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I. ABSTRACT 
 
Chirostoma estor is an endangered freshwater atherinopsid endemic to central 
Mexico. In this work we investigated the prescence of temperature-dependent 
sex determination (TSD) mechanisms that could be applied as a 
biotechnological tool for sex control in the culture of this species. This 
information could be useful also as a bioindicator of anthropogenic or climate 
change effects on its reproduction. 
 
For this work gametes from three single pair broods were manually fertilized, 
immediately divided in three groups, and incubated at 14, 21, and 29ºC. These 
thermal treatments were continued through hatching until 30 days after hatching 
(dah). All groups were then transferred to 21ºC. About 40-60 fish per treatment 
were sampled at 90 dah and processed histologically to determine phenotypic 
sex ratios. Also to determine the onset of sexual histological differentiation at 
21ºC we sampled 20 larvae each week from hatching to 30 dah.  
 
The proportions of males for the first brood were 67, 65 and 90% (p≤0.01), to 
second brood, 57, 55 and 64 % (p≥0.05), and to the third brood 48, 75 and 
92%(p≤0.01); at 14, 21, and 29oC respectively. Thermal treatments applied 
from fertilization show a clear effect in biased phenotypic sex ratios in brood 1 
and 3, wich translates to substantial differences in the response of each brood 
to temperature. The histological differentiation onset was determined at 30 dah 
showing presumptive testis and ovaries with presence of somatic and primordial 
germ cells and the opening of the primordial ovarian cavity. 
 
These results suggest that incubation at high temperatures during embryonic 
development can lead to male-biased sex ratios in this species. The effects of 
lower and medium temperatures were not so clear, suggesting a mixture of 
genotypic and TSD mechanisms in C. estor as in other atherinopsids. 
Moreover, the histological differentiation onset was observed around 30 dah 
and suggests that molecular differentiation occurs early in the first larvae 
stages, however more studies are required to clarify the gonadal development 
in this important species. 
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II. RESUMEN 
 
El pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor es una especie endémica en 
peligro de extinción con un alto valor social, económico, ambiental y cultural del 
altiplano Mexicano. El presente trabajo fue realizado con el fin de obtener 
información científica sobre la determinación sexual por temperatura (DST) 
en esta especie, este conocimiento puede aplicarse como una herramienta 
biotecnológica para el control de la proporción sexual fenotípica en un cultivo 
comercial, así como para evaluar los efectos del cambio climático y la influencia 
antropogénica sobre la reproducción del pez blanco en el medio natural. 
 
A partir de 3 parejas de reproductores se obtuvieron gametos sexuales que 
fueron manualmente fecundados, inmediatamente después se dividieron en 
tres grupos y se incubaron a 14, 21 y 29ºC. Estos tratamientos térmicos se 
continuaron hasta 30 días post eclosión (dpe), posteriormente todos los grupos 
fueron trasladados a 21ºC hasta los 90 dpe. Al finalizar el experimento 40-60 
peces por tratamiento fueron muestreados y procesados histológicamente para 
evaluar la proporción sexual fenotípica. Para determinar el inicio de la 
diferenciación sexual histológica a los 21ºC se muestrearon semanalmente 20 
larvas desde la eclosión hasta 30 dpe. 
 
La proporción de machos para la primera progenie fueron 67, 65 y 90%(p≤0.01) 
para la segunda progenie, 57, 55 y 64% (p≥0.05) y la tercera progenie 48, 75 y 
92%(p≤0.01) en 14, 21 y 29oC respectivamente. Los tratamientos térmicos 
aplicados desde la fertilización demuestran una influencia clara sobre la 
proporción sexual fenotípica para las parejas 1 y 3, por lo que la respuesta de 
cada progenie a la temperatura es significativamente diferente. El inicio de la 
diferenciación histológica fue determinado en el día 30 post eclosión con la 
presencia de testículos y ovarios en fase inicial de desarrollo, con la presencia 
de células germinales primordiales, somáticas y la apertura de la cavidad 
ovárica primordial. 
 
Estos resultados sugieren que la incubación a altas temperaturas durante el 
desarrollo embrionario puede influir en la proporción sexual fenotípica en esta 
especie. Sin embargo los efectos de las temperaturas bajas y medias no fueron 
claros, lo que sugiere una mezcla de mecanismos de determinación sexual 
genotípica y por temperatura en C. estor , como ha sido descrito en otros 
Atherinopsidos. El inicio de la diferenciación histológica se produce alrededor 
de los 30 dpe, estos resultados sugieren que la diferenciación molecular ocurre 
en las primeras etapas de vida de las larvas, sin embargo se requieren de más 
estudios para aclarar el desarrollo gonadal en esta importante especie. 
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1.INTRODUCCIÓN.  
 
Debido a que los organismos acuáticos representan el 70% del total de las 
especies animales del planeta, el hombre ha aprovechado este recurso a lo 
largo de miles de años realizando, en general, actividades extractivas. Para 
satisfacer la creciente demanda de alimento, el hombre ha desarrollado 
actividades como la acuicultura. El cultivo de organismos acuáticos a gran 
escala es un suceso relativamente reciente aunque, a pequeña escala, esta 
actividad ha existido desde tiempos antiguos, pues los romanos y los chinos ya 
la practicaban. 
 
Como consecuencia del incremento de la población, en las últimas tres 
décadas la demanda mundial de productos pesqueros se ha duplicado, y 
según la FAO (http://www.fao.org/index_es.htm) se ha alcanzado el techo de 
aprovechamiento de la pesca extractiva. Debido a ello, los incrementos en la 
producción de productos pesqueros solo podrán provenir de la acuicultura. Por 
otra parte, una determinada especie sometida a grandes presiones de pesca 
puede encaminarse a estar en peligro de extinción. Por ende puede ser 
también un medio para evitar sobreexplotación pesquera.  
 
Según un estudio realizado por un consorcio internacional de investigadores 
reveló que la acuicultura marina resultará fundamental para alimentar a los 
9.200 millones de habitantes que se espera que haya en el planeta sobre el 
año 2050. Por lo que la acuicultura marina podría crecer de 34 millones de 
toneladas actuales hasta 600 millones de toneladas para mediados de siglo, y 
suplir así las carencias de la agricultura y la ganadería, dadas las limitaciones 
en la disponibilidad de agua y terreno fértil. La acuicultura también es el sector 
de producción de alimento que crece más rápido, con un aumento del 7,4% 
anual, y que más se diversifica en número de especies, con un 3% anual de 
nuevas especies domesticadas. "Sin duda la expansión de la acuicultura podría 
constituir la siguiente revolución en la alimentación humana" (Duarte et al., 
2009). Existen cientos de diferentes especies acuáticas con potencial para ser 
cultivadas, sin embargo, para lograr establecer sus cultivos se requiere un 
profundo conocimiento acerca de aspectos que van desde su fisiología, formas 
de crecimiento y reproducción, hasta su comportamiento y particularidades del 
desarrollo. La falta de esta información limita el desarrollo de tecnologías para 
el cultivo, por consiguiente es muy importante el desarrollo de ciencia y 
tecnología en especies con potencial acuícola para suministrar la proteína 
necesaria a las generaciones presentes y futuras. 
 
En acuicultura, para determinadas especies de peces, son preferidos los 
animales de un determinado sexo, pues poseen mejores características 
productivas, estas características pueden ser un crecimiento más acelerado o 
una maduración sexual tardía, un crecimiento acelerado permite obtener peces 
de mayor peso en un menor tiempo, con las ventajas económicas que conlleva  
 

http://www.fao.org/index_es.htm
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una puesta en el mercado más rápida y menos costosa. En cuanto a los 
tiempos de maduración sexual, los machos de muchas especies maduran en 
promedio un año antes que las hembras, los cambios secundarios causados 
por la maduración reducen el valor de mercado y obligan al productor a 
cosechar el producto antes de que haya logrado su crecimiento potencial 
completo. (Piferrer, 2001). Por tanto, el control de la proporción de sexos puede 
ser importantes para aumentar la rentabilidad en los cultivos de acuicultura 
(Hulata, 2001).  
 
1.1.Mecanismos de determinación sexual en vertebrados. 
 
Los mecanismos que controlan los eventos del dimorfismo sexual presentan 
una gran diversidad y plasticidad en vertebrados, los cuales reflejan esas 
diferencias en los mecanismos que desencadenan la determinación sexual a 
nivel transcripcional y post transcripcional en las rutas moleculares reguladoras 
del sexo (Bratus y Slota, 2006). 
 
La determinación sexual es el proceso genético, ambiental o una mezcla de 
ambos mediante el cual se establece el sexo del cigoto tras la fertilización, y 
este proceso en peces puede ser básicamente de dos tipos; Determinación 
Sexual Genotípica (DSG) y Determinación Sexual Ambiental (DSA), esto quiere 
decir que las señales primarias de la determinación sexual pueden ser 
genéticas o ambientales (Devlin y Nagahama, 2002; Penman y Piferrer, 2008).  
 
La DSG en los vertebrados incluyen dos tipos básicos heterogaméticos, el 
sistema XX / XY y el sistema ZZ / ZW, mientras que la DSA se debe a factores 
como temperatura, salinidad, fotoperiodo, calidad del agua, pH, nutrición e 
interacción social (Zarkower, 2001; Yoshimoto e Ito 2011). 
 
1.1.1. Determinación sexual genotípica (DSG) en vertebrados.  
 
Los componentes genéticos de cromosomas sexuales específicamente el 
sistema XY en mamíferos heterogaméticos y en algunos peces con el mismo 
sistema de determinación sexual han sido previamente establecidos. Sin 
embargo, dichos factores genéticos son aún desconocidos para la mayoría de 
los vertebrados donde existe el sistema ZW de hembras heterogaméticas como 
sucede en algunos anfibios (Zarkower, 2001). 
 
A pesar de esta diversidad todos los sistemas de determinación sexual 
controlan la gónada bipotencial, la cual se convertirá en ovario o testículo 
(Bratus y Slota, 2006).  
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En DSG existen tres sistemas básicos descritos, a) Sistema monofactorial, 
cuando se presenta un solo sexo heterogamético con cromosomas sexuales 
heteromórficos u homomórficos, b) Sistema multifactorial, cuando se presentan 
ambos sexos heterogameticos con cromosomas sexuales y c) Sistema 
polifactorial, cuando no existen cromosomas sexuales y los factores de 
determinación están distribuidos en todo el genoma (Vizziano, 2011). 
 
En los mamíferos existen genes reguladores del sexo en cromosomas 
sexuales. En efecto, el gen primario de la determinación sexual en la mayoría 
de los placentarios y no placentarios es conocido como SRY/Sry, el cual se 
encuentra en la región determinante del sexo dentro del cromosoma Y, el cual 
es el responsable de la formación de testículo en gónadas XY indiferenciadas 
(Sinclair et al., 1990; Koopman et al., 1991 Foster, et al., 1992). Esto significa 
que cuando están presentes los cromosomas XY, SRY induce una cascada de 
desarrollo sexual que conducen a la formación de un macho. De acuerdo con 
esto, SRY se expresa en las células pre- Sertoli (Albrecht y Eicher, 2001; 
Bullejos y Koopman, 2001) y es la primera evidencia de la expresión de genes 
de la diferenciación sexual en la gónada de mamíferos.  
 
Aunque el gen SRY/Sry que determina el sexo ha sido identificado en 
mamíferos, no se habían encontrado genes similares en otros animales 
vertebrados. Matsuda et al., (2002), describe en el pez Medaka (Oryzias 
latipes) el primer gen determinante del sexo en animales no mamíferos, este 
gen fue llamado DMY (Y-specific DM-domain gene) y es un homologo de 
DMRT1(Doublesex and mab 3 related transcription factor 1), un gen 
conservado de la cascada de determinación sexual en vertebrados.  Aunque en 
los vertebrados se presentan diferentes rutas (macho heterogamético, hembra 
heterogamética, determinación sexual ambiental) este gen parece jugar un rol 
central en el proceso de determinación sexual (Marshall Graves y Shetty, 
2001). Un árbol filogenético basado en la secuencia de aminoácidos incluyendo 
el dominio-DM, muestra que DMY se deriva de DMRT1 inmediatamente antes 
de la especiación entre O. latipes y O.curvinotus (Matsuda et al., 2003).  
 
Durante el desarrollo normal de medaka DMY es expresado sólo en las células 
somáticas de gónadas XY. Estos hallazgos sugieren fuertemente que DMY es 
un gen sexo especifico necesario para el desarrollo testicular. Matsuda et al., 
(2003) menciona que DMY es un gen dominio-DM específico en el cromosoma 
Y, necesario para el desarrollo de machos. También menciona que O. 
curvinotus presenta el gen DMY en el cromosoma Y, que es homólogo al 
cromosoma Y de medaka y que DMY se expresa en los embriones XY. Sin 
embargo en la mayoría de los peces no se ha registrado aún un gen maestro 
determinante del sexo, por lo que se desconocen los mecanismos moleculares 
precisos para la mayoría de las especies. 
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En la rana africana Xenopus laevis, se ha descrito un gen ligado a la 
determinación sexual genética conocido como DM-W (W-specific DM-domain 
gene) aislado de un parálogo de DMRT1,  esta especie presenta una hembra 
heterogamética ZZ / ZW, este descubrimiento introduce un nuevo modelo de 
ZZ / ZW provocado por DM-W y DMRT1 en X. laevis (Yoshimoto & Ito, 2011). 
 
En el Pejerrey patagónico (Odontesthes hatcheri) la hormona antimulleriana-y 
(AMHy) se ha propuesto como un mecanismo alternativo hormonal para el 
control transcripcional de determinación del sexo en vertebrados, lo que 
sugiere la presencia de otros sistemas de determinación sexual aún no 
descritos (Hattori et al., 2012) 
 
Por último en la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) el gen sdY (dimórfico 
sexual asociado a cromosoma Y) que es relacionado con el sistema inmune fue 
descrito como gen maestro en la determinación del sexo ligado exclusivamente 
al cromosoma Y (Yano et al., 2012).  
 
1.1.2. Determinación sexual por temperatura (DST) en peces teleósteos. 
 
La determinación sexual por temperatura sin duda es la forma mas estudiada 
en peces, se han identificado rutas bioquímicas y moleculares involucradas en 
la diferenciación sexual, sin embargo algunos resultados sugieren la presencia 
de otros moduladores endógenos en los procesos de diferenciación, los cuales 
todavía permanecen desconocidos. (Devlin y Nagahama, 2002; Baroiller  et al., 
2009; Strüssmann y Nakamura, 2002; Lance, 2008; Ospina-Álvarez y Piferrer, 
2008; Shoemaker, 2009). Aunque los genes determinantes del sexo comienzan 
sus procesos en el cerebro, la temperatura puede influir en la estructura-
función de las proteínas y enzimas que participaran en la producción de 
esteroides sexuales y así sesgar la proporción sexual (Devlin y Nagahama 
2002). 
 
En especies gonocoristas la DST se puede manifestar de las siguientes formas: 
a) Bajas temperaturas producen hembras y a altas temperaturas se producen 
machos (en algunos casos la respuesta puede ser parcial a bajas 
temperaturas); b) Bajas temperaturas producen machos y a altas temperaturas 
se producen hembras; c)  A altas y bajas temperaturas se producen machos, 
mientras que en temperaturas intermedias se producen tasas sexuales 
balanceadas (Figura 1).  
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Figura 1. Patrones de la determinación sexual por temperatura (DST) en peces. A) Incremento 
del porcentaje de machos en altas temperaturas (en algunos casos puede haber respuestas 
parciales o nulas en bajas temperaturas); B) Incremento del porcentaje de hembras en altas 
temperaturas; Incremento del porcentaje de machos en bajas y altas temperaturas (Ospina-
Álvarez y Piferrer, 2008). 
 
En la Tabla 1 Ospina-Álvarez y Piferrer (2008) muestran los datos que sugieren 
que existe determinación sexual por temperatura (DST) en algunos 
Atherinopsidos como Menidia menidia, M. peninsulae, Odontesthes 
bonariensis, O. argentinensis y O. hatcheri.  
 
Tabla 1. Datos de campo y laboratorio para la evaluación de DST en Atherinopsidos 
gonocoristas. 
 

 
1*Froese y Pauly (2008).    ‡Indica que existe mas de una temperatura intermedia. To =Temperaturas en grados Celsius. 
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1.2. Mecanismos de diferenciación sexual de peces teleósteos. 
 
La diferenciación sexual es el proceso mediante el cual un conjunto de 
mecanismos moleculares, genéticos, embriológicos, fisiológicos y morfológicos 
producen un macho o una hembra a partir de un cigoto originado por unos 
padres concretos y de un genotipo especifico en un ambiente dado (Bull, 
1983).  
 
Las gónadas contienen células germinales y secretan hormonas esteroideas 
que dirigen al organismo en la diferenciación sexual.  Este proceso en los 
peces es dependiente de los esteroides sexuales (andrógenos y estrógenos), 
donde los andrógenos masculinizan y los estrógenos feminizan cuando actúan 
sobre una gónada sexualmente indiferenciada (Piferrer, 2001). A nivel 
molecular se requieren de una gran cantidad de genes para el desarrollo de la 
gónada este proceso puede dividirse en tres partes: a) Formación inicial de la 
gónada indiferenciada, b) Periodo crítico de la determinación sexual, c) 
Diferenciación gonádica (Bratus y Slota, 2006). 
 
Para conocer los procesos de diferenciación gonadal en peces y del papel de 
las hormonas esteroideas en este proceso, se han aplicado numerosas 
técnicas como la histología clásica, inmuno-histoquímica, análisis de la 
expresión de genes e inducciones de inversión sexual (Nakamura et al., 1998; 
Guiguen, 2000; Devlin y Nagahama, 2002; Vizziano et al., 2007). 
 
El gen cyp19a1a codifica la enzima citocromo P450 aromatasa, la cual 
convierte la testosterona en 17β-estradiol (Figura 2), esta enzima es 
responsable de inducir el desarrollo y la diferenciación ovárica en los peces 
(Baroiller y D ́Cotta, 2001; Devlin y Nagahama, 2002; González, 2003).  
 
En peces la diferenciación sexual molecular temprana ha sido poco investigada 
y solo se tienen reportes bien documentados en el pez Medaka Oryzias latipes, 
con la expresión del DMY en el testículo temprano (Kobayashi et al., 2004). En 
Oncorhynchus mykiss y Oreochromis niloticus, la diferenciación morfológica del 
ovario, es precedida potencialmente por la síntesis de estrógeno, en este 
proceso se involucra directamente el gen cyp19a1a. (Guiguen, 2000; 
Nakamura et al., 2003). 
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Figura 2. Producción de 17β-estradiol por acción de la enzima aromatasa. 
 

Por otro lado, el papel de andrógenos durante la diferenciación testicular en 
peces sigue siendo un tema de debate, a pesar de que los tratamientos 
androgénicos puedan inducir funcionalmente una completa masculinización 
fenotípica en hembras genéticas (Liu et al., 2000; Devlin y Nagahama, 2002), el 
potencial para la síntesis de andrógenos no siempre puede ser detectado antes 
de diferenciación testicular en peces teleósteos (Nakamura et al., 2003). En  
Oreochromis niloticus se ha sugerido que la síntesis de andrógenos está 
ausente durante este proceso (Nakamura et al., 1998; Nakamura et al., 2003) 
sin embargo en Oncorhynchus mykiss, algunos estudios apoyan la idea de que 
los andrógenos endógenos pueden conducir a la diferenciación testicular (Liu 
et al., 2000; Govoroun et al., 2001; Vizziano et al., 2007). Un gen que participa 
en el proceso de diferenciación testicular en tetrápodos (Lu et al., 2007), es el 
DMRT1/Dmrt1 (Doublesex y mab 3 related transcription factor 1) y aunque en 
peces esta presente, su papel en la diferenciación gonadal tampoco es 
comprendida ampliamente (Fernandino et al., 2008a).  
 
La expresión de Dmrt1 de vertebrados también ha sido bien documentada en 
los peces teleósteos, como la Tilapia Oreochromis niloticus (Guan et al., 2000), 
trucha arco iris Oncorhynchus mykiss (Marchand et al., 2000), el pez cebra 
Danio rerio (Guo et al., 2005), el pejerrey Odontesthes Bonariensis, 
(Fernandino et al., 2008ª, Hattori et al., 2009), el pejerrey O. Hatcheri (Hattori et 
al., 2008) y el pez blanco Chirostoma estor (Rodríguez y Martínez-Chávez, 
2011).  
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1.3. Importancia del modelo de estudio: El pez blanco de Pátzcuaro 
Chirostoma estor. 
 
El pez blanco del lago de Pátzcuaro Chirostoma estor desde tiempos 
prehispánicos ha sido fuente importante de proteínas para los pobladores de la 
región, además de tener gran importancia económica, ecológica y social para 
las comunidades P´urhépechas de la zona lacustre (Arredondo, 1998). 
Después de la conquista española se introdujeron nuevas tecnologías 
agrícolas y ganaderas, además comenzó un crecimiento y urbanización que 
propicio la deforestación de grandes áreas de bosque, por lo que actualmente 
existen problemas de erosión, azolve, reducción de flora, fauna y 
contaminación del lago (Martínez-Palacios y Ross, 2005).  
 
Chirostoma estor pertenece a la familia Atherinopsidae, la cual ésta 
representada en su mayoría por peces de origen marino, las especies del 
genero Menidia ahora renombradas Chirostoma al parecer quedaron aisladas 
recientemente debido a la perdida del mar interior que alguna vez conectó a los 
océanos Pacífico y Atlántico. Lo anterior debido a los movimientos tectónicos 
que formaron el altiplano mexicano. Estos lagos salados a finales del Terciario 
cambiaron a dulceacuícolas (Uribe-Alcocer y Díaz-Jaimes, 2003; Ross y 
Martínez-Palacios, 2004b;; Martínez-Palacios y Ross, 2005) debido a que los 
procesos volcánicos produjeron un compartimiento del drenaje, al ser captada 
la antigua cuenca del río Lerma por el sistema Grande-Santiago y originar a los 
lagos michoacanos y al de Chapala (Demant y Robin, 1975).  
 
Dichas especies dulceacuícolas del genero Chirostoma que son ahora 
endémicos de los lagos del altiplano mexicano, tienen similitudes con otros 
Atherinopsidos marinos debido a que comparten ancestros comunes. Estos 
peces producen huevos muy pequeños con poco vitelo, presentan gotas de 
aceite y baja supervivencia en los primeros estadios de desarrollo, también 
poseen características eurihalinas pues toleran salinidades de hasta 15 g L-1 
(Martínez-Palacios et al., 2002c y 2004). Los peces dulceacuícolas que son 
miembros del género Chirostoma incluyen 18 especies y 6 subespecies, 
divididos en dos grupos, el grupo Jordani y el grupo Arge. Al grupo Jordani 
pertenecen los llamados peces blancos con tallas grandes y al grupo Arge, 
pertenecen peces pequeños llamados comúnmente charales. 
 
La población de Chirostoma estor actualmente está en peligro de extinción y su 
tamaño ha decrecido de manera alarmante en los últimos años debido 
principalmente a contaminación, la sobrepesca y la falta de programas serios 
para su conservación, otras especies similares en el altiplano mexicano se 
encuentran en las mismas condiciones (Martínez-Palacios et al., 2002a). Las 
comunidades P´urhépechas ribereñas han sustentado su economía en la 
pesca de esta y otras especies nativas del lago y su extinción potencial implica 
un impacto directo en los ingresos económicos locales. Los  gobiernos  
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federales y estatales no han planteado mecanismos prácticos para la 
recuperación y aprovechamiento integral de la cuenca del lago de Pátzcuaro. 
Debido a lo anterior se han propuesto algunas soluciones al problema: 1) 
Translocación de las especies a lugares mejor conservados 2) Desarrollo de un 
programa de acuicultura que genere una nueva industria que permita una 
reducción en la pesca del lago y contribuya a la protección de la economía 
local (Ross y Martínez-Palacios, 2004a; Ross et al., 2006).  
 
Desde el año 1999 se han realizado algunos estudios en el Instituto de 
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) de la UMSNH para el 
desarrollo de la biotecnología del pez blanco Chirostoma estor, planteándose 
como la única posibilidad viable para garantizar la supervivencia de la especie 
in vivo. Los estudios se han desarrollado en temas como la evaluación de las 
estructuras bucales y faríngeas de larvas y juveniles, estructuras en el huevo y 
las primeras larvas, primera alimentación y tracto digestivo, destete, nutrición, 
estudios sobre temperatura y salinidad en el crecimiento de larvas, y el 
desarrollo del ciclo biológico cerrado en cautiverio (Martínez-Palacios et al., 
2002c; Martínez-Palacios et al., 2006).  
 
Los Atherinopsidos en general son un modelo de estudio para entender los 
procesos de la determinación sexual. En Odontesthes bonariensis (especie con 
DST) se observo las primeras señales de la diferenciación sexual gonadal a la 
séptima semana post-eclosión (spe) en una temperatura 100% feminizante 
(TF) de 17oC, y a la sexta (spe) en una temperatura 100% masculinizante (TM) 
de 29oC, con respecto a la diferenciación molecular se observo el incremento 
en la expresión de dmrt1 durante la cuarta (spe) en la (TM), los valores de 
expresión de este gen siempre se mantuvieron bajos en la (TF). Para el gen 
cyp19a1a se incremento en la sexta (spe) en la (TF), presentándose bajos en 
la (TM), cabe mencionar que las diferencias moleculares fueron observadas 
antes de la diferenciación histológica de las gónadas (Fernandino et al., 2008a). 
 
La apoptosis gonadal está asociada con la masculinización de Odontesthes 
bonariensis y por lo tanto, está ausente en las gónadas en las hembras, lo que 
sugiere que en el pejerrey este es el sexo original embrionario (Hattori et al., 
2009 y Strüssmann et al., 2008). Además han identificado algunos genes 
específicos para macho entre ellos dmrt1, amh, sox9, nr5a1, cyp11a1 y cyp11b 
(Fernandino et al., 2008a; Blasco et al., 2010), mientras que cyp19a1a, solo 
muestra expresión específica en hembras (Karube et al., 2007; Fernandino et 
al., 2008ª).  
 
En Odontesthes hatcheri (especie con DSG) se presentan tres isoformas de 
dmrt1 y su expresión molecular dimórfica no ocurre durante la gonadogénesis a 
21ºC, solo se observa expresión en el testículo y el ovario de peces adultos, sin 
embargo su expresión molecular es mayor en el testículo que en el ovario. Para 
el gen cyp19a1a se observo un aumento en la expresión de hembras  
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durante la cuarta semana post eclosión justo antes de la diferenciación ovárica. 
(Hattori et al.,2008). 
 
En el caso de los estudios relacionados con los mecanismos de diferenciación 
sexual en Chirostoma estor se ha reportado la presencia de cyp19a1a solo en 
ovario de peces adultos (Rodríguez y Martínez-Chávez, 2011). En estudios de 
la determinación sexual por temperatura Tello-Ballinas et al.,(2010), realizó el 
primer acercamiento para conocer si en este Atherinopsido existe DST o DSG. 
Reporta un experimento iniciado con larvas recién eclosionadas y cultivadas 
hasta los 90 días post eclosión, utilizó intervalos de 19, 21, 23, 25 y 27°C con 
fotoperiodo de 12L:12D y concluye que la mejor temperatura en términos de 
crecimiento y supervivencia fue de 25°C, mientras que la proporción sexual fue 
de 1:1 (hembra: macho) para todos los casos sin diferencias significativas entre 
los tratamientos, estos resultados sugieren que: a) No existe DST en esta 
especie, b) Que el periodo termolábil de esta especie ocurre en la 
embriogénesis como lo reportado por Baroiller et al., 1995; Strüssmann et al., 
1996, 1997; Blazquez et al., 1998; Redding y Patiño, 2000. 
 
Como conclusión de este trabajo se reporta que el sexo en C. estor se 
encuentra determinado a los 30 días post-eclosión (dpe) y que el periodo 
termolábil puede ocurrir durante la embriogénesis por lo que sugiere realizar un 
nuevo experimento con tratamientos térmicos extremos (17°C y 29°C) desde la 
etapa de huevo fertilizado hasta 30 dpe, para comprobar si existe un efecto por 
temperatura sobre la determinación sexual en Chirostoma estor (Tello-Ballinas 
et al., 2010)  
 
Actualmente debido a que la producción acuícola de Chirostoma estor es un 
cultivo de ciclo cerrado, se requiere mantener el control de la determinación 
sexual en la población de organismos, este factor es importante para la 
reproducción, el crecimiento y la engorda. Por lo tanto en este estudio 
pretendemos determinar la presencia de DST en la especie utilizando 
diferentes tratamientos térmicos a partir de la fertilización. La presente 
investigación contribuirá con el conocimiento del efecto de la temperatura sobre 
la determinación sexual, así como la descripción histológica de este proceso, 
estas bases servirán para desarrollar el paquete biotecnológico completo de 
esta especie de alto valor social, económico y ambiental. 
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2.-OBJETIVOS. 
 
2.1.-Objetivo General. 
 
Evaluar el efecto de la temperatura en la determinación sexual del pez blanco 
de Pátzcuaro Chirostoma estor. 
 
2.2.-Objetivos específicos. 
 

1. Evaluar el efecto de tres temperaturas 14, 21 y 29ºC en la proporción 
sexual fenotípica de Chirostoma estor, a través de estudios histológicos. 
 

2. Describir el periodo de inicio de la diferenciación sexual histológica a 
21ºC en Chirostoma estor. 
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3.-MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
3.1.Sistema experimental. 
 
El sistema experimental se coloco dentro de las instalaciones del Laboratorio 
de Acuicultura del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales 
(IIAF-UMSNH) en Morelia, Michoacán. El sistema fue de recirculación cerrada 
con capacidad de 672 litros para las tres temperaturas (14, 21 y 29ºC± 0.5), 
con una salinidad constante de 5 g.L-1 (Martínez-Palacios et al., 2004), y un 
fotoperiodo de 12 L / 12 O, con una fuente de abastecimiento de agua de pozo 
profundo que cuenta con un sistema de bombeo (Martínez-Palacios et al., 
2003). 
 
Los componentes del sistema experimental fueron: A) Nueve tinas de cultivo de 
56 litros, B) Nueve incubadoras cilíndricas de 6.3 litros, C) Sistema de bombeo, 
D) Sistema de filtración mecánica, biológica y lumínica (U.V.), E) Sistema de 
tuberías de alimentación y desagüe, F) Sistema de aireación, G) Sistema de 
iluminación fluorescente blanca (750 lm, 6500oK) y H) Sistema automático de 
control de temperatura (CW0500, Resun, China). En este sistema se 
distribuyeron las tres temperaturas (14ºC, 21ºC y 29ºC), los parámetros 
fisicoquímicos fueron controlados en el sistema durante todo el experimento, la 
salinidad fue monitoreada con un refractómetro ATAGO, Mod. S/Mill-E 0-100 g 
L -1, la temperatura mediante un termómetro de mercurio (-20 a 110oC), el 
amonio, pH y nitritos con un kit de medición colorimétrica HACH (modelo FF-3) 
y el oxígeno disuelto con un oxímetro modelo YSI 51B. 
 
El flujo de las tinas de cultivo fue de 174 L.H-1, en las incubadoras el flujo fue de 
19.2 L.H-1. Las incubadoras se colocaron en el interior de la tina de cultivo 
(Figura 3), como se sugiere para Chirostoma estor  en el trabajo de Tello-
Ballinas et al.,(2010). 
 

 
 
Figura 3. Incubadora cilíndrica de PVC con  capacidad de 6.3 litros para incubación de huevos 
y mantenimiento de larvas de C. estor. 
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3.2.Metodología experimental. 
 
En el experimento se utilizaron 2500 huevos fertilizados de tres parejas de 
reproductores (3♀ y 3♂) de la planta de producción de pez blanco Chirostoma 
estor (IIAF-UMSNH), los organismos fueron sedados con una solución 
alcohólica de benzocaína de 12 mg.L-1 (Sánchez-Blanco, 2006). Con el fin de 
mantener un control sobre la carga genética de los padres, se obtuvieron los 
productos sexuales de cada pareja por separado con presión abdominal 
manual, después se realizó el proceso de fertilización in situ a una temperatura 
de 23ºC (Martínez-Palacios et al., 2002b), una vez finalizado este proceso los 
reproductores se regresaron a la planta de producción (Figura 4). 
 

 
 

Figura 4. Procedimiento de obtención de huevos fertilizados de C. estor. 
 
 
Posteriormente los huevos fertilizados de cada pareja (1♀ y 1♂) se 
distribuyeron en las tres temperaturas experimentales hasta finalizar el 
tratamiento térmico, cabe mencionar que el proceso de aclimatación a cada 
temperatura se realizo con el aumento o disminución de 1oC.H-1, los 
tratamientos térmicos (n=3) finalizaron a los 30 días después de la eclosión. 
Una vez concluido el tratamiento térmico los organismos fueron aclimatados a 
la temperatura control (21ºC) y se mantuvieron por 60 días más, con el objetivo 
de obtener organismos de mayor tamaño para realizar los estudios 
histológicos, y poder determinar la tasa de proporción sexual (%♀ y %♂) en 14, 
21 y 29ºC (Figura 5).  
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Figura 5. Procedimiento experimental para evaluar el efecto de 14, 21 y 29º C en la proporción 
sexual fenotípica de C.estor. 

 
La alimentación fue a base de alimento vivo ad libitum, durante los primeros 15 
días se proporciono Rotifero (Brachionus plicatilis) en densidades de 20 
rotíferos/mililitro. Una vez finalizada esta fase se proporciono nauplios recién 
eclosionados de Artemia sp. hasta los 90 días post eclosión para finalizar la 
fase experimental (Martínez-Palacios et al., 2002c). Al final del experimento se 
obtuvieron al azar 40-60 organismos de cada temperatura experimental (14, 21 
y 29ºC), que fueron sedados y sacrificados con un choque térmico de agua 
helada según criterios utilizados por (Hattori et al., 2009). Posteriormente se 
determinó el peso final promedio con una balanza analítica Denver Instrument 
modelo APX-200, la tasa de eclosión y la tasa de supervivencia. Las muestras 
biológicas individuales fueron diseccionadas para obtener el tronco, cabeza y 
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cola por separado, el tronco fue utilizado para determinar la proporción sexual 
fenotípica y la respuesta térmica entre la progenie de las diferentes parejas. 
Para determinar a 21ºC el periodo de inicio de la diferenciación sexual 
histológica se obtuvieron 20 larvas cada semana desde 1 a 30 días post-
eclosión. 
 
Para obtener los datos histológicos, los tejidos se fijaron en una solución Bouin 
(HT10132 Sigma-Aldrich) durante 24 horas y fueron almacenados en etanol al 
70%, posteriormente se realizaron series ascendentes de etanol hasta el 100% 
(Uria et al.,1998), para ser incluidos en parafina altamente pura enriquecida 
con polímeros (K93091409 Merck-Histosec), se efectuaron cortes transversales 
de 6 µm con un micrótomo (Leica Jung-Histocut 820), los cortes se montaron 
en portaobjetos de vidrio y fueron teñidos con hematoxilina-eosina (Hattori et 
al., 2009). Las preparaciones se observaron con un microscopio óptico y se 
determinó la proporción sexual fenotípica (Figura 6), según los criterios 
utilizados por Strüssmann et al., 1996b; Strüssmann et al., 1997.  
 

             
 
Figura 6. Procedimiento histológico para la determinación de la proporción sexual fenotípica en 
larvas de C.estor. 
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3.3.Análisis estadísticos. 
 
Los análisis estadísticos se realizaron con el software Sigma Plot (v.11.00, 
Systat Software Inc.). La significancia de la tasa de eclosión y supervivencia, la 
proporción sexual fenotípica y la respuesta térmica entre la progenie de las 
diferentes parejas se determinó por una prueba de X2 con un valor de 
significancia de p≤0.01. (Cuadras, 1991), Los datos morfométricos de peso final 
promedio se analizaron con la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov´s y 
la prueba de Bartlett para conocer la varianza entre los grupos. Los conjuntos 
de datos que se distribuyeron normalmente se analizaron con una ANOVA de 
una vía con una prueba posterior de Tukey de comparaciones múltiples. Los 
datos que se distribuyeron de forma no paramétrica se analizaron con una 
prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba Dunn´s para establecer la 
significancia entre los tratamientos. El valor de significancia para estas pruebas 
fue de p ≤ 0.05. 
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4.- RESULTADOS.  
 
4.1. Calidad de Agua. 
 
Durante toda la fase experimental la calidad de agua se encontró dentro de 
niveles seguros sin presencia detectable de amonio total, los promedios en los 
resultados de las mediciones de la variables se muestran en la Tabla 2. 
 
Tabla 2. Calidad de agua en el sistema experimental para larvas de C. estor durante el 
experimento en 14,21 y 29ºC. 
 

 
 
 
4.2. Tasa de eclosión, supervivencia y peso final promedio de las 
progenies. 
 
Las tres parejas de reproductores utilizadas proporcionaron un total de 2500 
huevos, de los cuales 1000 huevos se distribuyeron en 29oC, 1000 huevos en 
14oC y 500 huevos en 21oC. Las tasas de eclosión para la progenie de la 
primera pareja fueron de 30.4, 52,4 y 60,8%; en la segunda pareja fueron 16.0 
y 40.0 13.0% y para la tercera pareja, 42.0, 69,0, 41.0%, en 14, 21 y 29oC 
respectivamente, se encontraron diferencias significativas en todos los 
tratamientos para todas las parejas (ver Tabla 3).  
 
La  supervivencia al finalizar el experimento fue de 7.8, 91,6 y 37.1% en la 
progenie de la pareja 1; 14.5, 83,3 y 38,4% en la pareja 2; y 25.0, 81,1 46,3% 
en la pareja 3, a 14, 21 y 29oC respectivamente, con diferencias significativas 
entre todos los tratamientos para todas las parejas como se muestra en Tabla 
3. El peso final promedio para la progenie de la primera pareja fueron de 
216.67±57.7, 555.0±82.5 y 680.0±226.1 mg, para la segunda pareja fueron 
257.14±78.6, 640.0±131.3 y 750.0±191.1 mg, finalmente para la pareja 3 
fueron de 252.38±51.1, 545.0±139.4 y 723.0±133.5 mg, en 14, 21 y 29oC 
respectivamente, para las parejas 1 y 2 no existen diferencias significativas 
entre los tratamientos de 21 y 29oC, sin embargo existen diferencias 
significativas entre estos tratamientos y 14oC, únicamente en la pareja 3 
existen diferencias significativas entre los tres tratamientos (Tabla 3). 
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Tabla 3. Tasa de eclosión, Tasa de supervivencia y Peso final promedio de las progenies de C. 
estor cultivados experimentalmente a 14,21 y 29ºC durante 30 dpe, y mantenidos hasta los 90 
dpe en 21ºC. Superíndices indican para cada variable, diferencias significativas entre todos los 
tratamientos para cada pareja. 
 

 
 
 
4.3. Descripción histológica de gónadas en el inicio de la diferenciación 
sexual.  
 
En el día 1 post eclosión (dpe) las gónadas se encuentran en fase temprana 
indiferenciadas con forma redondeada (Fig. 7-A), existe presencia de células 
somáticas y germinales primordiales; a los 30 dpe se pueden observar 
presuntos testículos en fase temprana (Fig. 7-B) en los que también se 
observan células germinales primordiales y células somáticas; en esta misma  
edad también se observan presuntos ovarios (Fig.7-C) en el inicio de la 
apertura de la cavidad ovárica, con la presencia de células germinales 
primordiales y células somáticas. Cabe mencionar que en los diferentes cortes 
histológicos analizados en hembras y machos se distingue un patrón de 
desarrollo gonádico de izquierda a derecha y de la zona cefálica a la caudal de 
los organismos. 
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Figura 7. Desarrollo temprano de la gónada en larvas de C. estor a 21oC. (A) Gónada no diferenciada en 
1 dpe. (B) Presunto testículo en 30 dpe. (C) Presunto ovario en 30 dpe. MS, Mesorquio; PGc, Célula 
Germinal Primordial; SC, Células somáticas; POc, Presunta cavidad ovárica; Barra de escala = 20 micras. 
 
4.4. Descripción histológica de gónadas sexualmente diferenciadas.  
 
Con el análisis de histología gonádica, se observó que los organismos de 21 y 
29ºC presentaron patrones de desarrollo similar, sin embargo para el caso de 
14ºC existe un desarrollo gonádico menor en ambos sexos. En la Figura 8-A se 
observa el testículo de un organismo a 14ºC con lóbulos testiculares poco 
desarrollados, en la Figura 8-C se observan testículos de organismos de 29ºC 
con lóbulos testiculares bien desarrollados, para todos los casos se cuenta con 
presencia de ducto espermático, espermatogónias, espermatocítos de primer 
orden, células de Sertoli, Leydig y somáticas. Con respecto a las hembras en 
14ºC (Figura 8-B) se observaron ovarios en fase I, que se caracteriza por 
presentar ovogónias, ovocítos en paquiténo y diploténo, algunos ovarios se 
encontraron en fase II (cavidad ovárica, ovogónias, ovocítos en paquiténo, 
diploténo y perinucleolares). En las temperatura de 29ºC (Figura 8-D) todos los 
ovarios se encontraron en fase II, para todas las temperaturas se observó los 
cuerpos de Balbiani y las células somáticas. 
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Figura 8. Aspecto histológico de testículos (A, C) y ovarios (B, D) en  larvas de 90 días de edad 
expuestos a 14oC (A, B) y 29oC (C, D). El tamaño de los peces (longitud estándar) es el siguiente: A) 
29,29 mm, B) 33.71 mm, mm C) 40.21 y D) 40.33 mm). Estructura testicular (A, C). MS, mesorquio; SG, 
Espermatogónias; SCy, Espermatocísto; TL, Lóbulo testicular; PS, Espermatocítos primarios; SD, 
Conducto espermático; SE, Células de Sertoli; LE, Células de Leidyg; SC, Células somáticas; BC, Vaso 
capilar; E, Eritrocito; Barra de escala = 20 micras. Estructura ovárica (B, D). MS, Mesorquio; OC, Cavidad 
ovárica; Og, Ovogónias; DO, Ovocítos primarios en diploténo; PO, Ovocítos primarios perinucleolares; 
GV, Vesícula germinal; SC, Células somáticas; Asterisco, Cuerpo de Balbiani;  Barra de escala = 50 
micras. 
 
4.5. Proporción sexual fenotípica y respuesta térmica entre progenies.  
 
Debido a que los productos sexuales de cada pareja se mantuvieron por 
separado en los diferentes tratamientos la proporción sexual fenotípica y la 
respuesta térmica entre progenies pudo analizarse de manera independiente 
para cada pareja. 
 
Para la progenie de la primera pareja se obtuvo un 67, 65 y 90% de machos a  
14, 21 y 29oC respectivamente con diferencias significativas entre 29oC y los 
demás tratamientos. En la segunda pareja se presentaron 57, 55 y  64% de 
larvas fenotípicamente machos, sin diferencias significativas entre todos los 
tratamientos y finalmente en la tercera pareja se obtuvo un 48, 75 y 92% de 
machos en 14, 21 y 29oC respectivamente, con diferencias significativas entre 
todos los tratamientos ( Ver Tabla 4). 
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Tabla 4. Proporción sexual fenotípica de las progenies de C. estor cultivados 
experimentalmente a 14,21 y 29ºC durante 30 dpe, y mantenidos hasta los 90 dpe en 21ºC.  
n= Número de organismos experimentales por temperatura en cada pareja. Superíndices 
indican para cada variable, diferencias significativas entre todos los tratamientos para cada 
pareja. 
 
 

 
 
 
En la Figura 9 podemos observar claramente de manera gráfica la respuesta 
térmica entre las progenies, en la pareja 1 no se advierte un efecto de la 
temperatura a 14 y 21ºC, sin embargo a 29oC se observa una clara influencia 
de masculinización con un 90% de machos. En el caso de la segunda pareja 
no se distingue una consecuencia significativa de ningún tratamiento térmico, 
en la pareja 3 las diferentes temperaturas experimentales afectan directamente 
la proporción de machos en la progenie ya que a 14ºC se observa un 48% y 
conforme aumenta la temperatura encontramos un mayor porcentaje de 
organismos masculinizados hasta llegar a un 92 % en 29ºC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo 
Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales. 

Programa Institucional de Maestría en Ciencias Biológicas.   
El efecto de la temperatura en la determinación sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma 

estor (Jordan 1880). 
  

 
 

CORONA HERRERA-2013 
 

 

26 

 

 
 
 
Figura 9. Respuesta térmica entre progenies de larvas de C. estor cultivados 
experimentalmente a 14,21 y 29ºC durante 30 dpe, y mantenidos hasta los 90 dpe en 21ºC. 
 
Cuando comparamos los resultados entre las progenies a una misma 
temperatura encontramos que a 14º C no existen diferencias significativas 
entre las 3 parejas, en la temperatura de 21ºC no existen diferencias entre la 
pareja 1 y 2, sin embargo entre estas progenies y la pareja 3 si existen 
diferencias significativas, finalmente en la temperatura de 29ºC existen 
diferencias significativas entre las tres progenies.  
 
Por último si utilizamos los promedios generales de las tres progenies por cada 
temperatura, la proporción sexual fenotípica resultante en este experimento es 
de 85% de machos a 29oC, 65% a 21oC y 55% a 14oC, con diferencias 
significativas entre todos los tratamientos. 
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5.- DISCUSIONES Y CONCLUSIONES.  
 
Actualmente los peces de la familia Atherinopsidae se han convertido en 
modelos interesantes para comprender algunos mecanismos de determinación 
sexual por temperatura en vertebrados. En este trabajo se analizo la presencia 
de DST y se describió el inicio de la diferenciación sexual histológica en 
Chirostoma estor.  
 
Las diferencias significativas en la tasa de eclosión así como en la tasa de 
supervivencia entre los diferentes tratamientos (Tabla 3), mostraron que existe 
una influencia clara cuando se exponen a los peces a temperaturas extremas, 
en este experimento era importante que se llegara a estos extremos térmicos 
que la especie soporta, ya que el DST se manifiesta de manera puntual bajo 
estas condiciones. Estas diferencias significativas también nos indican que la 
temperatura control de 21oC está de acuerdo con las temperaturas óptimas de 
crecimiento y supervivencia (22 y 25ºC) reportado previamente para esta 
especie (Martínez-Palacios et al.,2002ª). Según estos resultados se observa 
que en cultivo esta especie, tolera mejor temperaturas altas que temperaturas 
bajas, además se sugiere que la temperatura tiene efectos a posteriori, ya que 
el tratamiento térmico únicamente se proporcionó en los primeros 30 dpe y 
después todos los organismos se mantuvieron durante 60 días a 21ºC. Sin 
embargo es importante llevar a cabo experimentos a largo plazo para evaluar 
el efecto de la temperatura en la incubación, el crecimiento y la supervivencia 
de esta especie que ayuden a determinar el umbral térmico de un cultivo a 
nivel comercial.  
 
En el trabajo realizado por Tello-Ballinas et al.,(2010), se reporta que no 
existen diferencias significativas en la proporción sexual fenotípica entre los 
tratamientos térmicos, cuando se exponen a las larvas recién eclosionadas. Sin 
embargo como se comprobó en el presente trabajo, cuando se exponen a los 
organismos a temperaturas extremas altas durante la etapa de embriogénesis 
existe un efecto masculinizante puntual manifestado en las progenies de la 
primera y tercera pareja a 29ºC con una proporción de 90% y  92% de machos, 
respectivamente.  
 
Estos resultados son similares a los reportados para otras especies de 
Atherinopsidos como M. peninsulae (Yamahira y Conover, 2003), O. 
argentinensis (Strüssmann et al., 1996a), O. hatcheri (Strüssmann et al., 1997) 
y Menidia menidia (Conover y Heins, 1987), donde se observa una 
combinación de DST/DSG (Ospina-Álvarez y Piferrer, 2008). Este trabajo 
también demuestra que a una temperatura baja de 14ºC no existe un efecto 
significativo en el proceso de feminización como se observa en O. bonariensis, 
O. hatcheri  y M. peninsulae en los cuales se reportó un 100%, 89% y el 90% 
de hembras respectivamente (Strüssmann et al., 1997; Strüssmann et al., 
1996a; Yamahira y Conover, 2003). En este sentido, C. estor es similar a M. 
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menidia donde se reporta alrededor de un 50% de hembras obtenidas en las 
bajas temperaturas probadas (Conover y Heins, 1987). 
 
Parece necesario suponer que los diferentes modelos de los efectos de DST 
en peces propuesto por Ospina-Álvarez y Piferrer (2008), se basan en diversos 
mecanismos y niveles de acción, permitiendo la plasticidad y variedad de los 
mismos para el control del sexo. Por otro lado, el grado de implicación de estos 
mecanismos dentro de cada modelo parece ser más especie-específicas y 
variables entre individuos. En este estudio, estas diferencias fueron evidentes 
cuando se analizaron las progenies de las diferentes parejas (Tabla 4). La 
diferencia de la proporción de sexos entre crías en este estudio podría deberse 
a las respuestas genéticas independientes de cada pareja de reproductores 
(Figura 9). Sin embargo, se necesitan estudios más detallados para aclarar y 
precisar los mecanismos implicados en dicha variación y si están involucrados 
componentes genéticos o epigenéticos. 
 
La presencia de hembras en altas temperaturas de Chirostoma estor podría 
sugerir que esta especie presenta ciertos mecanismos genéticos que controlan 
en algún nivel bioquímico o molecular la influencia de la temperatura y que 
permiten la expresión de cyp19a1a y la consecuente producción de 
estrógenos. Con el fin de aclarar si en esta especie es posible sesgar la 
población en un 100% hacia el sexo masculino como sucede en O. bonariensis 
(Strüssmann et al., 1997) se recomienda realizar un experimento donde se 
utilice un glucocorticoide como el cortisol o la dexametasona en dósis de 0.4 a 
0.8 mg/g (Hattori et al., 2009), agonista de receptores que inducen la apoptosis.  
 
De la misma manera se pueden plantear experimentos que expongan a los 
organismos a temperaturas aun más extremas (31ºC) pero únicamente durante 
el periodo de embriogénesis así podrá comprobarse si con la temperatura se 
puede sesgar la proporción sexual fenotípica a un 100% machos, evitando de 
esta manera altas mortalidades por la exposición prolongada a tratamientos 
térmicos después de la eclosión. 
 
Estos resultados sugieren claramente que existe una mezcla de mecanismos 
DST/DSG en Chirostoma estor, debido a que los efectos se observan de 
manera variable entre las diferentes progenies además de que el efecto 
únicamente es claro cuando se aplican los tratamientos térmicos durante la 
embriogénesis. En conjunto estos resultados con los que reporta Tello-Ballinas 
et al.,(2010), sugieren que la presunta ventana termolábil en esta especie se 
encuentra en algún momento entre la fertilización y  la eclosión como ha sido 
reportado en O. hatcheri (Strüssmann et al., 1996a). 
 
Un informe reciente sobre el papel potencial del gen AMHy como control 
maestro del sexo en O. hatcheri durante el período termolábil  (Hattori et al., 
2012) y el sdY en O. mykiss (Yano et al., 2012); sugieren que varios 
mecanismos genéticos podrían influir en la determinación sexual de los peces. 
Por lo que se recomienda realizar estudios en Chirostoma estor para describir 
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la batería de genes que están involucrados en la determinación sexual de esta 
especie durante el periodo de embriogénesis. 
 
La descripción histológica de las gónadas primordiales entre el día 1 y 30  post-
eclosión indican que el inicio de la diferenciación histológica de la gónada es 
alrededor de los 30 dpe (Fig. 7) y presentan un patrón antero-posterior y de 
izquierda a derecha similar a lo descrito para O. bonariensis (Strüssmann y Ito, 
2005). Estos resultados sugieren que la diferenciación molecular de las larvas 
ocurre en etapas muy tempranas de desarrollo, sin embargo, se requieren de 
varios estudios a profundidad para la descripción del proceso de la 
diferenciación histológica, bioquímica y molecular en las gónadas de C. estor 
para clarificar el desarrollo gonadal en esta especie.  

 
Al final del experimento (90 dpe) las gónadas muestran claramente 
identificables testículos y ovarios (Figura 8) independientemente de las 
variaciones en el peso final promedio (Tabla 3), que pudo deberse a los 
cambios en el metabolismo debido a la exposición de las diferentes 
temperaturas experimentales.  
 
Sin duda los mecanismos de determinación sexual por temperatura son muy 
variables y en general todavía no se entienden en su totalidad. Los actuales 
resultados sugieren que debido a que la ventana termolábil se produce antes 
de la eclosión y C. estor en el medio natural habita en zonas poco profundas, 
es una especie más propensa a la influencia de temperaturas altas en el medio 
ambiente, por lo que la dinámica natural de la población de esta especie podría 
ser sensible al cambio climático, ya que un incremento en la temperatura de los 
lagos naturales provocarían un incremento de la proporción fenotípica de 
machos en las poblaciones silvestres con la consecuente tendencia de la 
especie hacia la extinción, aunado todo esto a los problemas por 
contaminación, sobrepesca y la falta de programas serios para su 
conservación. La información producida por este trabajo también puede ser 
aplicada para controlar la proporción sexual en la acuicultura comercial de esta 
importante especie. 
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Abstract 
Chirostoma estor is an endangered freshwater atherinopsid endemic to central 
Mexico. In this work we investigated the prescence of temperature-dependent 
sex determination (TSD) mechanisms that could be applied as a 
biotechnological tool for sex control in the culture of this species. This 
information could be useful also as a bioindicator of anthropogenic or climate 
change effects on its reproduction. 
 
For this work gametes from three single pair broods were manually fertilized, 
immediately divided in three groups, and incubated at 14, 21, and 29ºC. These 
thermal treatments were continued through hatching until 30 days after hatching 
(dah). All groups were then transferred to 21ºC. About 40-60 fish per treatment 
were sampled at 90 dah and processed histologically to determine phenotypic 
sex ratios. Also to determine the onset of sexual histological differentiation at 
21ºC we sampled 20 larvae each week from hatching to 30 dah.  
 
The proportions of males for the first brood were 67, 65 and 90% (p≤0.01), to 
second brood, 57, 55 and 64 % (p≥0.05), and to the third brood 48, 75 and 
92%(p≤0.01); at 14, 21, and 29oC respectively. Thermal treatments applied 
from fertilization show a clear effect in biased phenotypic sex ratios in brood 1 
and 3, wich translates to substantial differences in the response of each brood 
to temperature. The histological differentiation onset was determined at 30 dah 
showing presumptive testis and ovaries with presence of somatic and primordial 
germ cells and the opening of the primordial ovarian cavity. 
 
These results suggest that incubation at high temperatures during embryonic 
development can lead to male-biased sex ratios in this species. The effects of 
lower and medium temperatures were not so clear, suggesting a mixture of 
genotypic and TSD mechanisms in C. estor as in other atherinopsids. 
Moreover, the histological differentiation onset was observed around 30 dah 
and suggests that molecular differentiation occurs early in the first larvae 
stages, however more studies are required to clarify the gonadal development 
in this important species. 
  



Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo 
Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales. 

Programa Institucional de Maestría en Ciencias Biológicas.   
El efecto de la temperatura en la determinación sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma 

estor (Jordan 1880). 
  

 
 

CORONA HERRERA-2013 
 

 

39 

Introduction 
 
The sex determination process in most vertebrates including fish is driven by 
genetic or environmental or both factors during early stages of development 
(Korpelainen, 1990; Strüssmann and Patiño, 1999; Bull, 2008).  Thus, sex-
determining mechanisms can broadly be classified as genotypic (GSD) or 
environmental (ESD) of which, temperature-dependent sex determination (TSD) 
is the most understood (Bull, 1983; Valenzuela et al., 2003) and reported in 
over 13 families of fish (Ospina-Alvarez and Piferrer, 2008).  
 
As in other complex processes sex determination is bound to be controlled by 
actions of numerous molecular and biochemical pathways (e.g. transcription 
factors, steroidogenic enzymes, receptors and second messenger systems, 
etc.)  Leading to synthesis of specific proteins (Devlin and Nagahama, 2002). 
Such proteins themselves can be influenced by temperature, changing their 
structure and function, affecting phenotypic sex and population dynamics in the 
wild (Devlin and Nagahama, 2002; Strüssmann and Nakamura, 2002; Lance, 
2008; Ospina-Alvarez and Piferrer, 2008; Baroiller et al., 2009; Shoemaker, 
2009).   
 
At the molecular level, a number of master sex genes have already been 
identified such as SRY in eutherian and metatherian mammals (Sinclair, et al., 
1990; Foster, et al., 1992), DMY/ dmrt1bY in Oryzias latipes (Matsuda, et al., 
2002; Nanda, et al., 2002) , DM-W in Xenopus laevis ( Yoshimoto, et al., 2008) 
and DMRT1 in chicken (Smith, et al., 2009), all these being transcriptional 
factors crucial for gonadal sex determination. Additionally two no transcriptional 
genes are describe as control in sex determination, in Patagonian Pejerrey 
(Odontesthes hatcheri) the Anti mullerian Hormone-y (AMHy) has been 
proposed as a hormone-related alternative mechanism for the transcriptional 
control of sex determination in vertebrates (Hattori et al., 2012). Also in 
Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) an immune-related gene was described 
as master sex-determining gene, called (sdY) sexually dimorphic on the Y 
chromosome (Yano et al., 2012).  
 
The resulting effects of temperature on phenotypic sex ratios in gonochoric fish 
have been reported to occur in accordance to the following models: a) Low 
temperatures produce female biased sex ratios and high temperatures produce 
male-biased sex ratios, (In some cases, the response may be partial) b) Low 
temperatures produce male-biased sex ratios and high temperatures produce 
female-biased sex ratios, c) Male-biased sex ratios are produced at low and 
high temperatures, while balanced sex ratios are produced at intermediate 
temperatures (Ospina-Alvarez and Piferrer, 2008). 
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However, despite the previously stated and the fact that the resulting 
consequences of temperature on sex determination are well known, the precise 
molecular interplay and metabolic pathways leading to them remain unclear in 
fish and other non-mammalian species (Ospina-Alvarez and Piferrer, 2008; 
Guerrero-Estevez and Moreno Mendoza, 2010; Hattori et al., 2012). 
 
Atherinopsid fish have recently become interesting models of study as they 
present several types of TSD mechanisms.  For example, masculinization is 
observed at high temperatures for Menidia menidia (94% males at 28oC) and M. 
peninsulae (74% at 32oC) (Conover and Kynard, 1981; Conover and Heins, 
1987; Yamahira and Conover, 2003). Also, in other three Atherinopsid species 
of the genre Odonthesthes, partial and complete masculinization TSD 
mechanisms have been reported were O. argentinensis presented up to 45% 
males at 25oC, O. hatcheri 69% at 25oC and O. bonariensis 100% males at 
29oC (Strüssmann et al., 1996ª; Strüssmann et al., 1997).  
 
Species with TSD have been proposed to be reliable indicators of the biological 
impact of global warming, since temperature-induced sex ratio shifts constitute 
a direct fitness response to thermal fluctuation and hence population dynamics 
(Janzen, 1994). 
 
The endemic Mexican freshwater silverside Chirostoma estor is an endangered 
atherinopsid species with critically low wild populations mainly due to pollution, 
overfishing and lack of conservation programs (Martinez-Palacios et al., 2002b). 
Since 1999 studies have been conducted to develop the culture biotechnology 
of this species, as means to ensure their survival. In this work we set out to 
determine the presence of TSD mechanisms by histological gonadal sex 
differentiation and to describe gonadal structure in this species. The information 
produced in this work broadens the knowledge on TSD mechanisms and is vital 
to understand, monitor and foresee population dynamics under global warming 
conditions in this landlocked species. Additionally, it could prove useful as a 
biotechnological tool for monosex culture of this social, economic and 
environmentally important species. 
 
Materials and Methods 
 
Experimental system 
 
All experiments were held at the aquaculture laboratory (IIAF-UMSNH) facilities 
in Morelia, Mexico. The experimental system consisted of nine 60-litre aquarium 
tanks  (3 per replicate) each one containing 6.3 litres cylindrical hatching pipes 
attached to mechanical, biological and UV filtration with water flow of 174 L H-1.  
Automatic temperature control was provided by a heater-chiller (CW0500, 
Resun, China) used throughout the system. 
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The complete closed water recirculation system was constantly monitored for 
temperature, salinity (5 g L-1) (Martinez-Palacios et al., 2004) and a photoperiod 
of 12 light-12 dark periods with fluorescent commercial bulbs (750 lm, 6500K). 
In all cases water quality was monitored in the system throughout the 
experiments, salinity was monitored with a refractometer (S/Mill-E 0-100 g L-1, 
Atago, Japan) temperature with a mercury thermometer (-20 to 110oC), 
ammonia, pH and nitrite with a colorimetric test kit (FF-3, HACH, USA) and 
dissolved oxygen with an oximeter (51B, YSI, USA).  
 
Methods 
 
In order to determine the presence of TSD and the thermolabile window in C. 
estor, two independent experiments where carried out: 
 
Experiment 1. Post hatching effects of temperature on sex ratio of C. estor 
 
For this experiment, approximately 5000 eggs pooled from ten different 
broodstock couples where manually stripped, fertilized and incubated at 23oC. 
Once hatched, fish were divided in three thermal treatments, 19, 23 and 27oC 
with their respective replicates (n=3). After 30 days of thermal exposure, fish 
from treatments at 19oC and 27oC were gradually acclimated (1oC H-1) to the 
control temperature (23oC) and maintained for further grow out up to 90 (dah). 
This was done to ensure survival of enough fish at the end of the trial in both 
treatments. Fish density at the start of the trial was 3 larvae ltr-1 and were fed ad 
libitum Brachionus plicatilis and artemia nauplii the first 30 dah while on the last 
60 dah they were offered a commercial micro diet (Otohime S-1) at a daily rate 
of 3% biomass weight.  
 
Experiment 2. Post fertilization effects of temperature on sex ratio of C. estor 
 
In this experiment, 2500 eggs from three different broodstock couples where 
manually stripped and fertilized at 23oC and intentionally kept separate in order 
to assess parental differences on offspring sex fate. Fertilized eggs of each 
couple were distributed in such a way that eggs of each couple were subjected 
to all three thermic treatments (n=3), 14, 21 and 29oC. Thermic treatments 
ended at day 30 after hatching (dah) and all treatments were then acclimated at 
21oC (control temperature) and maintained for 60 days longer for on growing as 
in exp 1. Feeding consisted of live B. plicatilis and artemia nauplii offered ad 
libitum during 90 days, based on (Martinez-Palacios et al., 2002b). Fish density 
and acclimatization process was performed as previously described in 
experiment 1. 
 
Monitoring and sampling 
 
At the end of both experiments, 40-60 larvae were randomly obtained from 
each treatment/couple and were sedated with ice water and culled as 
previously mentioned for other Atherinopsid species (Hattori et al., 2009). 
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Hatching, survival rate and mean final weight, was recorded. Individual larvae 
were dissected at the trunk for gonadal histology description purposes, in order 
to determine phenotypic sex ratio and thermal sex ratio response between 
broods in the case of Exp. 2. Also at 21oC were obtained 20 larvae every week 
from 1 dah to 30 dah in order to determinate when the histological 
differentiation process begins.  
 
Tissues were fixed in Bouin's solution (HT10132, Sigma-Aldrich, USA) for 24 
hours and were stored in 70% ethanol, then were performed ascending ethanol 
series (Uria et al., 1998), for inclusion in paraffin enriched with highly pure 
polymers (K93091409-Histosec, Merck, Germany) cross sections were made of 
6 microns with a microtome (Jung-Histocut 820,Leica, Germany), sections were 
mounted on glass slides and were stained with hematoxylin-eosin-phloxine 
(Hattori et al., 2009). Preparations were observed with a light microscope and 
the phenotypic sex was determined according to criteria used for Atherinopsids 
by Strüssmann et al., (1996b and 1997). 
 
Statistical analyses 
 
Statistical analyses were performed with Sigma Plot software (v.11.00, Systat 
Software Inc.). The significance on hatching rate, survival, phenotypic sex ratio 
and thermal sex ratio response between broods was determined by X2 test. The 
mean final weight data sets were tested for normality (Kolmogorov- Smirnov´s 
test) and equal variance among groups (Bartlett's test). Data sets that were 
normally distributed were analyzed with one-way ANOVA with post hoc Tukey´s 
test for multiple comparisons. Non-parametric data sets were analysed with 
Kruskal-Wallis test followed by post hoc Dunn´s test to establish significance 
between treatment groups. Significance was set at p≤ 0.05 for all analysis 
except for X2 that was set at p≤0.01. 
 
Results 
 
Water quality 
 
At all times, water quality was within safe levels with no trace of ammonia. 
Ambient conditions (S‰, OD, pH, NH3, NH4, NO2) and especially temperature 
were constantly monitored and maintained around ± 0.5oC close to 
experimental temperatures at all times.   
 
Gonadal description 
 
In experiment 2 at 1 dah, early undifferentiated gonads shows a rounded like 
shape, with presence of somatic and primordial germ cells (PGC´s) as see in 
Fig. 1-A, at 30 dah were observed presumptive testes (Fig. 1-B) showing PGC´s 
and somatic cells (SC), also were observed presumptive ovaries (Fig. 1-C) in 
the onset of ovarian cavity opening, with the presence of PGC´s and somatic 
cells.    
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Fig.1. Early gonad development of C. estor larvae at 21oC. (A) Undifferentiated gonad at 1 dah. (B) 
Presumptive Testis at 30 dah. (C) Presumptive Ovary at 30 dah. MS, mesorchium; PGc, Primordial Germ 
Cell; SC, somatic cells; POc, Presumptive Ovarian Cavity; scale bar = 20 microns. 
 
In exp. 1, presence of testicular lobes in development with spermatogonia, 
spermatocysts, first order spermatocytes, spermatic duct, Sertoli, Leydig and 
somatic cells were observed in fish raised under 19, 23 and 27oC (Fig. 2-A). 
Similarly, male gonads raised at 14oC in exp. 2 had testicular lobes in 
development; fish testes at 21 and 29oC had testicular lobes well developed as 
show in figure 2-C. In females of both trials ovaries were observed in phase I; 
characterized by oogonia, pachytene and diplotene oocytes and phase II with 
oogonia, pachytene, diplotene and perinucleolares oocytes, (Fig. 2-B and 2-D). 
 
The hatching rate from the fertilized pool of eggs in exp. 1 (brood 1) was 78.5% 
at 23oC and survival rate at 90 dah were 29.3%, 47.2% and 48.1% at 19, 23 
and 27oC respectively with significant differences between 27-23o. The mean 
final weight were 218.43 ± 10.3, 266.02 ± 12.2 and 275.96 ± 13.1 mg at 19, 23 
and 27oC respectively. No significant differences were found between 27 and 
23oC, however significant differences between these treatments and 19oC were 
found (Table 1). 
 
In experiment 2 the hatching rates at 14, 21 and 29oC were to second brood, 
30.4, 52.4 and 60.8%; to third brood were 16.0, 40.0 and 13.0 % and to brood 
fourth were, 42.0, 69.0, 41.0% with significant differences in all treatments by 
each brood (Table 1).  Survival at 90 dah were 7.8, 91.6 and 37.1% in brood 2; 
14.5, 83.3 and 38.4 % in brood 3; 25.0, 81.1 46.3 % in brood 4, at 14, 21 and 
29oC separately, with significant differences in all treatments as show in table 1 
by each brood.  
 
The mean final weight were for second brood, 216.67±57.7, 555.0±82.5 and 
680.0±226.1 mg, for third brood were 257.14±78.6, 640.0±131.3 and 
750.0±191.1mg, finally to fourth brood were 252.38±51.1, 545.0±139.4 and  
723.0±133.5 mg, at 14, 21 and 29oC correspondingly, with no significant 
differences between 21 and 29oC, nevertheless significant differences was 
observed among these treatment and 14oC for brood 2 and 3, but significant 
differences was observed in brood 4 for all treatments (see Table 1). 
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Fig. 2. Histological appearance of testes (A, C) and ovaries (B, D) in 90 day old juveniles reared at 27oC 
(experiment 1; A, B) and 29oC (experiment 2; C, D). Fish size (body standart length) is as follows: A) 29.29 
mm, B) 33.71 mm, C) 40.21 mm, and D) 40.33 mm). Testicular structure (A,C). MS, mesorchium; SG, 
spermatogonia; SCy, spermatocyst; TL, testicular lobe; PS, primary spermatocytes; SD, spermatic duct; 
SE, Sertoli cells; LE, Leidyg cells; SC, somatic cells; BC, blood capillary; E, erythrocyte; scale bar = 20 
microns. Ovarian structure (B,D). MS, mesorchium; OC, ovarian cavity; Og, oogonia; DO primary oocyte in 
diplotene; PO, primary oocyte perinucleolar stage; GV, germinal vesicle; SC, somatic cells; Asterisk, 
Balbiani body; BC, blood capillary;  scale bar = 50 microns.  
 
Sex ratio 
 
In exp. 1, the male proportions of fish out of the pooled eggs, raised after hatch 
at 19, 23 and 27oC was found to be 40% (n= 40), 52% (n= 60), and 50% (n= 
60) respectively with no significant differences between them.  
However, in exp. 2 fish raised under different thermal treatments were kept 
separated by broodstock origin, sex fate could also be analysed per broodstock 
couple that originated them. As such, 67, 65 and 90% of fish resulted male from 
the first brood with significant differences between 29 vs. 21 and 29 vs. 14oC. In 
the second brood 57, 55 and 64 % of the fish resulted phenotypic males with no 
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significant differences between them and finally in the third brood 48, 75 and 
92% of the fish were phenotypic males at 14, 21, and 29oC respectively, with 
significant differences between all of them  (Table 1). 
 
Table 1. Hatching rates, survival, growth, and sex ratios of C. estor incubated and reared at different 
temperatures from after (experiment 1) or before (experiment 2) hatching to 90 days after hatching.  
(a,b,c) indicate significant differences between each treatment and each brood.  
 

 
 
Discussion 
 
Atherinopsid fish have become interesting models for understanding 
temperature sex determination mechanism in vertebrates. In this work we 
analyzed the presence of TSD in C. estor and the presumptive thermolabile 
window in this Atherinopsid species. For this, we exposed fish to several 
thermal treatments after (Exp.1) and previous to hatching (Exp. 2).  
 
Experiment 2 showed hatching rate in the high (29 oC) and low temperature 
(14oC) is significantly inferior in all broods. In exp. 1 Survival rates are differently 
between the lowest temperature (19oC) and the other ones (23 and 27 oC). In 
experiment 2 survival rates for all treatments and broods are significantly 
different, these results indicate that high and low temperatures were in the 
extreme range of what is supported by C. estor and control temperature for both 
experiments (21 and 23oC) is in agreement with the optimal growth and survival 
temperatures (22 and 25oC) reported previously for this species (Martinez-
Palacios et al. 2002ª). 
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Indeed in our experience, this species tolerates better high temperatures than 
low temperatures in captivity. However, it is important to carry out long-term 
experiments to evaluate the effect of temperature on incubation, growth and 
survival of this species and determinate the thermic threshold for commercial 
culture. 
 
In exp. 1 we show that sex ratio of newly hatched C. estor larvae is not affected, 
when exposed to different thermal treatments (19, 23 and 27 oC) for 30 dah 
(Table 1). On the other hand, when fish were exposed to similar thermal 
treatments (14, 21 and 29 oC) during early development (fertilization up to 
hatch) a typical TSD masculinizing effect was observed in high temperatures. In 
such trial, the phenotypic male proportion obtained in brood 2 and 4 (90% and  
92%) at 29oC were significantly different, and is similar to that reported for other 
Atherinopsid species such as M. peninsulae (Yamahira and Conover, 2003), O. 
argentinensis (Strüssmann et al., 1996a), O. hatcheri (Strüssmann et al., 1997) 
and Menidia menidia (Conover and Heins, 1987), where a combination of 
TSD/GSD is observed (Ospina-Alvarez and Piferrer, 2008). Importantly 
however, low temperatures tested in this study (14 oC; Exp. 2) do not seem to 
have a clear feminizing effect as observed in O. bonariensis, O. hatcheri and M. 
peninsulae were 100%, 89% and 90% females were reported respectively 
(Strüssmann et al. 1997; Strüssmann et al., 1996a; Yamahira and Conover, 
2003). In this regard, C. estor is similar to M. menidia were no more than 50% 
females were obtained at the low temperatures tested (Conover and Heins, 
1987). 
 
It seems necessary to suppose that the different models of TSD effects in fish 
proposed by Ospina-Álvarez y Piferrer, 2008. rely in different mechanisms and 
levels of action, thus allowing the plasticity and variety of sex control 
mechanisms. On the other hand, the degree of involvement of GSD/TSD 
mechanisms within each model seems to be more species specific and variable 
between individuals. In this study, such differences were evident when larvae 
from different couples were analyzed (Table 1). The sex ratio difference found 
between broods in this study could be due to the genetic responses lead 
independently by each broodstock couple. However, more detailed studies are 
needed to clarify and pinpoint the mechanisms involved in such variation and 
whether genetic components or epigenetic mechanism´s are involved. The 
present results clearly suggest that a mixture of GSD/TSD mechanisms are at 
work in this species and because such effects can only be observed when 
thermal treatments are applied during early development, we propose that the 
thermolabile window occurs somewhere between fertilization and hatching as 
has been reported in O. hatcheri (Strüssmann et al., 1996a).  
 
A recent report on the potential role of AMHy as master sex regulator in O. 
hatcheri during the termolabile period (Hattori et al., 2012), and sdY in O. 
mykiss (Yano et al., 2012); suggests that several genetic mechanisms could be 
at work in fish. With that in mind further work is currently being developed to 
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describe sex candidate gene profiles during the thermolabile period found in the 
current work. 
 
The histological description of primordial gonads at 1 and 30 dah indicates that 
histological gonadic differentiation onset occurs around 30 dah (Fig. 1), and 
presents an anterior-posterior pattern from left to right and is similar to that 
described for O. bonariensis (Strüssmann and Ito, 2005). However further 
studies are required in order to have an in depth description of the histological, 
biochemical and molecular differentiation of the gonad of C. estor in order to 
clarify the gonadal development in this species.   
 
At the end of both experiments (90dah) the gonads show clearly identifiable 
testes and ovaries (see Fig.2) independently of the variances in mean final 
weight (Table 1). These differences between experiments are most likely due to 
the different feeding types and fish handling variability inherent to different 
experiments. However such differences did not affect gonadal differentiation 
between experiments (Fig.2).  
 
Temperature sex determination mechanisms are highly variable and in general 
are not fully understood. In this study we observed a mixture of genotypic and 
temperature-dependent sex determination mechanisms in Chirostoma estor as 
in other atherinopsids.  
 
The present findings suggest that because the thermolabile window occurs 
before hatching and C. estor spawns in shallow areas more prone to high 
temps in the wild, natural population dynamics in this species could be sensitive 
to climate change. This information could also be applied to control desired sex 
ratios in aquaculture in this social, economic and environmentally important 
species. 
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