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Resumen

Se estudiaron efectos medioambientales sobre la determinacién sexual en Litopenaeus
vannamei criando postlarvas pL-1 en tres temperaturas, bajo tres fotoperiodos, en alta
densidad y por inanicion. Ninguna de estas condiciones medioambientales e cautiverio
afectaron la determinacion sexual o el desarrollo diferencial sexual en la especie. La
revision del desarrollo del endopodito del primer par de pledpodos revelé la primera
diferenciacion sexual externa a partir del dia 50, mostrando una estructura triangular con
tres setas en las hembras, mientras que en machos se mantuvo como una estructura tubular.
Independientemente del tamafio de los individuos, la diferenciacion sexual se presentd en
juveniles desde el dia 50 hasta el 90, siempre y cuando la postlarva haya alcanzado un
desarrollo previo minimo entre los 150 mg de peso corporal y 20 mm de longitud. La
histologia y microscopia de barrido en los vasos deferentes revelaron que la glandula
androgénica (GA) es un cordén de 2 mm de largo, adherido a la region eyaculatoria
subterminal del vaso deferente distal. La GA esta compuesta por células grandes y ovaladas
que contienen citoplasma vacuolado, y cada célula tiene un nicleo prominente, de manera
similar a las GA descritas en Malacostracos; por lo anterior se asume que debe tener la
misma funcién en la diferenciacion sexual. Se realizaron bioensayos de andrectomia en
machos e implantacién de GA en hembras, que después de seis meses de observacion de
estructuras sexuales externas y en génada, no mostraron efecto aparente de reversion
sexual. Por ultimo, se obtuvo ARN total del vaso deferente-GA medio distal, proveniente
de camarones machos ablacionados unilateralmente del peddnculo ocular y no
ablacionados, seguido de una transcripcion en reversa para generar la primera sintesis de

ADN complementario. La evaluacién cualitativa de expresion de genes entre los dos grupos



de machos se llevd a cabo mediante la amplificacion de ADNc-PCR, utilizando oligos
arbitrarios de secuencia conocida y la exposicion de bandeo diferencial en gel de agarosa,
en donde no fue posible concluir que la glandula del seno controla la sintesis de ARN de la
GA. Sin embargo, los productos de PCR se utilizaran para futuras investigaciones

relacionadas con la funcion de la AG sobre la diferenciacion sexual de esta especie.
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Abstract

Environmental effects on sex determination in Litopenaeus vannamei were studied by
rearing day one postlarvae at three temperatures, under three photoperiods, at high density,
and by starving. None of the environmental conditions in captivity affected sex
determination or differential development of gender in this species. From day 50, the
development of the endopodite of the first pair of pleopods revealed the first external sexual
differentiation, showing a triangular structure with three setae in females, whereas a tubular
structure remained in males. Juvenile shrimp sex differentiation took place from days 50 to
90, independent of size, only if postlarvae reached a minimum development of 150 mg of
body weight and 20 mm of body length previously. Histology and scanning electron
microscopy of the vas deferens revealed that the androgenic gland (AG) is a single 2-mm
long cord attached in the sub terminal ejaculatory region of the distal vas deferens. The AG
is composed of large oval cells containing vacuolated cytoplasm, and each cell has a
prominent rounded nucleus, similar to the AG descriptions in Malacostracans; so it is
assume that it should have the same function in sex differentiation. Bioassays of
andrectomy on males and AG implantation on females were made, in which after six
months of observation of external sexual structures and gonad, none of them showed an
apparent sex reversal effect. Finally, total RNA was isolated from the distal region of the
middle vas deferens-AG, from unilateral eyestalk-ablation and no-ablation males, followed
by the first-strand complementary DNA synthesis by reverse transcription. Qualitative
evaluation of gene expression between the two groups of males was made by cDNA-PCR
amplification, using arbitrary primers of known sequence and differential banding display

in agarose gel, in which it was not possible to conclude that the sinus gland controls the



RNA synthesis of AG. However, PCR-products will be used for further investigations

related to the function of the AG on sex differentiation of this species.
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INTRODUCCION

En la acuicultura, el crecimiento de las especies es la caracteristica mas importante para la
rentabilidad de la industria. Sin embargo, para obtener esta rentabilidad, es necesario
conocer de la zootecnia, la fisiologia reproductiva, la resistencia a enfermedades, la
nutricion y la genética de la especie de cultivo. Existen otros rasgos cualitativos como la
presentacion del producto (color, empacado, conservado) que son importantes también
(Greglutz, 2001).

La produccion de camaron por cultivo ha alcanzado mayor importancia a nivel
mundial. La oferta y la competencia en el mercado se han incrementado; es por eso que se
necesitan avances cientificos y tecnolégicos que ayuden a optimizar el sistema productivo,
desde la domesticacion hasta la seleccion y el mejoramiento genético del organismo
(Martinez, 2002).

Uno de los aspectos mas importantes en la camaronicultura es la produccion de
postlarvas. Estas son necesarias para tener un control de calidad y tener una cantidad
suficiente para poder abastecer la demanda del sector productivo. Actualmente casi la
totalidad de las granjas del pais obtienen las postlarvas de laboratorios nacionales. Para
lograr producir exitosamente estas “semillas”, es fundamental el conocimiento de la
fisiologia reproductiva del camardn (Martinez, 2002). La reproduccion en cautiverio de
camardn comenzo desde hace mas de cuatro décadas (Almada, 1989; Browdy, 1992; Bray
y Lawrence, 1992; Benzie, 1997) y su actual tecnificacion permite el abasto constante de

postlarvas para las granjas de engorda.



Una vez que se logré tecnificar la reproduccion de camaron en cautiverio y la
metamorfosis larvaria, comenzaron a incrementarse los laboratorios de produccién de
postlarva. Sin embargo, dichos laboratorios dependian de capturar camarén silvestre para
reemplazar sus reproductores dado que después de una “vida util” los camarones
presentaban un agotamiento natural, presentando desoves y larvas con baja viabilidad
(Racotta et al., 2003). En este sentido, la camaronicultura dependia de las poblaciones
naturales para abastecerse de reproductores y es por ello que durante los 70°’s y 80’s,
muchos trabajos de investigacion se orientaron a estimar la variabilidad genética de las
poblaciones naturales de camaron. Se intentaba con estas investigaciones determinar la
variacion genética poblacional entre puntos distantes geograficamente, a través del uso de
marcadores genéticos de isoenzimas (Proctor et al., 1974; Marvin et al., 1977; Lester,
1979; Mulley y Later, 1980). Sin embargo, Lester (1983) encontr6 en cuatro especies de
camardn muy pocos polimorfismos utilizando isoenzimas. Es por eso que para monitorear
niveles de variabilidad genética fue necesario utilizar técnicas genéticas moleculares como
los marcadores RFLP’s (polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion) en genes
mitocondriales, los RAPD’s (polimorfismos de DNA amplificados al azar) y el uso de
microsatélites, que son a la fecha los més informativos. Con los microsatélites ha sido
posible estimar la diversidad genética e identificar poblaciones de Litopenaeus vannamei
Boone en el Pacifico nororiental y a su vez evaluar la heterogocidad en cultivo (Garcia et
al., 1996; Wolfus et al., 1997; Cruz et al., 2004; Valles-Jiménez et al., 2005). La
dependencia de reproductores silvestres para la reproduccion en cautiverio gradualmente se
elimind, cuando muchos productores evaluaron que el camarédn cultivado era factible de

engordarlo por mas tiempo y de ahi seleccionarlo para utilizarlo como fuente de



reproductores. En México, en 1996, el grupo de camaron del CIBNOR llevo a cabo una
preengorda intesiva en estanqueria supralitoral, seguida de una engorda a baja densidad en
estanqueria de mareas, cuyos camarones fueron seleccionadas por la empresa Acuacultores
de la Peninsula, en La Paz, B.C.S., dando la primera evidencia cuantificada de que era
posible cerrar el ciclo de camardn blanco y dar el paso a la domesticacion de esta especie
en México. Cabe mencionar que la domesticacion del camardn azul Litopenaeus stylirostris
Stimpson ya habia sido lograda 10 afios atras por el entonces denominado CICTUS de la
Universidad de Sonora (hoy DICTUS), sin embargo, esta especie fue eliminada de la
industria, debido a la presencia de infecciones de tipo viral.

El conocimiento de la variabilidad genética y su relacion con el desempefio
productivo de los camarones, fue una caracteristica que condujo al mejoramiento genético
del cultivo de camaron (Martinez, 2002). El estudio de la herencia de caracteres
cuantitativos fue importante para poder seleccionar las mejores caracteristicas (p.e.
crecimiento y sobrevivencia) formando familias puras cuidando y evaluando que la
heterocigocidad no se viera disminuida en el proceso de la mejora genética. En 1997, el
laboratorio de Genética Acuicola del CIBNOR comenzo el programa de mejora genética de
camaron blanco, cuyos resultados se pueden consultar en Pérez-Rostro e Ibarra, (2003a,b),
entre otros.

Por otro lado, durante la década de los 80’s y 90’s ya se tenia un conocimiento
avanzado en moluscos y peces en cuanto a las manipulaciones cromosémicas y su beneficio
en la acuicultura, con el enfoque de que los métodos de triploidizacion producen
organismos estériles, lo cual podria mejorar el crecimiento, ya que la energia no se dirige a

la reproduccién, sino a crecimiento somético. Es durante la década de los 90’s que se



presentan investigaciones de cariotipo y triploidizacion en camaron blanco L. vannamei
(Campos-Ramos, 1997: Dumas y Campos-Ramos, 1999). El estudio de la induccién de
triploidia, la cual era especificamente muy exitosa en moluscos en producir animales
estériles con un mayor crecimiento y una mejor presentacion del producto, se inicié en
camaron con un sentido de tipo ecoldgico, mas que de uno aplicado en la camaronicultura.
De esto se desprende que para 1991, L. vannamei ya se cultivaba en las costas de Carolina
del Sur, E.U.A., cuyas posibles escapatorias accidentales de postlarvas de este camarédn
procedente del Pacifico, podrian permitir la colonizacion de las costas del Atlantico
occidental dentro del marco de distribucion nativa de L. setiferus L., provocando con esto
competencia y exclusiéon ecolégica (Stokes et al., 1991, citado en Misamore y Browdy,
1997), lo cual, se evitaria al producir triploides estériles. Sin embargo, la induccién de
poliploides en peneidos continua a nivel experimental, como ejemplo, la triploidia (Norris
et al., 2000) y tetraploidia (Morelli, 2003). Aln se desconoce si la induccion a la triploidia
tendria como resultado un mejor crecimiento en camaron, partiendo de que este crustaceo
madura mucho después de la talla de cosecha. Actualmente L. vannamei se ha introducido
como exotico en la franja tropical de todo el mundo, por lo que el punto ecoldgico esta
fuera de contexto y habra que determinar si las manipulaciones cromosémicas en esta
especie tienen algin sentido para el beneficio de la camaronicultura.

Los cultivos monosexuales son una estrategia para incrementar la produccion en
acuicultura, partiendo de que la naturaleza consivié un mayor crecimiento a un sexo de una
determinada especie. La reversion sexual es uno de los métodos que se aplican para poder
obtener un monocultivo sexual y es ampliamente empleado en la piscicultura. En la

produccion intensiva de tilapias, con la adicion de testosterona en la etapa de cria, se



revierten hembras a machos, que presentan un mayor crecimiento y conversion alimenticia
(Penman y McAndrew, 2000). También en la produccion de la trucha, donde debido a una
importante diferencia en el momento de la maduracion sexual es mas adecuado el manejo
de las hembras (Bye y Lincon, 1986). Otro ejemplo relevante es en la cria del salmén
donde gracias a la utilizacion de poblaciones monosexuales se ha podido prescindir de la
separacion sexual manual (Hunter y Donalson, 1983; Rodriguez y Batista, 1999); por
ultimo se puede mencionar el cultivo de machos en langostinos comerciales como
Macrobrachium rosenbergii de Mann (Sagi y Cohen, 1990), y en langostinos en donde se
busca implementarse como en Procambarus clarkii Girard (Taketomi y Nishikawa, 1996) y
en la langosta de agua dulce Cherax destructor Clark (Fowler y Leonard, 1999). Mas
adelante se comentard especificamente sobre la reversion sexual de estas especies de
decapodos. Adicionalmente, la reversion sexual se ha utilizado para identificar el
mecanismo de la determinacion sexual genética en peces (Legrand et al. 1987; Devlin y
Nagahama, 2000) y crustaceos, particularmente en Macrobrachium rosenbergii (Sagi y
Cohen, 1990).

Como ya se ha comentado, el cultivo del camardn blanco del Pacifico esta muy
adelantado cientifica y tecnoldgicamente. En la actualidad, mucha de la investigacién con
esta especie esta dirigida hacia el control de enfermedades virales, la mejora genética, el
control total de la reproduccién en cautiverio y la intensificacion del cultivo, que conlleva
también la meta de evitar destruir zonas de manglares que son lugares de crianza de
juveniles, temas que afectan directamente el desarrollo de la industria y el medio ambiente.
Por otro lado, el grado de avance tecnoldgico conforma una plataforma ideal para

investigaciones sobre fisiologia y genética.



Una particularidad de los peneidos es que son gonocoricos con fertilizacion externa,
lo que significa que tienen sexos separados, con petasma en machos y télico en hembras
(Dall et al. 1990). Adicionalmente presentan dimorfismo sexual de talla y peso durante su
desarrollo.

Algunos estudios sobre la camaronicultura enfatizan el dimorfismo sexual en la talla
de las especies y las posibles ventajas para mejorar la produccion. En el camarén blanco del
Pacifico, el dimorfismo sexual comienza alrededor de los 10 g (Chow y Sandifer, 1991) y
se vuelve significativo aproximadamente a los 17 g (Pérez-Rostro et al., 1999), tamafio que
usualmente se alcanza en los cultivos de camaron listos para cosechar. EI ambiente parece
afectar el dimorfismo sexual de la talla y del peso (Pérez-Rostro e Ibarra, 2003b). El cultivo
de hembras se justifica aln més, con los resultados del programa de mejora genética, el
cual ha conseguido que en un menor tiempo de cultivo se alcancen tallas tipicas de cosecha,
lo que deja una estrategia potencial de llegar a tallas mas grandes. Cabe mencionar que el
comercio de la cola de camaron se basa en la talla de la misma y que entre mas talla tenga
el producto su valor comercial se incrementa significativamente. En el caso del camarén
café Farfantepenaeus californiensis Holmes, una de las especies mas importantes en la
pesqueria del Pacifico, Campos-Ramos et al. (1994) mostraron que después de ocho meses
de cultivo, comenzando a principios de julio para cosechar a comienzos de marzo, se
obtuvieron hembras de 18 g contra machos de 14 g. Probablemente, la diferencia en el
tamafio se debid tanto a la misma naturaleza de las hembras de crecer mas rapido, como a
un mejor crecimiento de las hembras durante las temperaturas invernales (16-20°C) en el
noroeste de México. En el caso de F. occidentalis Streets, una especie que no se utiliza en

la camaronicultura, las hembras crecen mas rapido que los machos en su medio natural



(Villegas y Vargas-Barquero, 2000). Estudios sobre las caracteristicas dimorficas sexuales
como posibles ventajas en el cultivo de camarones incluyen también a especies asiaticas
como Penaeus marsupenaeus japonicus Bate (Nakamura et al., 1992; Anénimo 1999; Li et
al., 2003a), P. monodon Fabricius (Lumare et al., 1998; Hansford y Hewitt, 1994), la
especie hindd P. indicus H. Milne-Edwards (Mohan y Siddeek, 1995), y Fenneropenaeus

chinensis Kishinouye (Yin et al., 1986; Li y Xiang, 1997; Li et al., 2003b).

Mecanismos de determinacion sexual

Cromosomas sexuales

Los mecanismos de determinacion sexual primaria controlan si un individuo se desarrolla
en macho o en hembra, presentando testiculos u ovarios respectivamente (Bull, 1983).
Usualmente, la determinacion sexual primaria en vertebrados se refiere a genes que se
alojan en los cromosomas sexuales (Solari, 1994). En la regién diferenciada del par
gonosomal en el sexo heterogamético no se lleva a cabo la recombinacién meidtica. Al
mismo tiempo, en el sexo homogamético de la misma especie, no se restringe la
recombinacion. De esta manera, se establece una diferencia dicotémica entre el gonosoma
que encuentra su pareja y es libre de recombinarse en el sexo homogamético (cromosoma X
0 Z) y del gonosoma que tiene una restriccion de recombinacion en el sexo heterogamético,

y que se transmite exclusivamente a través de este sexo (cromosoma Y o W) (Solari, 1994).



Mecanismos de determinacién sexual cromosdmica en crustaceos

De acuerdo a Ginsburger-Vogel y Charniaux-Cotton (1982), la determinacién sexual en
crustaceos es un sistema genético responsable de la expresion de los genes que controlan la
morfogénesis sexual que da lugar a un macho o una hembra. Legrand et al. (1987)
comparten la idea de que la base de la determinacion sexual es genética, sin embargo
afiaden que algunos factores epigenéticos (medioambientales y citoplasméticos) pudieran
influir fuertemente en el proceso.

Segin Ohno (1979), en la revision de Ginsburger-Vogel y Charniaux-Cotton
(1982), los genes que determinan el sexo se localizan en un par de cromosomas sexuales
que pudieran ser homomorficos o heteromorficos. Estos pares de cromosomas son XX en la
hembra y XY en el macho cuando éste es el sexo heterogamético. Cuando la hembra es el
sexo heterogamético, su par de cromosomas sexuales se le denomina ZW, y en macho ZZ.
En la mayoria de los crustaceos se observa un sistema heterogamético XX/XY o WZ/ZZ,
aungue en algunas otras especies parece existir un sistema poligenético.

Estudios de Niiyama (1959) sobre cariotipos en decapodos e isopodos, muestran
que existen heterocromosomas en ocho especies de un total de veintiséis decapodos
estudiados, y una de seis isdpodos; en cambio de diez especies de decapodos estudiadas por
Vishnoi (1972), en ninguna se presentaron heterocromosomas sexuales (Ginsburger-Vogel
y Charniaux-Cotton 1982). En peneidos no se han reportado cromosomas sexuales.

Legrand et al. (1987) reportaron la cruza de dos subespecies de ispodos, una de las
cuales tenia un mecanismo XX/XY vy la otra WZ/ZZ. Ellos demostraron que algunos genes

“mayores” estan asociados a la determinacion sexual (X/Y, W/Z), pero que estos efectos



fueron modificados por un numero indeterminado de genes “menores” en otros
cromosomas (autosomas). Los autores concluyen que en algunos crustaceos, los
cromosomas sexuales son heterogaméticos, y constituyen la informacién genética de la
determinacion sexual primaria. Sin embargo, esto no excluye que existan otros genes en

autosomas que influyan en el proceso.

Manipulacion cromosomica, hibridacion y genética molecular, en relacién a los

mecanismos de determinacion sexual en peneidos

Las técnicas de manipulacion cromosomica incluyen la induccion de triploidia después de
la retencion del segundo cuerpo polar, por medio de impactos (shocks) térmicos (frios y
calientes), presién, quimicos, y la ginogénesis meiotica, la cual, es esencialmente el mismo
proceso que la triploidia, pero desintegrando previamente el DNA del genoma,
comUnmente con radiacion UV (Purdom, 1983; Thorgaard y Allen, 1987; Felip et al.,
2001). La ginogénesis es una herramienta para clarificar el sistema de determinacion sexual
en especies gonocoricas y para producir una progenie monosexual. También es util para
obtener tasas de recombinacion y determinar la posicion de los genes sexuales en el
cromosoma sexual (Peruzzi et al., 2003; Campos-Ramos et al., 2003).

El proceso de ginogenesis ha sido efectuado solamente en el camardn de télico
cerrado F. chinensis (Dai et al., 1993; Cai et al., 1995). Estos trabajos demuestran la
factibilidad de realizar ginogénesis en camarones marinos. La progenie monosexual de
hembras meioginogenéticas, sugiere que la hembra es heterogamética (XX) en F. chinensis.

Ningln camaron de télico abierto ha sido sujeto experimental a este proceso.
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Los fines de la induccion de triploidia en organismos acuaticos son el de crear
esterilidad y obtener un mejor crecimiento de las especies en cultivo. La induccion de
triploidia debe resultar en una proporcion sexual de 1:1; es decir, XXX (hembra) y XXY
(macho). En este sentido la triploidia no es un factor a evaluar para la determinacion sexual
de una especie. Sin embargo, existe un reporte en F. chinensis en donde la induccién de
triploidia desvio la proporcion sexual hacia hembras en 4 a 1 (Li et al., 2003a), lo cual
requiere de mas investigacion.

Benzie et al. (2001) produjeron experimentos hibridos con hembras de Penaeus
monodon y machos de P. esculentus Haswell por medio de inseminacion artificial,
encontrando una proporcion sexual desviada hacia los machos, lo que sugiere que las
hembras son el sexo heterogamético (WZ) en estas especies.

Existen solo dos reportes en donde larvas zoeas y mysis y postlarvas (pl1 a pl70) de
P. penicillatus Alcock (Zhongging, 1990) y L. vannamei (Gonzéalez-Gémez, 2001) se
sometieron a tratamientos hormonales orales y por inmersion con 17 beta estradiol, con la
finalidad de revertir machos a hembras. Sin embargo esta hormona no desvié la proporcion
sexual en estas especies.

Por altimo, cabe mencionar la investigacion de Li et al. (2003b), en donde utilizaron
marcadores moleculares de polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados
(AFLP’s) para crear un mapa de ligamiento en P. japonicus, y encontraron genes ligados al
sexo en el mapa materno, sugiriendo que la hembra es el sexo heterogamético (WZ) en esta

especie de camaron.
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Mecanismos de determinacién sexual medioambiental en crustaceos

Después de la fertilizacion, se determina el sexo, y se considera que la expresion sexual
pudiera tener un componente medioambiental que decide que genes activar para que el
organismo sea hembra o macho (Korpelainen, 1990). Legrand et al. (1987) proponen que
existen dos tipos de factores medioambientales, los bi6ticos y los abi6ticos. Dentro de los
abioticos describe la influencia de la temperatura en algunas especies de copépodos.
También menciona la influencia del fotoperiodo en el anfipodo Gammarus duebeni
Liljeborg. Ademas en especies partenogenéticas influyen varios factores medioambientales
al mismo tiempo, entre ellos, hambruna, baja concentracion de oxigeno en el agua, la
sobrepoblacién (como un factor bidtico) y bajas y altas temperaturas (Korpelainen, 1990).
Los efectos de los factores medioambientales, segin Ginsburger-Vogel y
Charniaux-Cotton (1982), se pueden visualizar por medio de desviaciones en el radio
sexual en la progenie de hembras aisladas o en muestras tomadas de poblaciones naturales.
Sin embargo, no se puede conocer si estos factores actian a nivel de los genes que
determina el sexo, o0 a nivel de mecanismos fisiol6gicos y genéticos que controlan la
diferenciacion sexual. A la fecha, no se ha reportado ninguna determinacion sexual

medioambiental en peneidos.

Mecanismos de determinacién sexual medioambiental-parasitica en decapodos

El fendbmeno conocido como castracion parasitica involucra la capacidad de un parésito de

castrar las gonadas de un decapodo ocasionando una reversion sexual “bidtico-
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medioambiental”, en el sentido de que depende de la presencia e invasion del parasito en el
huésped. Seguln la revision de Ginsburger-Vogel y Charniaux-Cotton (1982), Girad (1887,
1888) descubrié que las caracteristicas sexuales secundarias de cangrejos machos
parasitados por Sacculina spp., se aproximaban a las caracteristicas de las hembras. Su
punto de vista era que el parésito siempre atrofiaba las gonadas, y a consecuencia de estos,
feminizaba al hospedero. Después, se realizaron un gran nimero de observaciones en la
castracion parasitica de decapodos parasitados por el cirripedo Rhizocephala spp., y el
is6podo Epicaridea spp., como los de Reinhard (1956) y Hortnoll (1967). Estos autores
observaron que los testiculos con cierto grado de atrdéfia contenian oocitos, como por
ejemplo en el cangrejo Pachygrapsus marmoratus Fabricius, y en casos excepcionales, las
gonadas del macho tenian una regresién a ovarios. Mas informacién sobre este tipo de

reversion sexual parasitica se puede consultar en Legrand et al. (1987).

Diferenciacién sexual en los Malacostraca

La clase Malacostraca es el grupo méas grande dentro de los crustaceos, contiene dos tercios
de sus especies, dentro de las cuales estan las cochinillas, camarones, langostas y cangrejos.
La diferenciacion sexual tanto interna como externa en un malacostraco juvenil, ocurre
después de su vida larval, por un lado se presenta la diferenciacion interna,
independientemente de la diferenciacion externa que ocurre a través de una fase de ciclos
de muda. Externamente se observa que a medida que el organismo cruza esta fase de mudas
continuas, se van definiendo en orden las caracteristicas masculinas o femeninas

(Ginsburger-Vogel y Charniaux-Cotton, 1982; Charniaux-Cotton y Payen, 1985). Por
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ejemplo, en el caso de P. japonicus, el crustaceo se encuentra sin diferenciar internamente
al menos hasta el sexto dia como postlarva. Subsecuentemente, la diferenciacion interna
ocurre con la formacion de los conductos deferentes del macho, mientras que la
diferenciacion externa ocurre a partir del dia 55 como postlarva (Charniaux-Cotton y

Payen, 1985; Nakamura et al., 1992).

La glandula androgénica en los Malacostraca

Una caracteristica que hace mas complejo entender la determinacion y diferenciacion en
malacostracos es la presencia de la glandula androgénica (GA). Los malacostracos son el
grupo de invertebrados en el cual se demostrd la existencia de un péptido sexual en el
anfipodo Orchestia gammarella Pallas, en un trabajo de Charniaux-Cotton (1954), en el
cual se realizé la ovarioctomia de las hembras y la andrectomia en los machos en donde se
descubrio la glandula androgénica. Esta glandula se localiza fuera de los testiculos, la cual
no solo induce las caracteristicas sexuales secundarias sino también a la diferenciacion
testicular. La confirmacion de la funcidon de esta hormona fue la implantacion de la
glandula a hembras inmaduras, que se revertieron a machos (Charniaux-Cotton, 1953,1954,
y 1960; Charniaux-Cotton y Payen, 1957).

Existe una enorme polémica en cuanto a esta glandula. Se considera que la glandula
androgénica es el mecanismo tanto de determinacién como de diferenciacion sexual en
malacostracos. De acuerdo a Suzuki (1999), la glandula androgénica en el is6podo
Armadillium vulgare Latreile, secreta una hormona la cual es factor de reversion sexual y

no de determinacion sexual.
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Se ha utilizado la implantacién de la glandula androgénica en hembras sexualmente
indiferenciadas de Macrobrachium para masculinizarlas (neomachos) y que sean
reproductivamente competentes (Nagamine et al. 1980a,b; Sagi y Cohen, 1990). También
se han revertido machos a hembras a través de la extirpacion de la glandula androgénica
creando neohembras, para después cruzarlas con machos normales. La presencia de solo
machos en la progenie de la cruza de neomachos con hembras normales sugiere que el sexo
femenino es el heterogamético (WZ) en esta especie. Sin embargo, este resultado no puede
ser extrapolado a todos los decapodos ya que los mecanismos de determinacion sexual
pueden variar considerablemente dentro de los diferentes grupos de crustaceos (Benzie,
1998).

Se encontr6 que los efectos de la andrectomia en Macrobrachium rosenbergii (Sagi
y Cohen, 1990) son dependientes al tiempo en que se realiza la manipulacion quirdrgica.
Mientras que el langostino se vuelve mas juvenil y mas desarrollado, disminuyen los
efectos de la andrectomia en el desarrollo de las caracteristicas sexuales primarias y
secundarias. En la mayoria de los casos, la andrectomia reduce el desarrollo de las tenazas
y causa la desaparicion de los apéndices del macho, la deterioracién del sistema reproductor
y la reduccion de la tasa del crecimiento somatico (Sagi y Cohen, 1990).

Entre otras especies estudiadas de decédpodos se encuentran Procambarus clarkii
(Taketomi y Nishikawa, 1996), Cherax destructor (Fowler y Leonard, 1999), y Cherax

quadricarinatus von Martens (Khalaila et al., 2001; Barki et al., 2003).



-15-

La hormona de la glandula androgénica

Se ha podido purificar y secuenciar la hormona de la glandula androgénica de Armadillium
vulgare y se determin6 que es una proteina que contiene dos cadenas peptidicas. Cuando
se inyecta a una hembra inmadura, la hormona revierte a la hembra a un macho funcional
que desarrolla testiculos con una neo-glandula androgénica (Martin et al., 1999; Okuno et
al., 1999; Juchault, 1999). En la revision de Sagi y Aflalo (2005), muestran que se han
hecho trabajos en los que se inyectan extractos de glandula androgénica del cangrejo
Procambarus clarkii las cuales modifican las caracteristicas sexuales externas del macho
(Taketomi et al., 1996). También muestran que inyecciones de extracto de glandula
androgénica a hembras juveniles Cherax destructor llegan a desarrollar las aberturas
genitales del macho (Flower y Leonard, 1999).

En las especies de decapodos, no se ha purificado la hormona de la glandula
androgénica, pero basados en caracteristicas histologicas de la glandula en Procambarus
clarkii pudiera ser una hormona peptidica. El reticulo endoplasmico rugoso se desarrolla en
el citoplasma de las células de la glandula androgénica cuando comienza la actividad
reproductiva del macho (Taketomi, 1986; Taketomi et al., 1996). Esta caracteristica ultra
estructural pudiera ser una marcador utilizable para la actividad secretora de la glandula
androgénica de los decapodos (Okumura et al., 2005).

Segun Khalaila et al. (2001) y Okumura (2004) la ablacién del tallo ocular causa
hipertrofia en la glandula androgénica, indicando que una hormona producida por la
glandula sinoideal que se encuentra en el tallo ocular, controla e inhibe a la secrecion de la

glandula. Esto se confirma en Cherax quadricarinatus ya que observaron un incremento en
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la sintesis de ARN en la glandula androgénica, asi como también en el tamafio y peso de la

misma, después de haber ablacionado el tallo ocular (Figura 1).

SISTEMA X-ORGANO-
NERVIOSO GLANDULA DEL
CENTRAL SENO
2o
2z R » HOM

GLANDULA
ANDROGENICA

ORGANO DE LA
MANDIBULA

\4

CARACTERISTICAS SEXUALES PRIMARIAS Y
SECUNDARIAS. (GONADAS, APENDICES,
COMPORTAMIENTC, ETC.D

Figura 1. Esquema del control enddcrino de la reproduccion del macho en camardén

(Tomado de Okumura, 2004). HIOM: hormona inhibidora del érgano mandibular; HA:

hormona de la glandula androgénica; MF: metil farnesoato.
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Aparato reproductor masculino

De acuerdo a L. Chin et al., 1982 (citado en: Charniaux-Cotton y Payen, 1985), Bell y
Lighner (1988), Treece y Yates (1988), y a Dall et al., (1990), el aparato reproductor
masculino en peneidos consiste en un par de testiculos, cada uno con seis l6bulos laterales
localizados en la regién cardiaca, dorsalmente al hepatopancreas (Figura 2). Los vasos
deferentes se prolongan dorsalmente desde el extremo de cada uno de los dos l6bulos
testiculares y contintan lateralmente en una direccion dorso-ventral hasta llegar a las
aberturas ventrales en el exterior (Treece y Yates 1988; Dall et al., 1990). Cada vaso
deferente presenta una porcion proximal corta y estrecha, que empieza a ensancharse
formando los vasos deferentes medios, los cuales se pliegan a la mitad de su longitud
formando una “U” (Treece y Yates 1988), también llamado vaso deferente “herradura”
(Charniaux-Cotton y Payen, 1985; Dall et al., 1990). La parte distal del vaso deferente
medio se estrecha nuevamente formando un tubo continuo y agudo llamado vaso deferente
distal, el cual llega hasta el ampula terminal (Treece y Yates 1988; Dall et al., 1990). Como
se muestra en la figura 3, segun Charniaux-Cotton y Payen (1985), la glandula androgénica
en decapodos se adhiere a la region sub-terminal eyaculatoria de los vasos deferentes. Esto
quiere decir que la glandula androgenica en peneidos se encuentra en la parte distal de cada
uno de los vasos deferentes medios eyaculatorios, en donde se empiezan a estrechar, antes

de que comiencen los vasos deferentes distales.
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Figura 2. Aparato reproductor masculino: (T) Testiculos; (VD) Vasos deferentes; (AT)

Ampula terminal (Tomado de Treece y Yates, 1988).

Figura 3. Aparato reproductor masculino: (T) Testiculos; (VDP) Vasos deferentes
posteriores; (VDM) Vasos deferentes medios; (VDD) Vasos deferentes distales; (AT)

Ampula terminal (Modificada de Treece y Yates, 1988).
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JUSTIFICACION

El conocimiento de la determinacién y diferenciacion del sexo en peneidos es
practicamente inexistente. Su implicacion tanto en investigacion basica asi como su
aplicacion en el caso de camarones cultivados (cultivo monosexual) ha sido mencionado en
Congresos Internacionales y foros, sin embargo, muy poco se ha investigado en este
campo. En 1989, Malecha y Hedgecock enfatizaron en que las hembras crecen més rapido
que los machos en los langostinos de agua dulce y camarones marinos comerciales, y
también en la potencialidad de la fertilizacion externa para manipulacion cromosémica,
domesticacion y crianza del camar6n marino.

El cultivo de camardn blanco tiende a intensificarse y a obtener mejores tallas de
cosecha a través de programas de mejora genética, lo que implicaria que el cultivo
monosexual de hembras podria ser una estrategia para obtener una mayor calidad del
producto. Sin embargo, la determinacion del sexo y la reversion sexual en peneidos se ha

estudiado en muy pocas especies y con poca profundidad en la investigacion.
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ANTECEDENTES

Como ya se ha presentado en la introduccion, existe una gran complejidad en cuanto a la
determinacion y diferenciacion sexual en malacostracos. Por un lado, existe una
determinacién sexual primaria cromosomica, con especies que presentan tanto sistemas
XXIXY y WzZ/ZZ, aunado a la posible presencia genes en autosomas que pueden influir en
la determinacidon del sexo. Dentro de esta determinacion sexual, muchas especies presentan
también determinacion sexual medioambiental, la cual puede anular la deteminacién sexual
primaria. En este punto, se encontré como antecedente Unico que Pérez Farfante y
Robertson (1992) encontraron dos hermafroditas de L. vannamei dentro de la cuarta
generacion de un cultivo de camar6n en una granja camaronera en Venezuela, sugiriendo
que el hermafroditismo observado se debié posiblemente a las condiciones del cultivo en
cautiverio.

Es bien sabido que la temperatura modula el crecimiento en los camarones. Para
trabajos futuros en determinacion y diferenciacion sexual de camardn, se necesitard
determinar el sexo en etapas juveniles tempranas. Las caracteristicas sexuales secundarias
en los camarones juveniles se van adquiriendo a través de las mudas, hasta que se forman
los caracteres sexuales externos y la diferenciacion de la génada en ovario o testiculo. La
forma maés fécil para definir el sexo de un camar6n es determinando la presencia o ausencia
de la modificacién del endopodito, el petasma masculino, en el primer par de pledpodos
que se desarrolla desde las primeras etapas juveniles (postlarva). Sin embargo, para poder

observar esto, el camarédn debe ser sexado después de por lo menos cuatro meses (Pérez-
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Rostro & Ibarra 2003a). Se desconoce si la diferenciacion sexual en camaron es
dependiente del tamafio o de la edad.

No existe informacion de cuando (tamafio o edad) y de como sexar poslarvas
juveniles de L. vannamei. El Gnico antecedente al respecto es el reportado por Charniaux-
Cotton y Payen (1985), en donde mencionan un dimorfismo en el protopodito del primer
par de pledpodos, y el de Nakamura et al. (1992) en donde menciona que la diferenciacion
externa ocurre a partir del dia 55 como postlarva, bajo la observacion de un dimorfismo en
tamafio del endopodito del primer par de ple6podos, ambos trabajos realizados en P.
japonicus.

Posiblemente la complejidad en la determinacion sexual y diferenciacién sexual en
crustaceos y en particular en los malacostracos (isépodos, anfipodos y decapodos) en donde
se presenta la glandula androgénica, la cual define el sexo de los individuos a macho, ha
dado pauta a tan pocos estudios en peneidos. Payen (citado en Charniaux-Cotton y Payen,
1985) mostrd las primeras imagenes de la glandula androgénica en un peneido marino
Penaeus kerathurus Forskal. Siete afios después, Nakamura et al. (1992) estudiaron la
organogénesis de las gonadas y de la glandula androgénica en el camarén kuruma P.
japonicus. Estos autores describieron a la glandula androgénica como una masa celular en
la superficie distal de la pared del bulbo eyaculador. Los trabajos de Payen y Nakamura,
coinciden en la localizacion de la glandula androgénica en peneidos. Estas observaciones
coinciden también con la localizacion de la glandula androgénica en F. chinenesis
encontrada por Liy Li (1993), y subsecuentemente por Li y Xiang (1997). También existe
un reporte en L. vannamei y L. stylirostris, en donde se menciona que la glandula

androgénica se encuentra en la parte proximal del amplula terminal y se continda al vaso
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deferente distal (Alfaro, 1994), descripcion que no coincide con las anteriores. Desde
entonces, no hay mas reportes de la presencia de la glandula androgénica en alguna otra
especie de peneido. Es decir, solamente en cinco especies de camarones comerciales se ha
observado esta glandula.

En la introduccion ya se describieron los efectos de reversion sexual en la
andrectomia en machos y de la implantacion de la glandula androgénica en hembras en
anfipodos, isépodos y decapodos de agua dulce. Sobre este tema sélo existe un ensayo
preliminar de andrectomia en F chinensis (Li y Xiang, 1997), en donde sélo fue posible
observar una falta de desarrollo estructural en el petasma.

Solamente se encuentran tres secuencias nucleotidas de la hormona peptidica de
la glandula androgénica en tres especies de is6podos y una reciente en una langosta de agua
dulce (Gene Bank). La secuencia comparada entre dos de los isdpodos mas estudiados, no
estd conservada ya que difieren en cerca de un 30 % y dichas secuencias son
completamente distintas a la del decapodo. Es de esperarse que las secuencias de la GA
haya evolucionado y transformado distintamente en los diferentes taxones de malacostracos
y que las secuencias sean muy distintas entre si. La Unica secuencia en la langosta de agua
dulce posiblemente esté muy lejana a la de los peneidos, en donde no existe nada
publicado. Es decir, no hay trabajos en que hayan intentado caracterizar esta hormona en
algln otro malacostraco, a partir del analisis de ARN, o del perfil de aminoacidos de dicha
glandula. Como ya se ha mencionado anteriormente, la ablacion del tallo ocular en
langostinos causa hipertrofia en la glandula androgénica, indicando que la glandula
sinoideal controla e inhibe la secrecion de la glandula. No existe ningun antecedente sobre

ésto en peneidos.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

1) “Los factores medioambientales cominmente utilizados durante la pre-engorda no

afectan la proporcion de sexos en camarén blanco”.

2) “La diferenciacion externa del camardn blanco es dependiente del tamafio del individuo

y no de la edad (dias como postlarva) del mismo”

3) “La diferenciacion sexual externa en camardn blanco debe de ocurrir durante el segundo
mes como postlarva, sobre la base del dimorfismo sexual de estructuras reproductivas de la

especie”

4) “La glandula androgeénica se debe de encontrar en la parte distal de los vasos deferentes

medios eyaculatores de machos de camarén blanco”

5) “La glandula androgénica no tiene un efecto de reversién sexual en camarén blanco pre-
adulto, ya sea por andrectomia en machos o implantacion muscular de una glandula

androgénica en hembras”.

6) “La expresion de genes en el tejido correspondiente al vaso deferente-glandula
androgénica es diferente entre machos ablacionados y no ablacionados, por lo que la
glandula del seno debe de ejercer un control sobre la expresion de la glandula

androgénica”.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Realizar estudios de determinacion medioambiental en cautiverio y diferenciacion

sexual en el camardn blanco del Pacifico L.vannamei e identificar y analizar el papel de

la glandula androgenica en la diferenciacion sexual de esta especie.

Objetivos particulares:

1) Evaluar la temperatura, fotoperiodo, alta densidad e inanicion como factores

medioambientales en cautiverio que influyan en la determinacion sexual del camardn

blanco.

2) Describir el proceso morfoldgico de la diferenciacion sexual externa a través de la

identificacion y desarrollo de las estructuras reproductivas, utilizando tres temperaturas.

3) Determinar si la diferenciacion sexual en camaron es dependiente del tamafio o de la

edad del individuo.

4) Determinar cudndo y cdmo es posible sexar una postlarva de camarén blanco.
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5) Localizar e identificar la glandula androgeénica en esta especie por técnicas de histologia

y por microscopia electronica de barrido.

6) Analizar el efecto de la andrectomia en machos sobre las estructuras reproductivas

externas y el testiculo.

7) Analizar el efecto de la implantacion muscular de un conducto deferente en hembras

sobre las estructuras reproductivas externas y el ovario.

8) Analizar cualitativamente la expresion de genes provenientes del conducto deferente-

glandula androgénica entre machos ablacionados y no ablacionados.
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MATERIALES Y METODOS

Camarones experimentales

La postlarva 1 (pl-1) fue donada por el laboratorio de Genética Acuicola del CIBNOR. Los
camarones de tamario de cosecha (peso corporal: 15-18g), se obtuvieron de los estanques de

mareas en las instalaciones del CIBNOR.

Condiciones generales de crianza y régimen alimenticio

Los camarones fueron criados en agua de mar filtrada con una salinidad de entre 34-38 ups,
manteniendo la temperatura del agua entre 27 y 28°C con calentadores sumergibles de
300W dentro de tanques rectangulares de 300L y ovalados de 1000L, provistos con
aeracion, y con un recambio de agua del 50%, hecho tres veces por semana.

A excepcion del ensayo de inanicion, la alimentacion de las postlarvas, de pl-1 hasta
pl-20 consisti6 de nauplios de Artemia franciscana Kellogg y microencapsulado comercial
(250-500um), después se fue sustituyendo por artemia adulta, viva o congelada, y el
microencapsulado se cambi6 por hojuelas de artemia y por alimento peletizado comercial

triturado.
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Determinacion sexual medioambiental

Efecto de la temperatura sobre la proporcion de sexos

El ensayo se llevo a cabo con tres repeticiones por cada temperatura, desde pl-1 hasta pl-90
(90 dias). Se utilizaron dos temperaturas: 27 + 1°C (control) y 32 + 1°C, las cuales se
mantuvieron utilizando calentadores sumergibles de 300W. Las postlarvas se aclimataron a
la temperatura alta durante dos dias. Se utilizaron tinas rectangulares de 300L con una
densidad de 250 postlarvas en cada unidad experimental. También se evalu6é una tercera
temperatura de 18 + 0.5°C, la cual se realiz6 en un cuarto cerrado con temperatura
controlada por aire acondicionado automatico. En este caso, alrededor de 1200 postlarvas
se aclimataron a la temperatura baja durante dos dias y se criaron por 60 dias en una tina
ovalada de 1000L de capacidad. Dado que los camarones no crecieron y que la
supervivencia fue del 25%, después de 60 dias, los camarones que sobrevivieron se
separaron al azar en tres tinas rectangulares y la temperatura se increment6 a 27 £ 0.5°C en

el transcurso de una semana hasta observar el proceso de la diferenciacion sexual.

Efecto del fotoperiodo en la proporcion de sexos

Los efectos de luz continua, sombreado y oscuridad sobre la proporcion de sexos se
evaluaron después de criar postlarva por triplicado durante dos meses a una temperatura de
27 + 0.5°C. Tres tinas rectangulares de 300L se acondicionaron con dos lamparas

fluorescentes de 40W en la parte superior de las mismas, para proveer a los camarones de
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luz artificial continua (considerado como control). Tres tinas cubiertas con doble malla
mosquitera proveyeron a los camarones un sombreado continuo, y tres tinas adentro de un
cuarto oscuro o cubiertas con un plastico negro, proveyeron a los camarones de oscuridad

continua. Se mantuvo una densidad de alrededor de 70 camarones por cada repeticion.

Efecto de alta densidad en la proporcion de sexos

Se criaron alrededor de 3000 pl-1 en un tanque de concreto de 500L por dos meses a una
temperatura de 27 £ 0.5°C. En este ensayo no se utilizaron repeticones. La temperatura de
27 = 0.5°C mencionado en el primer ensayo medioambiental de temperatura, se utilizd

como el control experimental ya que los camarones provinieron de la misma muestra.

Efecto de la hambruna en la proporcion de sexos

Aproximadamente 2000 pl-1 se dejaron de alimentar por 7 dias en un tanque de 1000L a
una temperatura de 27 + 0.5°C. El efecto se evalud después de criar a los camarones que
sobrevivieron durante dos meses. En este ensayo no se utilizaron repeticones. La
temperatura de 27 * 0.5°C mencionado en el primer ensayo medioambiental de
temperatura, se utilizé como el control experimental ya que los camarones provinieron de la

misma muestra.
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Sexado de camaron

El sexo de los camarones después de los tratamientos de fotoperiodo, alta densidad y
hambruna se determind utilizando el método encontrado durante la diferenciacion sexual de

temperatura (ver Resultados).

Analisis estadistico

La proporcion de sexos de cada ensayo se evalud utilizando la prueba Chi-cuadrada. Para

justificar los datos entre las repeticiones de cada tratamiento medioambiental, se utilizé una

prueba de Chi-cuadrada total (heterogeneidad) (Zar, 1996).

Evaluacion de crecimiento en las tres temperaturas experimentales

Los pesos y longitudes individuales de los camarones de cada repeticion (n = 30) de las tres

temperaturas probadas se registraron cada 15 dias utilizando una balanza digital y una regla

en milimetros respectivamente.

Diferenciacion sexual externa a tres temperaturas

A partir de pl-10, tres camarones al azar se sacrificaron cada dia, de cada repeticion,

provenientes de cada tratamiento de temperatura. Cada camarén fue analizado

individualmente para observar las siguientes estructuras sexuales: a) el desarrollo del
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endopodito mediante el corte del primer par de pledpodos, b) el desarrollo del apéndice
masculino mediante el corte del segundo par de pledpodos, c) el desarrollo de las aberturas
genitales del macho localizadas en la region media de la coxa del quinto par de
pereidpodos, y d) el par de cufias filosas y oblicuas que se encuentran en la parte anterior
del esternito XIV en el télico de la hembra. Estas estructuras se pueden consultar en Pérez

Farfante (1988), Treece y Yates (1988), y Dall et al. (1990).

Observacion de génadas

Para confirmar que la identificacion morfoldgica temprana del sexo debe de concordar con
la diferenciacion sexual de la gonada, se seleccionaron 6 hembras y 6 machos al azar de
cada temperatura, que fueron previamente sexados al dia 60. Se separaron por sexo y se
criaron por 4 meses mas a 27 + 1°C. Los camarones se fijaron en solucién de Davidson por
24 horas, para después colocarlos en etanol al 70% hasta procesarlos a través de la técnica

histolégica de hematoxilina y eosina (Bell y Lightner, 1988).

Morfologia del endopodito

Adicionalmente, se comparé el endopodito sexual del primer par de pledépodos en hembra 'y

macho de camarones sexados al dia 55, con la morfologia del endopodito de 100 camarones

pre-adultos entre 15y 18 g de peso.
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Descripcion de la glandula androgénica en L. vannamei con base en histologia y en

microscopia electronica de barrido

Se disectaron ambos vasos deferentes de 6 machos pre-adultos (15-18 g) en donde en cada
vaso esta adherida la glandula androgénica. Este procedimiento fue hecho inicialmente
presionando suavemente con el dedo la coxa del primer periépodo hasta que sali6 el
espermatdforo del gonoporo del macho. Posteriormente, se tomo el ampula terminal con
unas pinzas de diseccion y se jalé cuidadosamente para sacar el vaso deferente distal y la
mitad del vaso deferente medio (la mitad del la estructura “herradura”). Se fijaron 6 vasos
deferentes en formalina al 4% para después procesarlos en la técnica histoldgica de
hematoxilina y eosina (Bell y Lightner, 1988). Los otros 6 vasos deferentes se utilizaron
para microscopia electrénica de barrido los cuales fueron fijados en glutaraldehido al 2.5%
en buffer cacoldilato de sodio pH 7.0 por 24 horas a 4°C, seguido de dos lavados con el
buffer de cacoldilato de sodio por 30 minutos cada uno, para después deshidratarlos con

etanol.

Efecto de la ablacién de la glandula androgénica sobre la morfologia sexual externa y en

testiculo

Se andrectomizaron bilateralmente 12 machos (15-18g) y se colocaron en tanques
rectangulares de 40L, llenados con agua marina filtrada y aireada, a una temperatura de 24-
25°C. A lo largo de 6 meses, los individuos se observaron cada mes con el objeto de

observar modificaciones de las estructuras reproductoras externas: petasma, apéndice
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masculino y gonoporos, asi como definir alguna presencia de télico de hembra. Al término
de este tiempo, 6 camarones al azar se procesaron histolégicamente para la observacion de

gonadas.

Efecto de la implantacion muscular de un conducto deferente sobre la morfologia sexual

externay en ovario

Se implantaron individualmente 12 hembras (15-18g), cada una con un conducto deferente
conteniendo la glandula androgénica y manteniéndolas de forma similar que los machos. A
cada hembra, se le hizo una incision en un lado del primer segmento abdominal, con una
longitud aproximada de 5mm y con 5mm de profundidad. Se les insert6 un vaso deferente
fresco (sin la &mpula terminal) en la incision abdominal, e inmediatamente se les coloco un
pedazo de papel mojado con pegamento comercial de cianocrilato. Se reintegraron las
hembras a los tanques, y el papel se despegd dos dias después, permitiéndo la cicatrizacion
de la herida. Después de varios dias se pudo observar el conducto deferente dentro del
segmento abdominal, colocando la hembra en contra de la luz. A lo largo de 6 meses, los
individuos se observaron cada mes con el objeto de observar modificaciones de las
estructuras reproductoras externas: endopodito y télico, asi como definir alguna presencia
de petasma, apéndice masculino y gonoporos de macho. Al término de este tiempo, 6

camarones al azar se procesaron histolégicamente para la observacion de génadas.
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Analisis cualitativo de la expresion de genes entre machos ablacionados y no ablacionados

Extraccion y aislamiento de ARN proveniente de conductos deferentes-glandula

androgénica

Después de 30 dias subsecuentes a la ablacion de camarones, se sacrificaron dos camarones
ablacionados y dos no ablacionados y en cada uno se disectaron ambos conductos
deferentes. También se disectd tejido de testiculo y hepatopancreas de uno de los
camarones no ablacionados. Para ambos conductos deferentes de cada camarén, se hizo un
corte entre la region subterminal del bulbo eyaculador y el primer tercio del conducto
deferente distal, que es donde la GA se encuentra adherida. EI segundo corte se realizé en
la parte media de los conductos deferentes, en donde no se observo la GA por histologia y
microscopia de barrido. Cada tejido se introdujo en un tubo Eppendorf de 1.5ml e
inmediatamente se afiadieron 0.8ml de la solucion TriPure (Roche) y 0.5ul de glicégeno y
se homogenizaron mecanicamente. Las muestras se incubaron por 5 minutos a una
temperatura ambiente para disociar los complejos ndcleo-protéicos. Posteriormente se
afiadieron 160ul de cloroformo, se agitaron por 15 segundos y se volvieron a incubar por
10 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 12,000g por 15
minutos a 4°C. Se obtuvieron tres fases: una acuosa incolora, la cual contenia el ARN, una
interfase blanca con ADN y por ultimo una fase organica roja con proteinas.

La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y se precipitd con 0.8ul de etanol

absoluto, se mezclé por inmersion y se incubaron por 20min a -20°C. Posteriormente se
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centrifugé a 12,000g por 10 minutos a 4°C y se desecho el sobrenadante. El botén de
centrifugacion se limpié con 800ul de EtOH al 75%. Se centrifug6 a 7,500g por 5 minutos
a 4°C y se volvio a desechar el sobrenadante. El botdn se lavo nuevamente con 800ul de
EtOH al 75% y se centrifugo otra vez a 7,500g por 5 minutos a 4°C volviendo a desechar el
sobrenadante. El boton se dejo secar y se resuspendio con agua libre de ARNsas, con 50ul
para la muestra de vaso deferente (VD) y con 20ul para la muestra de GA. Se incubaron las
muestras por 10 minutos a 60°C y se almacenaron a -70°C.

De esta manera se obtuvieron un total de 8 muestras de ARN: 4 muestras de
camarones ablacionados, de las cuales 2 fueron de VD (dos camarones) y 2 de GA (dos
camarones). De igual forma para las otras 4 muestras, con la diferencia que provienen de

camarones no ablacionados.

Cuantificacion y analisis cualitativo de ARN total

El ARN total de cada muestra se cuantificd en un espectrofotometro (Smart Spek 3000
BIORAD) vy se realizé un andlisis cualitativo de ARN a través de una electroforesis con
TBE- cualitativo (Figura 4). Se mezclaron 4.5ul de ARN (3ug), 2ul de RB 5X( 26g de
MOPS, 16.6ml de acetato de amonio 3M, 783.3ml de agua DPC, pH 7.0 ajustado con
NaOH 2N y se agregé 10ml de EDTA 0.5 M pH 8.0), 3.5ul de formaldehido, 4ul de
LBARN (ImM ETA pH 8.0, glicerol 50%, 0.25% xilene cianol, 0.25% azul de

bromofenol) y 10ul de formamida. Después se calentdé por 10min a 95°C y se enfrié en
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hielo, para después adicionarle 1l de EtBr 10mM, dandole un pulso en la microcentrifuga,

para después cargar las muestras en el gel de agarosa al 1 %.

Figura 4. Electroforesis de ARN evaluado cualitativamente en gel de agarosa al 1 %. Carril
1: conducto deferente; Carril 2: Testiculo; Carril 3: Conducto deferente-Glandula

androgénica y Carril 4: hepatopéncreas.

Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

A partir de las muestras de ARN aislado se sintetizo ADNc siguiendo el protocolo del
Sistema de Transcripcion Reversa (Promega). Con previa dilucion de la concentracion de
ARN obtenido anteriormente, se colocé una alicuota de 1ul de ARN total (equivalente a
aproximadamente 5ug), en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml y se incubé a 70°C por 10
minutos. Se le dié un pulso en la centrifuga y se dejo en hielo. Se prepard una reaccion de

20 pl con los siguientes componentes mostrados en la Tabla I.
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Tabla I. Componentes para la reaccién de sintesis de ADNc.

Componentes Cantidad
MgCI2, 25mM 4ul

10X Buffer de Transcripcion en Reversa 2ul
Mezcla de dNTP, 10mM 2ul
Inhibidor de Ribonucleasa Recombinante | 0.5ul

RNasin®

Transcriptasa Reversa AMV (Alta Conc.)

1ul (equivalente a 15u)

Hexameros al azar O Primer Oligo(dT)1s

1u (equivalente al 0.5uQ)

ARN total O Control positivo ARN 1.2kb

Kanamycina.

1ul (5png ARN Total, o control positivo)

Agua libre de Nucleasa a un volumen final

20ul
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La reaccion con hexameros al azar se incub6 a temperatura ambiente por 10min y
posteriormente se incub6 a 42°C por una hora, mientras que la reaccién con el
oligonucledtido (dT);s, se incub0 directamente a 42°C por una hora. Posteriormente las
muestras se alentaron a 95°C por 5min para desactivar la enzima y se incubaron en hielo
por 5min. De esta manera, se obtuvieron un total de 16 muestras; 8 provenientes de dos
camarones ablacionados (VD-hexadmeros = 2; VD-dT15 = 2; y AG-hexadmeros = 2; AG-
dT15 = 2) y las otras 8 iguales pero provenientes de dos camarones no ablacionados. Las
muestras de ADNc de GA y VD, y el control de kanamicina se corrieron en un gel al 1 %
de agarosa. Se obtuvieron mayoritariamente barridos de ADNc entre 500 y 1000 pares de

bases aproximadamente (Figura 5).

Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

La amplificacion de ADNc-PCR se llevo al cabo en un termociclador Techne Genius para
obtener la exposicidn de bandeo diferencial en gel de agarosa bajo distintos procedimientos
de PCR publicados y propuestos. Se diluy6é el ADNc obtenido con buffer TE para obtener
una concentracion aproximada de 50 ng/ul por reaccion. Se prepard una mezcla de 25ul por
reaccion para la amplificacion de PCR con los siguientes componentes mostrados en la

Tabla Il.
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Figura 5. Barridos de ADNc obtenidos en una electroforesis en gel de agarosa al 1% a
partir de VD y AG. Carriles 1-3: ADNc conteniendo la GA sintetizado con hexameros al
azar; Carriles 4-6: VD con hexameros al azar; Carril 7: control de Kanamicina; Carriles 8-

10: GA con el oligonucleétido (dT)ys; y Carriles 11-13: VD con el oligonucleétido (dT);s.
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Tabla Il. Componentes para la reaccion de reaccion en cadena de polimerasa.

Componentes Cantidad
ADNc 1l
Mezcla de dNTP, 10mM 0.45ul
MgCI2, 25mM 1.87ul

10X Buffer de Transcripcion en Reversa 2.45l

Oligo decamero 100 pmol 1ul

TagDNA Polymerasa(c) 0.2 ul

Agua libre de Nucleasa a un volumen final | 25ul

De esta manera la concentracion final de los componentes de la reaccion quedaron
con 2ng/ul de templado, 200uM dNTPs y 1.5mM de MgCl,, salvo el programa 4 que

utilizo el doble de dNTPs. Los productos se analizaron en gel de agarosa al 1%.

Inicialmente, el ADNc y la mezcla de PCR, se corrobor6 con oligonucle6tidos que
amplifican un segmento de la region control mitocondrial (COI) del crustaceo Triops
(Notostraca) (Murugan et al., 2002) y del gen mitocondrial 16S universal (Tabla I11).

Posteriormente, un total de 16 decameros de secuencia conocida, mas tres oligonucleétidos
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de 20 bases, mas uno de 9 bases, (OPERON) (Tabla IIl), fueron probados en la
amplificacion de ADNc-PCR bajo los siguientes programas enunciados. Cada programa se
representa con la temperatura y el tiempo de desnaturalizacion inicial, el nimero de ciclos
incluyendo las temperaturas de desnaturalizacion, alineamiento y de extensién, con sus

respectivos tiempos, y la temperatura y tiempo de extension final del programa.

Programa COI Triops:

95°C-5 min / (94°C-60 seg, 45°C-90 seg, 72°C-90 seg) X 5 / (94°C-30 seg, 50°C-45 seg,
72°C-75 seg) X 35/ 72°C-10 min. (Murugan et al., 2002; Tizol-Correa, 2006).

Programa 16S:

95°C-5 min / (94°C-30 seg, 50°C-30 seg, 72°C-60 seg) X 40/ 72°C-10 min.

Programa 1:

94°C-4 min / (94°C-60 seg, 36°C-60 seg, 72°C-60 seg) X 40/ 72°C-5 min.

Progama 2:

94°C-4 min / (94°C-60 seg, 40°C-60 seg, 72°C-60 seg) X 40/ 72°C-5 min.

Los programas 1y 2 son similares a los utilizados en el Laboratorio de Genética Molecular
del CIBNOR, en la amplificacién de ADN por medio de RAPDS en camarones.

Programa 3:

94°C-5 min / (94°C-30 seg, 42°C-60 seg, 72°C-30 seg) X 40/ 72°C-5 min. Este programa se
bas6 en Liang y Pardee (1992), en donde conjuntamente con el decdmero, se incluy6 un
oligonucledtido de anclaje VN(dT),0, en donde N es dA, dC, dG, 0 dT y V es dA, dC, o dG,
con la finalidad de que el iniciador se ancle al extremo 3’ de la cola poli-A del ARN

mensajero.
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Programa 4:

94°C-5 min / (94°C-120 seg, 38°C-60 seg, 72°C-75 seg) X 40 / 72°C-5 min. Este programa
se baso en Pienta y Schwab (2000), que es una modificacion a Liang y Pardee (1992).
Utiliza el doble de concentracion de dNTPs.

Programa 5:

94°C-5 min / (94°C-120 seg, 36°C-60 seg, 72°C-90 seg) X 45/ 72°C-5 min.

Programa 6:

94°C-5 min / (94°C-120 seg, 30°C-60 seg, 72°C-90 seg) X 45/ 72°C-5 min.

Los programas 5 y 6 son modificaciones al propuesto por Pienta y Schwab (2000), sin el
doble de dNTPs.

Programa 7:

94°C-4 min / (94°C-60 seg, 40 °C-60 seg, 72°C-60 seg) X 15; (94°C-60 seg, 55°C-60 seg,
72°C-60 seg) X 25 / 72°C-5 min. Este programa es una modificacion al propuesto en el
protocolo de “Delta differential display kit user manual” de CLONTECH, sin iniciador de
anclaje.

Programa 8:

94°C-4 min / (94°C-60 seg, 30 °C-60 seg, 72°C-60 seg) X 8; (94°C-60 seg, 40 °C-60 seq,
72°C-60 seg) X 15; (94°C-60 seg, 55°C-60 seg, 72°C-60 seg) X 25 / 72°C-5 min. Este

programa fue propuesto en este trabajo.
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Tabla I11. Oligonucleétidos utilizados en la amplificacion de ADNc mediante la reaccion en

cadena de polimerasa

CLAVE NOMBRE SECUENCIA 5°-3’

22F Avance GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
HCO Reversa TGATTTTTTGGTCACCCTGAGTTTA
16Sar Avance CGCCTGTTTATCAAAAACAT
16Sbr Reversa ACGTGATCTGAGTTCAGACCGG
Al SV-19 TTCCGGTTGATCCTGCCGGA
A2 SV-25 AAACGTCGGG

A3 SV-28 CGCGAAGGAT

A4l SV-20 AGAGTTTGATCATGGCTCAG
A5 SV-22 TCACGGTGCA

A6 SV-23 GTCGCCGCA

A7 SV-24 GTAGACGAGC

A8 SV-26 ACTGACTGCC

A9 Sv-27 GACTTTCGCA

Al10 SV-29 CCGAAAACGC

All SV-30 CGACCAGAGC

Al2 Sv-31 ATCTGGCAGC

Al3 SV-32 AGGGTTCTTG

Al4d SV-33 ATGGACACCA

Al5 SV-19 TTCCGGTTGATCCTGCCGGA
Al6 XL-1 GGGTAACGCC

Al7 XL-2 GTGATCGCAG

Al8 XL-3 GTTGCGATCC

Al9 XL-4 GTAGACCCGT

A20 XL-5 TCCGCTCTGG

A21 XL-6 GGACCCTTAC
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Obtencion de imagenes digitalizadas

Se utilizé un microscopio compuesto (Olympus, BX-41) y uno de diseccion (Olympus, SZ-
11), ambos con trinocular para integrar una céamara digital (Hitachi, KP-D50), para
monitorear el desarrollo progresivo de la morfologia externa sexual dependiente de la
temperatura, asi como del examen histologico de gonadas y glandula androgénica. Las
imagenes digitalizadas se obtuvieron a través del programa Image Pro Plus 4.0 (Media
Cybernetics).

Las imagenes digitalizadas de microscopia electronica y las medidas de las
glandulas androgénicas se obtuvieron con un microscopio Hitachi S-3000N SEM, despueés
de que las muestras se secaron a punto critico y se cubrieron con paladio.

Las imagenes de la amplificacion ADNc-PCR, se documentaron en una cdmara
integrada al visualizador de geles con luz ultravioleta y se digitalizaron por medio del

programa UVI.
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RESULTADOS

Determinacion sexual medioambiental

Los radios sexuales de los juveniles de L. vannamei criados bajo las diferentes condiciones
medioambientales (Tabla 1V), no mostraron diferencias significativas a la proporcién de
1:1, macho:hembra (P>0.05), inclusive cuando la baja temperatura, alta densidad y

hambruna tuvieron una baja supervivencia al dia 60 del 25%, 3% y 3% respectivamente.

Tabla IV. Proporcién sexual de L. vannamei sujeta a tres temperaturas.

TEMPERATURAS | N HEMBRAS | MACHOS | HEMBRAS % | X?
27+1°C 80 |36 44 45.0 0.80
88 |42 46 47.7 0.18
99 | 47 52 47.5 0.25
Promedio 267 | 125 142 46.8 1.08
32+1°C 75 |36 39 48.0 0.12
88 | 46 42 52.3 0.18
81 |38 43 46.9 0.31
Promedio 244 | 120 124 49.2 0.07
18 + 0.5°C 79 |36 43 45.6 0.62
84 |44 40 52.4 0.19
67 |33 34 49.3 0.01
Promedio 230 | 113 117 49.1 0.07




=45 -

Tabla IV (continuacion). Proporcion sexual de L. vannamei sujeta a tres fotoperiodos,

hambruna y alta densidad.

TEMPERATURAS | N HEMBRAS | MACHOS | HEMBRAS % | X?
FOTOPERIODO
LUZ 58 | 28 30 48.3 0.07
55 |30 25 54.5 0.45
61 |32 29 52.5 0.15
Promedio 174 |1 90 84 51.7 0.21
SOMBRA 60 |36 24 60.0 2.40
53 | 28 25 52.8 0.17
60 |26 34 43.3 1.07
Promedio 173190 83 52.0 0.28
OSCURIDAD 58 | 29 29 50.0 0.00
52 |23 29 44.2 0.69
62 |32 30 51.6 0.06
Promedio 172 | 84 88 48.8 0.09
HAMBRUNA 59 | 27 32 45.8 0.42
ALTA DENSIDAD | 85 |49 36 57.6 1.99
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Diferenciacién sexual

El desarrollo del endopodito del primer par de pledépodos en los camarones de temperaturas
altas y de control, empez6 entre los dias 24 y 28 con la aparicion de una o dos setas
apicales, seguido del surgimiento de una pequefia protuberancia indiferenciada (Figura 6A).
Entre los dias 30 y 34, apareci6 una estructura larga, tubular e indiferenciada, con dos setas
apicales antes observadas (Figura 6B). En algunos individuos, para el dia 40, esta estructura
comenzd a ensancharse de un lado en la region media y proximal, tomando una forma
semitriangular, parecida a una lanza; posteriormente, en los dias 50-53, 3 0 4 setas
aparecieron en la cresta en la region mas amplia de la estructura (Figura 7A). En el dia 58,
los individuos que tenian este tipo de estructura con tres setas, desarrollaron un par de
cufas filosas y oblicuas que se encuentran en la parte anterior del esternito X1V, las cuales
caracterizan el télico femenino de L. vannamei (Figura 7B). En cambio, aquellos individuos
con el apéndice tubular (Figura 7E), desarrollaron los gonoporos masculinos localizados en
la coxa del quinto periépodo (Figura 7F), y el apéndice masculino en el segundo par de
pledpodos (Figura 7G). Para el dia 70, en el petasma o endopodito masculino se desarroll6
una estructura mas densa y redonda en su region distal, que originara la parte distal del
I6bulo (Figura 7E). Ambos endopoditos del primer par de pledépodos fueron de una longitud
similar. Alrededor de los 6 meses de edad, se realizo la histologia de las gbnadas revelando
que aquellos individuos que tenian una estructura semitriangular con setas, al final del
segundo mes como postlarva mostraban un ovario (Figura 7D). En cambio, aquellos que

tuvieron un apéndice tubular, mostraron testiculo (Figura 7H).



- 47 -

100 pm
—

Figura 6. Inicio de la diferenciaciéon sexual externa en L. vannamei entre los dias 24 y 34
como postlarva. A; aparicion de una o dos setas apicales (flecha). B; surgimiento de una

pequerfia protuberancia indiferenciada (flecha).

Figura 7. (siguiente pagina) Caracteristicas sexuales externas e internas en L. vannamei. A-
D, hembras; E-H, machos; I, protopodito masculino y femenino. (s) setas; (rdp) region
densa del petasma; (cat) crestas afiladas del télico; (g) gonoporos; (rmp) regién de la

muesca del petasma; (am) apéndice masculino.
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El endopddito femenino recién diferenciado tuvo una morfologia similar al de las
hembras preadultas (Figura 7C), mientras que el endopodito masculino recién diferenciado
continud desarrollandose durante su etapa juvenil hasta convertirse en el petasma. En
ambos especimenes, preadultos y de 90 dias de edad, el protopodito masculino del primer
par de pledpodos presentd una articulacién rectangular cortada en la region distal, la cual

caracteriza el sexo masculino, ausente en las hembras (Figura 71).

Diferenciacién de las caracteristicas sexuales externas en diferentes condiciones de

temperatura

El crecimiento de los camarones tuvo una diferencia notable entre los controles (8.6mg/dia)
y los de alta temperatura (17mg/dia). Sin embargo, la diferenciacion de las caracteristicas
sexuales externas tuvo lugar durante un periodo similar, de pl-25 a pl-60, después de que el
juvenil alcanz6 un peso corporal de 150-200mg con una longitud de 20-25mm, como se
esquematiza en la Figura 8. En los camarones tratados con una baja temperatura (18°C), se
inhibid el crecimiento postlarval, retrasando la diferenciacion sexual en la edad. No
obstante, después de que se incrementd la temperatura a 27°C, a partir del dia 61,
aparecieron las estructuras de diferenciacion sexual, en el orden que se describio

anteriormente.
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Figura 8. Crecimiento de L. vannamei a tres temperaturas distintas mostrando el tiempo en
que se presenta la diferenciacion sexual externa. La flecha en la parte inferior izquierda
indica un peso minimo aproximado para que prosiga la diferenciacién sexual, de otra

manera ésta no se presenta.
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Descripcion de la glandula androgénica a través de histologia y microscopia electrénica de

barrido

La histologia de los vasos deferentes revel6 que la glandula androgénica de L vannamei se
encuentra pegada en la parte distal de los vasos deferentes medios (la region eyaculatoria
subterminal), antes de que se adelgacen y lleguen a los vasos deferentes distales. La
glandula androgénica tiene una forma tubular con una longitud aproximada de 2.5mm y
alrededor de 100um de grosor (Figura 9). Es una masa celular compacta paralela a los
vasos deferentes y conectada al tejido muscular a traves de una capa epitelial (Figura 10).
Esta masas celular claramente distinguible, esta compuesta por grandes células ovaladas en
las cuales el citoplasma parece vacuolado, y en cada célula existe un ndcleo prominente y
semi-redondo (Figura 11).

Las imagenes con el microscopio electronico en los conductos deferentes de L.
vannamei, mostraron que la glandula androgénica es una estructura parecida a un cordon
que se encuentra pegado en la parte distal del bulbo eyaculador, en el cual se ramifica en

sus extremos como pequefios cordones (Figura 12, 13 y 14).
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500 ym

Figura 9. Morfologia histolégica de la glandula androgénica (GA) en L. vannamei. M;

mausculo, E; epitelio, TC; tejido conectivo.

Figura 10. Detalle de la masa celular compacta de la glandula androgénica (GA) paralela a

los vasos deferentes y conectada al tejido muscular (M) a través de una capa epitelial (E).
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Figura 11. Detalle de células ovaladas en las cuales el citoplasma parece vacuolado y la

presencia de un nacleo prominente y semi-redondo
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Figura 12. Conducto deferente de L. vannamei mostrando la glandula androgénica (GA)
como un cordon adherido en la parte distal del bulbo eyaculador. VDM; vaso deferente

medio, VDD; vaso deferente distal, AT; ampula terminal.
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Figura 13. Detalle del “cordon” adherido al conducto deferente de L. vannamei mostrando

la supuesta glandula androgénica (GA).

S 00-Jun=04"" - - CIBNOR WD47 -5mn

Figura 14. Detalle de la supuesta glandula androgénica (GA) adherida al conducto
deferente de L. vannamei en donde se observa la ramificacion en sus extremos en cordones

pequerios.
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Expresion de genes entre camarones ablacionados y no ablacionados

De los 21 oligonucledtidos utilizados se lograron 5 amplificaciones pertenecientes a los
iniciadores A3, A4, A6, Al15 y Al7, los cuales fueron amplificados utilizando los
programas 6, 8, 4, 8 y 8 respectivamente. En cada una de las figuras que se presentan a
continuacién, la parte superior correspondié a camarones ablacionados, mientras que la
inferior a camarones no ablacionados. Dentro de cada una de éstas, se observan 8 carriles,
los dos primeros corresponden a vaso deferente (VD), cuya sintesis de ADNc fue con
hexameros y se abrevian como HVD (carriles 1y 2), en donde el carril 1 corresponde a un
camaron y el carril 2 a otro camardn (2 repeticiones); Vaso deferente-Glandula androgénica
(GA) con hexameros (carriles 3 y 4), que se abrevian HGA; VD, cuya sintesis fue con el
oligonucleotido dTys (carriles 5y 6), que se abrevian dTVD; y GA con dTys (carriles 7 'y 8),
que se abrevian dTGA.

En teoria, se espera que partiéndo de la sintesis de ADNc mediante hexameros al
azar, los oligonucledtidos utilizados amplifiquen regiones méas cercanas al extremo 5’ del
ADNCc, mientras aquellas sintetizadas mediante el dT,s, amplifiquen regiones mas cercanas
al extremo 3’ del ADNc. De esta manera, los resultados no se comparan entre hexameros y
dTis, dentro de cada uno de los dos tipos de camarones, sino que las comparaciones se
hacen entre VD y GA (dentro de cada tipo de camar6n) y en VD y GA, entre los dos tipos
de camarones.

Con lo anterior, en la Figura 15 se observa la amplificacion del oligonucleétido A3
(10 pares de bases (pb)), en donde se aprecian dos productos ausentes en camarones

ablacionados (dTVD), mientras que en ambos tipos de camarones se presentan las bandas
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en al menos una de las repeticiones, por lo que no se pudo discernir alguna diferencia entre
los dos tipos de camarones. En la Figura 16 se observa la amplificacion del oligonucle6tido
A4 (20 pb), en donde se observan barridos con alguna definicion de productos en donde no
se pudo diferenciar entre los dos tipos de camarones. En la Figura 17 se observa la
amplificacion del oligonucleétido A6 (9 pb), en donde se presenta un producto cercano a
las 600 pb presente en 5 carriles de los camarones ablacionados que incluyen tanto a VD
como la GA 'y que en los camarones no ablacionados, se presenta en HGA y dTVA, lo cual
permite diferenciar los dos tipos de camarones y adicionalmente sugiere que dichos
productos provienen del tejido de VD y del tejido VD, en donde la AG esta adherida. En la
Figura 18 se observa la amplificacion del oligonucleétido A15 (20 pb), en donde se observd
claramente una diferencia entre los dos tipos de camarones, la escasez de productos en los
camarones ablacionados en comparacion con los no ablacionados. Mas interesante, se
observa que los productos en los camarones ablacionados provienen del VD. Sin embargo,
productos al parecer especificos de la GA, provenientes de camarones normales, se
presentan en HGA (en las dos repeticiones) y posiblemente en dTGA. En HGA, se
identifican dos productos que no se comparten con aquellos visualizados por VD. Los dos
productos son diferentes entre si, uno fue de 800 pb aproximadamente, mientras que el
segundo y de gran intensidad fue de 1300 pb aproximadamente. En la Figura 19 se observa
la amplificacion del oligonucledtido A17 (10 pb), en donde se observan de 2 a 4 productos
entre los dos tipos de camarones, de los cuales, un producto entre 500 y 600 pb, se hace
muy notorio en una sola repeticion en los camarones ablacionados amplificados por HVD y

dTVD, y un producto en camarones normales de aproximadamente 700 pb, en una sola
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repeticion de dTVD, lo que sugiere que dichos productos provenien del VD y no de la GA,

por lo que no se pudo discernir alguna diferencia entre los dos tipos de camarones.

HVD HVD HGA HGA dTVD dTVD dTGA dTGA

Figura 15. Amplificacion del oligonuclettido A3 (10 pb). A: camarones ablacionados. B:
camarones normales. H: hexadmeros. dT: oligo dTis. VD: vaso deferente. GA: glandula

androgénica.
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M HVD HVD HGA HGA dTVD dTVD dTGA dTGA

Figura 16. Amplificacion del oligonuclettido A4 (20 pb). A: camarones ablacionados. B:
camarones normales. H: hexadmeros. dT: oligo dTis. VD: vaso deferente. GA: glandula

androgénica.
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1,000pb

1,000pb

M HVD HVD HGA HGA dTVD dTVD dTGA dTGA

Figura 17. Amplificacion del oligonucledtido A6 (9 pb). A: camarones ablacionados. B:
camarones normales. H: hexadmeros. dT: oligo dTis. VD: vaso deferente. GA: glandula

androgénica.
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1,698pb

1,000pb

M HVD HVD HGA HGA dTVD dTVD dTGA dTGA

Figura 18. Amplificacién del oligonucleétido A15 (20 pb). A: camarones ablacionados. B:
camarones normales. H: hexadmeros. dT: oligo dTis. VD: vaso deferente. GA: glandula

androgénica.
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1,000pb

HVD HGA HGA dTVD dTVD dTGA dTGA

Figura 19. Amplificacion del oligonucledtido A17 (10 pb). A: camarones ablacionados. B:
camarones normales. H: hexadmeros. dT: oligo dTis. VD: vaso deferente. GA: glandula

androgénica.
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DISCUSION

Las condiciones medioambientales probadas en cautiverio no mostraron un efecto en la
determinacion del sexo, ni el desarrollo de las estructuras reproductivas externas de la
hembra y el macho de L. vannamei. Se pudiera considerar que los peneidos presentan un
sistema de determinacion sexual genética no vulnerable a efectos medioambientales, por lo
que la primera hipotesis planteada se acepta. Se puede sugerir que los dos hermafroditas
reportados por Pérez Farfante y Robertson (1992) pudieran estar asociados a un efecto de
cuello de botella o a endogamia entre camarones parientes y no a las condiciones
medioambientales en que se lleva a cabo la pre-engorda de camaron.

Segun Nakamura et al. (1992), el petasma en P. japonicus surge a partir de pl-50
como un l6bulo largo y triangular, mientras que en las hembras, el endopodito permanece
como un lébulo pequefio y delgado. Las observaciones en L. vannamei indicaron que la
longitud del endopodito es similar en ambos sexos en los primeros 3 meses después de que
el endopodito surgi6 del protopodito. También indicaron que la estructura semitriangular
con 3 setas identifica a la hembra. De acuerdo con Charniaux-Cotton y Payen (1985), la
muesca en la cara interna del protopodito masculino se forma antes de la diferenciacion del
apéndice masculino y el petasma en P. japonicus. Esta estructura también se forma en el
macho de L. vannamei. Sin embargo, en este estudio no se logré diferenciar el sexo con
esta estructura hasta pl 90, cuando todas las estructuras sexuales externas ya estaban
desarrolladas.

Las caracteristicas sexuales del camar6n juvenil se van formando progresivamente

conforme muda el organismo. Se esperaba que los camarones que crecieron mas rapido en
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la temperatura mas alta se diferenciaran sexualmente mas rapido que los camarones criados
en la temperatura control. Sin embargo, la diferenciacion sexual ocurrié en un mismo
intervalo de edad, independientemente del tamafio. Por lo tanto, es posible que exista una
ventana de diferenciacion sexual en la edad bajo condiciones normales de crianza, después
de que la postlarva haya alcanzado un tamafio minimo durante su desarrollo. No obstante,
esta ventana puede ser alterada bajo condiciones medioambientales desfavorables y
prolongadas como bajas temperaturas o alta densidad durante el cultivo de postlarva. Con
estos resultados, se rechaza la segunda hipdtesis planteada en este trabajo: “La
diferenciacién externa de camardn blanco es dependiente del tamafio del individuo y no de
la edad (dias como postlarva) del mismo”. Alternativamente se plantea que la
diferenciacion sexual externa depende de la edad, siempre y cuando la postlarva alcance
una talla minima de desarrollo.

De acuerdo con Yin et al. (1986) y Li y Xiang (2002) en F. chinensis, Charniaux-
Cotton y Payen (1985) y Nakamura et al. (1992) en P. japonicus, la diferenciacion externa
de la hembra y el macho, se lleva a cabo durante el segundo mes después de la
metamorfosis larvaria, lo cual concuerda con los resultados en L. vannamei, de tal manera
que la tercera hipoétesis planteada se acepta.

Resumiendo, las observaciones en L. vannamei indican que la formacion de las
estructuras de diferenciacion sexual externas en el macho comienzan con el endopodito
alrededor de pl-50, lo cual concuerda con Nakamura et al. (1992), seguido de los
gonoporos masculinos y el apéndice masculino en el segundo par de pledpodos para el dia
58, y finalmente, con la depresion del protopodito masculino en su lado interno para el dia

90.



- 65 -

La descripcion histoldgica de la glandula androgénica en camaron blanco es similar
con practicamente todas aquellas descritas en la literatura de otros Malacostracos como
anfipodos, is6podos y decapodos. El tejido de la glandula androgénica es Unico, e
inevitablemente, es facil de identificar. Particularmente en los peneidos estudiados, la
glandula androgénica se localiza en la parte distal del bulbo eyaculador, por lo que la cuarta
hipotesis planteada se acepta como tal.

Cabe mencionar que la principal diferencia entre L. vannamei y los camarones de
agua dulce es que la glandula androgénica se adhiere a los vasos deferentes como un
corddn principal en el primero, mientras que son cordones o segmentos adyacentes en los
segundos (por ejemplo: Nagamine et al. 1980a; Fowler & Leonard 1999). En los machos de
M. rosenbergii, se sabe que las caracteristicas secundarias sexuales no se desarrollan en
ausencia de los vasos deferentes con la glandula androgénica (Nagamine et al. 1980a). A
diferencia de los camarones marinos, los langostinos tienen la ventaja de que en los machos
existen diferentes fenotipos relacionados con el color de las tenazas. Estos fenotipos
permiten la cuantificacion de las etapas de desarrollo de los machos, dando una indicacién
externa de que tanto, completa o parcialmente, estan respondiendo los machos
andrectomizados y las hembras implantadas a la reversion sexual.

Una reversion sexual exitosa de machos del langostino de Malasia (M. rosenbergii)
a hembras, se logro si se andrectomizan antes de que los gonoporos sean evidentes en los
individuos de un gramo de peso corporal, cuando las gonadas no estdn diferenciadas
totalmente (Nagamine et al.1980a; Sagi y Cohen, 1990). EI mismo proceso se ha intentado
en langostinos pre-adultos sin ningln éxito en la reversion sexual (Nagamine et al.1980a,b;

Sagi y Cohen, 1990) y en P. indicus (Mohamed y Diwan, 1991). Es decir, la andrectomia o
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implantacion se debe de llevar a cabo, al menos antes de la diferenciacion sexual externa.
El bioensayo de andrectomia e implantacion de camarones en este estudio se llevd a cabo
en especimenes pre-adultos, lo cual sugiere que en esta etapa de desarrollo no existe ningln
efecto de reversién, por lo que se acepta la quinta hip6tesis planteada. Esto indica que
futuras andrectomias o bien implantaciones en camaron tendran que realizarse mediante un
novedoso procedimiento de microcirugia en los juveniles.

De acuerdo con Charniaux-Cotton y Payen (1985), la fase indiferenciada del aparato
genital en P. japonicus continda a traves de las etapas de mysis larval y se extiende hasta
por lo menos pl-6 antes de que se formen los conductos deferentes del macho. Nakamura et
al. (1992) observo que para el dia 20, los vasos deferentes ya estaban formados. En el
presente trabajo, se asume que los vasos deferentes en L. vannamei deben también aparecer
antes de la diferenciacion del endopodito.

La evidencia mas contundente para peneidos muestra que durante la organogénesis
del macho de P. japonicus, la glandula androgénica aparece adherida a los conductos
deferentes para el dia 55, justo antes de la diferenciacion de la gbnada a testiculos en el dia
60 (Charniaux-Cotton y Payen, 1985; Nakamura et al. 1992). Asumimos que la glandula
androgénica y los testiculos de L. vannamei se estan diferenciando cuando los gonoporos y
el apéndice masculino se estan desarrollando externamente.

El tejido Unico de la glandula androgénica entre los malacostracos nos muestran que
su funcion de diferenciacion sexual debe ser la misma en todas las especies. Sin embargo,
las evidencias en peneidos muestran hasta ahora que la glandula androgénica no esta
involucrada en el proceso de diferenciacion, dado que los conductos deferentes masculinos

ya estan presentes mucho antes de que aparezca la glandula androgénica (Charniaux-Cotton
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y Payen, 1985; Nakamura et al. 1992). Cabe mencionar que aunque la reversion sexual en
langostinos ya se ha obtenido, no se ha demostrado que la glandula androgénica ya este
presente en los conductos deferentes en el momento en que se realiza la andrectomia. Por
ejemplo, no se ha realizado un estudio a nivel histolégico o bien de microscopia de
transmision electronica que muestre claramente la presencia de la glandula en el momento
que se realiza el proceso de andrectomia. En sintesis la funcién de la GA en peneidos se
liga al proceso de espermatogénesis (Charniaux-Cotton y Payen, 1985, Mohamed y Diwan,
1991) y desarrollo del petasma (Li y Xiang, 1997) Gnicamente, lo cual hace evidente méas
investigacion.

Con los resultados de que las condiciones ambientales parecen no afectar la
determinacion del sexo, y de que la glandula androgénica estd presente en el camarén
blanco del Pacifico, permitird seguir con futuros ensayos experimentales. Ademas,
podemos con seguridad determinar el sexo de L. vannamei a los 60 dias, para futuras
practicas experimentales de un cultivo monosexual de hembras.

Distintos procedimientos estdn publicados para la amplificacion de ADNc-PCR.
Cuando se propone el identificar genes que se estan expresando en un mismo tejido,
sometido a distintos tratamientos, la técnica se refiere como bandeo diferencial, en Inglés;
differential dispay. Esta técnica permite identificar bandas Unicas provenientes de la
expresion de genes (ARN) de un tejido sometido a algin tratamiento, que no fueron
expresados en el mismo tejido bajo condiciones normales. La GA no es posible de aislar
mediante una diseccion del conducto deferente. Es por ésto, que los ADNc obtenidos
provinieron de una region media del VD, en donde no se aprecia dicha glandula y por otra

parte, ADNCc provenientes del VD, en donde la GA esta adherida. De esta forma, se plante6
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el utilizar el bandeo diferencial, e identificar aquellos productos obtenidos no comunes al
VD y que en teoria, pertenecerian a productos de la glandula androgénica. En general, se
apreciaron amplificaciones comunes entre el VD y la GA debido posiblemente a la
presencia de tejido de vaso deferente en la seccidn diseccionada que incluye la glandula.
Sin embargo, las observaciones de microscopia de barrido de la GA indican que el cordén
principal de la glandula se bifurca en pequefios cordones hacia ambos extremos del
conducto, es decir, hacia el bulbo eyaculador y el conducto distal. Alfaro (1994) observo
que en camar6n adulto blanco y azul (de talla grande), la GA recubre parte del bulbo
eyaculador, es decir, no solo la parte distal del mismo y se continta hacia el conducto
distal. Dicha observacion también la reporta Li y Xiang (1997) en el camarén oriental. En
este sentido, cabe la posibilidad de que algunos de los productos amplificados que se
consideran que provengan de la VD, en realidad provengan de la GA. De todas las
amplificaciones logradas, unicamente los oligonucle6tidos A6 (9pb) y el Al5 (20 pb)
mostraron una diferencia notable entre los camarones ablacionados y no ablacionados. Al
utilizar como iniciador el A6, pareciera que la expresion fue menor en los camarones
normales comparados con los ablacionados. En contraste, al utilizar el iniciador Al5,
pareciera que la expresion fue menor por efectos de la ablacion, lo cual sugiere que la
ablacion unilateral en el camaron blanco deteriora la condicion del animal. Segun Khalaila
et al. (2001) y Okumura (2004) la ablacién del tallo ocular causa hipertrofia en la glandula
androgénica, indicando que una hormona producida por la glandula sinoideal que se
encuentra en el tallo ocular, controla la secrecion de la glandula. Era de esperarse que en los
camarones ablacionados se hubiera presentado una mayor sintesis de ARN proveniente de

la GA, y por ende, se hubieran encontrado productos de amplificacion de la GA en
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camarones ablacionados. Sin embargo, sobre la base de la amplificacion del iniciador A15,
la sintesis de ARN proveniente de la GA se vid deteriorada, dado que la misma
amplificacion en camarones normales mostrd productos al parecer especificos de la GA.
Evidentemente que esta es una observacién preliminar, dado que nada mas se probaron 21
oligonucleotidos y la comparacion es cualitativa. Posiblemete el probar mas iniciadores del
orden de 40 u 80 como lo reporta alguna literatura, pudieran haber proporcionado mas
informacion. La hipotesis de que la glandula del seno esta involucrada en la regulacién de
la GA quedd inconclusa. De todas maneras los dos productos del Al5 son candidatos a
reamplificarse, a ser marcados con fluorescencia para la realizacion de hibridacion in situ,
con la finalidad de corroborar que dichas bandas provienen de la GA. Adicionalmente, los
productos son suceptibles a clonarse y secuenciarse para un analisis de secuencia entre lo
poco reportado para Malacostraca.

Finalmente, se hace énfasis en tres rutas de investigacion a seguir. La primera esta
relacionada a la diferenciacion sexual interna para ser contrastada con la informacion de
diferenciacion sexual externa presentada en este trabajo. La segunda es continuar a un nivel
molecular con la identificacién de la secuencia de la GA y por altimo, los ensayos de

andrectomia e implantacion de GA en camarones indiferenciados.
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CONCLUSIONES

o De acuerdo con los resultados no se encontré una determinacion sexual
medioambiental en camar6n blanco, por lo que en futuros ensayos de reversion
sexual no se tendréd que considerar las condiciones medioambientales en las que el

camaron se desarrollé.

» Se pudiera considerar que los peneidos presentan un sistema de determinacién

sexual genética no vulnerable a efectos medioambientales.

» Ladiferenciacién sexual externa depende de la edad y no del tamafio.

» Las hembras se identifican por tener un endopodito en forma semitriangular con
presencia de setas, mientras que en machos esta estructura se convierte en el

petasma.

» Con la documentacion de la diferenciacion sexual externa es posible sexar a los
camarones L. vannamei a partir de pl-50, mediante la extirpacion del endopodito y a
partir de pl-60, mediante la observacién de gonoporos en el macho y el télico en la

hembra.
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El tejido de la GA presenta células grandes y ovaladas, caracteristico en todas las

especies de malacostracos actualmente estudiadas.

La GA se encuentra en la parte distal de los vasos deferentes medios eyaculadores
de machos de camar6n blanco, lo cual coincide con las otras 4 especies de

penaeidos estudiadas.

Los bioensayos de andrectomia e implantacion de GA no mostraron un efecto

aparente de reversion sexual en los camarones preadultos.

No se pudo concluir que la glandula del seno esta involucrada en la regulacion de

expresion de la glandula androgénica.
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