de 47+£18%, seguido del dia uno (69+16 %) con su inicial de 76+13%, mientras el valor mas
bajo se presento al dia dos (45+19 %) y su inicial de 20£10%.

La concentracion por su parte, decrecio conforme pasaron los dias del periodo
experimental. La concentracion mas alta se dio al dia uno, con 20x101°+7.93x10° cel/ml, similar a
su muestreo inicial (20x10*°+5.17x10° cel/ml); el dia dos presenté una concentracion de 3.09+1.83
x10° cel/ml pero decrecié respecto a su valor inicial. El dia tres, present6 el nimero de células mas
bajo del periodo experimental, con 2.05x10°+0.69x108 cel/ml y disminuyé con respecto a su
muestreo inicial. Solo se presentaron diferencias significativas (p<0.05), entre el dia unoy dos y

entre el diauno y tres.
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5. Discusion

El problema sobre la falta de la produccion de esperma en C. undecimalis en cautiverio se puede
atribuir a factores ambientales no presentes en esas condiciones; asi, al parecer hay factores en el
ambiente que no se pueden dar en cautiverio, por ejemplo, su migracion para reproduccién, la
presién hidrostatica y otros, que ocasiona cambios metabolicos, los cuales pueden influir en la
ausencia o presencia por ejemplo de la dopamina (Vidal et al., 2004). Por ejemplo en el Solea
senegalensis (Guzman et al., 2011) o en la Tinca tinca (Podhorec et al., 2012), se encontrd
presencia de dopamina que afecta su eje reproductivo. Aln en organismos nacidos y criados bajo
condiciones controladas, como es el caso del robalo blanco, siguen existiendo problemas
reproductivos llevandonos a pensar que uno de los factores implicados pudiera ser la dopamina,
evidenciando su accion inhibitoria, por lo que este problema no s6lo se presenta en organismos
capturados en la naturaleza para reproduccion en cautiverio (Sanchez Zamora A. comunicacion
personal). La accion de la dopamina esta presente en distintas clases de vertebrados pero en distinta
intensidad y se ha conservado ya sea en la pubertad o en la edad adulta, por lo que la presencia de
la dopamina sobre la regulacion de la ovulacion y espermiacion se ha demostrado en algunos
teledsteos (Dufour et al., 2005).

Por lo anterior, el primer experimento fue dirigido a la evaluacion de un antagonista de la
dopamina, el pimozide. Esperando que tuviera algin efecto positivo sobre la espermiacion de
machos de robalo blanco, evidenciando la presencia dopaminérgica.

En el presente trabajo, los tratamientos de T1 y T2 fueron los que presentaron un mayor

volumen esperma pero sin diferencias significativas (p>0.05) a lo largo del tiempo, similar a lo
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reportado por Rhody (2014) en el cual se mostraron ligeros aumentos en el volumen en el
tratamiento combinado comparado con GnRHa sola pero sin cambios significativos.

Asimismo, la movilidad para todos los tratamientos de la presente tesis, fueron bajos
comparados con la movilidad presentada para C. undecimalis por Rhody (2014), sin embargo
fueron similares a los reportados por Guzman et. al., (2011) para el Solea senegalensis.

La concentracion fue variable por lo que una muestra de esperma muy concentrada, no
siempre dara una alta movilidad y puede alterar la tasa de fertilizacién, por lo que, la evaluacion
de la concentracion debe estar acompafiada por la medicion del volumen total producido
(Rurangwa et al., 2004), asi que como se observa en los resultados obtenidos del presente ensayo
donde muestras con poco volumen tenian una alta concentracion de células o viceversa, como en
el caso de T3 a los 14 dias con poco volumen pero alta concentracién o el caso de T2 con volumen
mayor pero numero de células bajo. Ademas la concentracién tan alta de T3 (14 dias) al parecer
se vio afectada por la variabilidad individual de cada organismo y por el nimero pequefio de
individuos, por lo que la variabilidad fue alta.

El nimero de células reportado en estos resultados a los 14 dias en el tratamiento de T2
(8.32+1.99x10°%) y T3 (9.53+4.73x10°) fue bajo en comparacién con lo reportado por Rhody
(2014) en donde se obtuvo concentraciones de 7.52+1.74x10'° para el tratamiento con GnRHa y
9.55+3.27x10% para el tratamiento combinado a los 20 dias después de la aplicacion hormonal.

El aumento significativo en el nimero de células espermaticas en el tratamiento de T1,
podria tomarse como un posible efecto del PIM sobre accion dopaminérgica, sin embargo, Si
hubiera tal efecto, se veria reflejado también en el volumen y en la movilidad e incluso en el
tratamiento combinado, lo cual no sucedio. El efecto de la administracion de inhibidores tampoco

ha sido exitosa en algunos otros casos como el Dicentrarchus labrax (Prat et al., 2001) y en
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Bidyanus bidyanus (Levavi-Sivan et al., 2004), sin embargo, ha sido efectivo en algunas otras
especies como el Solea senegalensis (Guzman et al., 2011) mostrando la presencia de DA en el
eje reproductivo.

En el presente estudio, no se detecto la presencia de DA mediante la utilizacién de PIM en
las condiciones utilizadas, similar a lo obtenido por Rhody (2014), apoyando la idea falta de
presencia inhibitoria de dopamina en la produccién de esperma de robalo blanco. Sin embargo,
puede ser que la utilizacion de algin otro inhibidor de la dopamina como el domperidone o
metaclopramide potencie la produccién de esperma ya que el estudio realizado por Cejko et al.
(2012) muestra diferencias entre dos inhibidores de la DA en la produccion de esperma de
Leuciscus leuciscus o en Osmerus eperlanus, donde se han presentado diferencias con la
utilizacién de dos antagonistas (Krol et al., 2009), lo que tal vez pudiera funcionar también en
machos de C. undecimalis.

Con la idea de ausencia de DA en la produccion de esperma en machos de robalo blanco,
se considera entonces que la GnRHa tendria que actuar en eje reproductivo, como en el caso de
especies del género Morone (Mylonas & Zohar, 2001) por lo que en el segundo ensayo, se evaluo
el efecto de la GnRHa a periodos de tiempo cortos, para fines practicos, puesto que al momento
de realizar fertilizacién manual en el laboratorio, el esperma se necesita obtener lo méas fresco
posible para la fertilizacién de huevos.

En el experimento dos, se presentd un aumento de volumen con diferencias significativas
en el tercer dia y su inicial, sin embargo, la cantidad de esperma fue menor a 1 ml por pez, lo cual
es poco para organismos de estas tallas (3.3+0.1 kg), ya que si se compara con organismos
capturados del medio silvestre de C. undecimalis, la cantidad obtenida de esperma es mucho mayor

por ejemplo en organismos sacrificados de peso 5-6 kg la cantidad de esperma obtenida es de 20
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a 40 ml (Sanchez Zamora A. comunicacion personal) y también en el medio silvestre el esperma
se puede obtener por presion abdominal y en laboratorio no. Ademas, en un segundo experimento
realizado por Rhody (2014) en machos de robalo donde se evalu6 GnRHa pero a mayor
concentracion (100 pg/kg) que la utilizada en el presente trabajo (75ug/kg), se obtuvo un el
volumen total de 220+25 ul utilizando pellets de liberacion lenta y 205+35 ul utilizando pellets de
menor liberacion en organismos de peso promedio 2.0+1.0 kg a los 10 dias pero su volumen de
decrecio significativamente de los 0 a los 10 dias, para ambos tratamientos; aln esta cantidad de
volumen reportada, sigue alta en comparacién con lo reportado en el presente ensayo, no obstante,
con la poca cantidad de esperma obtenida, se fertilizaron huevos.

El problema con la baja calidad de esperma de reproductores de robalo, puede estar
asociada al estrés que afecta el potencial reproductivo (Schreck, 2010). De igual manera, la
alimentacion es un factor importante a tomar en cuenta, puesto que afecta la gametogénesis y
calidad de los gametos (Bobe & Labbé, 2010), por lo que, una dieta rica en vitaminas, minerales,
lipidos y acidos grasos podria mejorar (Flores-Quintana, 2002) los eventos reproductivos de C.
undecimalis.

La movilidad por su parte, fue variable, obteniendo el valor mas alto al tercer dia (76£15%)
similar con lo reportado por Rhody (2014) donde se obtuvieron valores >75% para C. undecimalis
mientras para C. pararellus se reportaron valores de 100% de movilidad en tratamientos con
GnRHa (Contreras-Garcia et al., 2011).

Se observd que la concentracion fue disminuyendo conforme pasaron los dias de
experimento teniendo que muestras de esperma con poco volumen son muy densas y contienen
gran numero de células y muestras con mucho volumen gque no son demasiado densas, contienen

bajo nimero de células espermaticas; como en el caso del dia tres en donde una muestra con poco
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volumen tenia gran nimero de células. Probablemente esto se deba a que la utilizacion de
hormonas exdgenas en algunos peces, ha mejorado el volumen de esperma como resultado de la
hidratacion de los testiculos mediante la produccion de fluido seminal que es afectado por
esteroides y el cual facilita el flujo de espermatozoides que no son liberados y las hormonas
administradas vuelven disponibles los espermatozoides pero con el tiempo disminuye la densidad
significativamente (Mylonas et al., 2017).

La concentracion mas alta obtenida por la aplicacién de GnRHa, se dio al primer dia con
20+7.93x10%° cel/ml sin embargo comparado con lo reportado por Rhody (2014) en su segundo
experimento, sigue siendo bajo, ya que su concentracion fue de 9.33+£1.27x10** a lenta entrega y
9.25+3.84x10™ a regular entrega, ademas su control también mostré disminucién con el paso del
tiempo, lo que parece indicar que puede haber una disminucion natural de la concentracion de
células. Por otra parte, concentraciones mas similares a nuestros resultados, se presentaron para el
C. paralellus con 1.02x10°a dosis de 100 pg/pez de GnRHa y de 9.79x108+ 2.43x108 a dosis de
200 pg/pez (Contreras-Garcia et al., 2011) y se observa que como bien menciona Kowalski et al.,
(2006), a pesar de presentar concentraciones similares, existen diferencias entre peces de la misma
familia e inclusive existen diferencias entre machos pertenecientes a la misma generacion, como
sucedi6 con organismos del presente ensayo.

La administracién de GnRHa se ha reportado efectiva en algunas especies como en Morone
saxatilis donde incluso después de dias de la aplicacion, los organismos producen gran cantidad
de esperma en comparacién con el control y al inicio del experimento (Mylonas & Zohar, 2001),
no obstante, hay ocasiones en que las dosis utilizadas no son suficientes, tal es el caso de Pangasius

bocourti en el cual la dosis de 30 pg/kg fue baja para el aumento en el volumen de esperma (Cacot
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et al., 2003) o una sola dosis no es suficiente para inducir la maduracion final de ovocitos, desove
0 espermiacion y se necesitan hasta dos para poder lograrlo (Zohar & Mylonas, 2001).

En otros estudios se ha mostrado que la presencia de hembras maduras pueden provocar
que los machos desoven, a causa de las feromonas liberadas pues provocan cambios en los machos.
Tal es el caso del Mugil cephalus (Aizen et al., 2005) o Osmerus eperlanus mantenidos con
hembras y en el cual los resultados fueron positivos, probablemente por las feromonas liberadas
por las hembras, concluyendo que la mezcla de sexos en organismos en cautiverio es un método
efectivo para incrementar la produccidn de esperma de esa especie (Kowalski et al., 2006), por lo
que tratamientos hormonales sobre machos en presencia de hembras maduras, podria contribuir a
la estimulacién de la produccion de esperma en machos de robalo blanco.

De acuerdo a las hipdtesis planteadas, PIM no detecto la presencia de DA en machos de
esta especie por lo que se rechaza su presencia, mientras el tratamiento con GnRHa, al parecer fue
efectivo para mejorar el volumen y movilidad a las 48 hrs y la concentracion a las 24 horas después
de la inyeccion hormonal y de acuerdo a lo sefialado por varios autores ((Mylonas & Zohar, 2001;
Vermeirssen et al., 2004), la GnRHa es la causante de la espermiacion en algunos peces.

Los resultados reportados de ambos ensayos, contribuyen en cierta manera al desarrollo de
tecnologia de cultivo para una especie con alto valor comercial en el pais. EI avance en la
reproduccion controlada del robalo blanco (Centropomus undecimalis) al coadyuvar al
conocimiento de este organismo, permite la diversificacion de especies en cultivo lo que a su vez
ayuda a que la industria sea de soporte para la actividad pesquera. Centropomus undecimalis, es
una de las muchas especies que necesita un manejo adecuado para su produccion pesquera, ademas
lograr la optimizacion de obtencidn de larvas, contribuiria a la produccion de esta especie a gran

escala que contribuyan a la seguridad alimentaria y por otra parte, puede ser utilizada como
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actividad de repoblamiento. Ademas, es una especie que se pasa gran parte de su vida cercana a la
zona costera, por lo que se ve amenazada por la pérdida de habitat.

La acuacultura como actividad, contribuye a la generacion de alimentos pero ademas
atribuye con oportunidades de empleo que proporcionan bienestar a comunidades, no obstante, su
desarrollo tiene que estar de acorde con los niveles de calidad ambiental del sitio donde se
encuentren, lo que llevaria al desarrollo de la acuacultura de manera sustentable. Para que esto
sea una realidad, la actividad primero tiene que asentarse en zonas adecuadas para su desarrollo
(considerando limites de soporte del ecosistemas), también debe haber participacion de las
comunidades en la planeacién y manejo de los recursos y finalmente debe existir un marco
regulatorio que norme las actividades econdmicas y sociales (Flores & Euan, 2004).

Actualmente existen vedas para robalo blanco y para robalo prieto pero estas son de
aproximadamente un mes y s6lo para dos estados costeros: del 15 de mayo al 30 de junio de barra
de Soto la Marina en Tamaulipas a barra de Chachalacas en Veracruz y del 1 de julio al 15 de
agosto de barra de Chachalacas a barra de Tonalé entre Veracruz y Tabasco (INAPESCA, 2013)
las cuales, se consideran insuficientes ya que sélo se protege a la especie por dos meses del total
de toda su temporada reproductiva (abril a septiembre en el Golfo de México), sin embargo, se

esta revisando la ampliacion de su veda y tallas minimas de captura.
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6. Conclusiones

En ambos ensayos, se buscé incrementar la produccion de volumen de esperma junto con
la movilidad y la concentracion, es decir, que dichas caracteristicas aumentaran de manera
similar, no obstante, no se obtuvieron los valores mas altos al mismo tiempo de muestreo,
pues el mayor volumen y la mayor movilidad no coincidieron con el dia de la mayor
concentracion espermatica, por ende, se sugiere mejorar el método.

Al no mostrar un efecto del PIM sobre el volumen, movilidad y concentracion tanto en el
tratamiento sélo como en el combinado, se concluye que no se detectd la presencia de DA
en machos de C. undecimalis con PIM en el primer ensayo.

Al evaluar tal hormona a periodos cortos después de su aplicacion, se considera que el
tiempo de muestreo mas efectivo para obtencion de volumen y movilidad altos fue a las 24
hrs mientras la mayor concentracion de células espermaticas se obtuvo las 72 hrs.

Este tipo de estudios son necesarios para poder hacer eficiente la actividad de los machos,
lo que ayudara a producir una nueva especie a nivel comercial o para conservacion, ya que

primero se necesita conocer para después realizar un manejo adecuado de especies.
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7. Recomendaciones

Evaluar el volumen de esperma en organismos silvestres de varias tallas mediante biopsias
gonédicas.

Aumentar el numero de organismos por tratamiento.

Evaluar GnRHa a méas de una dosis de administracion.

Evaluar GnRHa a menores tiempos de 24 horas.

Evaluar DOM o MET como inhibidores.

Mezclar hembras y machos ademas de la administracion hormonal.

Emplear un alimento especial para reproductores ricos en omega 3 y 6.

Intentar realizar la evaluacién de las caracteristicas espermaticas mediante el método de
analisis de esperma asistido por computadora (CASA) para hacer mas preciso las
evaluaciones espermaticas.

Evaluar la capacidad de fertilizacion de huevos a partir del esperma producido mediante

aplicacion hormonal.
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