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RESUMEN

En éste trabajo se probo la efectividad de la Diethyletilbestrol para dirigir el desarrollo
del sexo de embriones con el fin de obtener una poblacion monosexo de hembras, ésta hormona
fué administrada mediante el alimento a hembras gravidas de Xiphophorus helleri, peces de la
familia Poeciliidae conocidos como cola de espada.

Primero se hizo un bioensayo para determinar el tiempo y las dosis a emplear durante el
estudio. Las dosis usadas en el bioensayo fueron 25, 18.75, 12.5, 6.25 mg de Diethyletilbestrol
por Kg de alimento y un grupo control, el tiempo de tratamiento fué¢ durante el desarrollo
embrionario y un mes mas después del nacimiento. Las dosis utilizadas en el estudio fueron 5
mg/Kg, 7.5 mg/Kg, 10.0 mg/Kg, 12.5 mg/Kg y también un grupo control, durante inicamente el
desarrollo embrionario, se hicieron observaciones de la morfologia general del cuerpo de los
organismos, y de la gonada tanto para las hembras adultas de la primera generacion (F1), como
para los organismos de la segunda (F2) hembras y machos.

En el bioensayo se encontro que las dosis de 25 y 18.75 mg/Kg producian altas
mortalidades y las hembras nunca produjeron descendencia; con 12.5 mg/Kg se obtenia poca
descendencia pero predominantemente de hembras y con 6.25 se logro una descendencia de
100% hembras.

La ddsis donde se obtuvo mayor nimero de hembras en el estudio fué 10.0 mg/Kg con
84.3 %, seguida por 7.5 mg/Kg con 79.3 %; no observandose dafios en las gonadas de las
hembras F2 pero si en los machos quienes resultaron ser estériles. Para todos éstos organismos de
la F2 su morfologia corporal en tamaiio, forma y color no se vi6 afectada en ningun caso.



INTRODUCCION

En todas las épocas, el bienestar y la existencia misma del género humano han dependido
- en gran medida de los animales y plantas domésticas que le brindan alimento, vestido, medio de
trabajo, de transporte y de distraccion. (Jiménez y Aur6, 1994). Un gran porcentaje de éstos
organismos son de origen acuatico como los peces, ranas, camarones, algas y muchos otros que
han sido "seleccionados" por el hombre dando asi origen a la acuacultura.

Hasta el dia de hoy la acuacultura o cria y crecimento de organismos acuaticos, en
condiciones controladas, continia siendo una novedad; en escencia es un intento que el hombre ha
hecho desde tiempos antiguos para incrementar la produccion de los recursos acuaticos por medio
del manejo deliberado de ciertos procesos fisiologicos de los organismos (crecimiento y
reproduccion), acoplados a actividades culturales como la cosecha, procesamiento,
comercializacion y en su caso consumo de los mismos. (Lopez, 1994)

La acuacultura en América Latina ha comenzado a diversificarse para integrarse a otros
mercados mas desarrollados como el de Estados Unidos de Norteamérica; Alemania en Europa y
en Asia, Japon es el principal pais que comercia con productos acuicolas algunos de los cuales
proceden de México; una rama de ésta diversificacion la constituye el acuarismo, actividad que
incluye la colecta, produccion, exhibicion y comercializacion de productos acuaticos omamentales
tanto para el esparcimiento como para la ensefianza. (Armijo, 1994)

En México se cuenta con un amplia variedad de especies de omato tanto marinas como de
agua dulce que representan un gran potencial acuacultural y que requieren mayor atencion.
(Jiménez y Auro, 1994).

Es por ello que actualmente se realiza mucha investigacion respecto a las especies de
omato, primero porque la principal fuente proveedora de éstos organismos sigue siendo el medio
natural, mermando considerablemente las poblaciones y segundo porque son animales con un alto
potencial economico; algunas lineas de investigacion en ésta area son la reproduccion, el
comportamiento, la genética de poblaciones, patrones de color y genes ligados al sexo.

~ Diversos estudios se han enfocado en inducir o revertir el sexo del pez para obtener
poblaciones de un solo tipo, llamadas poblaciones monosexo (Yamazaki, 1983). Dado que el
proceso de diferenciacion sexual es diverso y labil hace que la reversion sexual mediante
hormonas sea posible en muchas especies de teledsteos. La induccion hormonal funciona como
una poderosa herramienta para entender el proceso de diferenciacion sexual y para producir
poblaciones monosexo para la industria de la acuacultura. (Pandian y Sheela, 1995)



Tal es el caso de los cultivos de peces con importancia econémica, donde se requiere la
separacion de organismos de acuerdo al sexo debido a que 1.- La madurez sexual es alcanzada
rapidamente y el organismo no ha llegado a una talla comercial, presentando entonces problemas
de sobrepoblacion, enanismo, infecciones y otros, 2.- Cuando se pretende cultivar a los
organismos de mejor apariencia, color y tamafio, y 3.- Cuando se quiere lograr algin otro fin
especifico con una poblacion monosexo.

Para lograr ésto se han hecho estudios donde la separacion de individuos por sexo se lleva
a cabo mediante la seleccion manual, las cruzas de especies para obtener hibridos y recientemente,
en la industria de la acuacultura, ha tomado un gran interés la administracion oral de hormonas
(Pelissero y Sumpter, 1992), pudiendo ser esteroides naturales 6 sintéticos.

Los estudios experimentales de manipulacion sexual por medio de hormonas, se han
incrementado y difundido debido al potencial econémico de los cultivos en donde la produccion
de crias monosexo es importante como son los de tilapia, salmonidos y carpas entre otros. En los
salmonidos la inversion sexual se ha realizado con estrogenos para producir hembras, incrementar
la produccion de huevo y para evitar la proliferacion de bacterias y hongos asociados con el
proceso de maduracion sexual. (Hunter y Donaldson, 1983).

La produccion de éste tipo de organismos ha permitido el desarrollo de lineas de hembras
para un manejo posterior. Esta técnica ha sido aplicada también a ciprinidos para conseguir
organismos de omato con caracteristicas morfoldgicas atractivas que vayan asociadas al sexo, asi
como evitar la reproduccion en medios naturales, en donde la carpa herbivora se ha empleado
como controlador de malezas acuaticas. (Shelton y Jensen, 1979)

La aplicacion dirigida de hormonas, ya sea naturales o sintéticas, se hace basicamente de
tres formas: Por inyeccion, por inmersion y a través del alimento, como antes se menciond. Las
dos primeras se usaron principalmente en los inicios de la utilizacion de técnicas de manipulacion
sexual, aunque actualmente se utilizan diversas convinaciones de las tres técnicas. (Hunter y
Donaldson, 1983; UNAM, 1988)

La aplicacion de la hormona en la dieta se ha popularizado debido a la introduccion de
esteroides sintéticos que contienen radicales metilo, etilo y propionato entre otros los cuales
confieren al esteroide la propiedad de ser mas estable y no degradarse al pasar por el tubo
digestivo, principalmente por el higado (Yamamoto, 1969; Hemandez, 1988), y es debido
también a que la hormona presente en el alimento, si se disuelve en el agua donde se hallan los
peces, su actividad sera minima o nula. (Hunter y Donaldson, 1983)

La reversion sexual por medio de hormonas es, probablemente, permanente debido a que
la accion de los genes sexuales esta restringida a un corto periodo de tiempo durante el desarrollo
temprano de las gonadas, quedando latentes o inactivos una vez concluida la diferenciacion sexual
de la gonada (Yamamoto, 1969). Pero, no solo los genes determman el sexo del pez sino que
también intervienen decisivamente las hormonas sexuales como lo mencionan Chan y Yeung
(1983), por lo que los esteroides deben ser administrados simultaneamente con la liberacion de las



hormonas naturales e incluso antes de que ocurra fa diferenciacion de la gonada (Hunter y
Donaldson, 1983).

Para obtener una poblacion monosexo mediante hormonas es necesario que la gonada de
los organismos a tratar tenga la potencialidad de desarrollarse ya sea como ovario o como
testiculo, que la especie a tratar presente dimorfismo sexual y un comportamiento sexual
especifico para poder evidenciar los cambios que se presenten. (Yamazaki, 1983)

La Diethyletilbestrol es un compuesto sintético, derivado del Dihidroxiestilbeno, que se
introdujo en 1938, activo por via oral con actividad estrogénica, no es un esteroide propiamente
aunque por su estructura tridimensional tiene ciertas caracteristicas en comun con las hormonas
esteroideas y por lo tanto actiia como tal. (Goldstein, 1978). (Fig. 1)
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Fig. 1: Formula quimica de la hormona Diethyletilbestrol. (Tomada de Goldstein, 1978)

Datos experimentales sobre la reversion sexual en teledsteos, indican que la diferenciacion
del sexo comienza después del nacimiento de los organismos, justo antes o después de iniciar su
alimentacion. ('Yamazaki, 1983)

En general, para todas las investigaciones realizadas se han usado crias en las que atin no
se ha definido ¢l sexo con la finalidad de que el primer alimento artificial que consuman contenga
la dosis del esteroide que se desea probar y que iniciara el cambio morfofisiologico de la gonada
pero, en poecilidos y otros peces viviparos el sexo se diferencia antes del nacimiento, por lo que la
administracion de los esteroides debe iniciarse durante el desarrollo embrionario de los peces
cuando atn se hallan en el ovario de las madres gravidas. (Yamazaki, op. cit).



El hecho de que el sexo en el poecilido X felleri se determimne en el desarrollo
embrionario (Kramer y Kallman, 1985), nos da ocasion para investigar si es posible dirigir dicha
determinacion del sexo, induciéndolo mediante la administracion de la hormona Diethyletilbestrol
a través del alimento a hembras gravidas, para asi obtener una poblacion monosexo de hembras; si
esto se logra en posteriores trabajos se podra contar con poblaciones de hembras que produzcan
mayores cantidades de crias y/o huevos, al contar con muchas hembras y pocos machos se
reduciran los gastos de mantenimiento (Goetz, et. al., 1979). Por otro lado poblaciones de solo
hembras son preferidas en el cultivo de truchas arcoiris, debido a que los machos son propensos a
madurar precozmente por lo que su crecimiento es menor y su conversion alimenticia es deficiente
lo que hace decrecer su calidad acuacultural (Hunter y Donaldson, 1983); situacion parecida
ocurre con las tilapias ya que al ser los machos teritorialistas aumentan el estress entre los otros
peces y cuando son cultivados en estanques naturales incrementan la turbidez del fondo cuando
construyen nidos ocasionando pérdidas al productor (Basavaraja, 1990).

Finalmente, sera posible obtener grupos de peces de omato hembras para su venta a

acuariofilos, una vez que se hallan determinado aquellas especies factibles de revertir el sexo y que
desarrollen carntacteristicas morfologicas atractivas en las hembras.

BIOLOGIA DE LA ESPECIE

El pez espada Xiphophorus helleri (Heckel,1848), perteneciente a la familia Poeciliidae,
es un organismo dulceacuicola caracterizado por un marcado dimorfismo sexual en el cual los
machos presentan la aleta caudal alargada y pigmentada (en forma de espada) y un o6rgano
intromitente llamado gonopodio formado por radios modificados de la aleta anal.(Fig. 2)

Fig. 2: A) Hembra y B) Macho de X. helleri (Tomado de Yamamoto, 1969): C) Porcion
distal del gonopodio. (Tomado de Meffe y Snelson, 1989)



El gonopodio favorece la fertilizacion intema de las hembras quienes, de acuerdo con
Tavolga (1949), presentan un periodo promedio de gestacion de 29 dias y potencialmente pueden
producir 12 camadas por aiio, tienen la capacidad de almacenar el esperma y producir, cada mes
aproximadamente, una nueva generacion de peces sin la intervencion del macho hasta por un aiio.
(Meffe y Snelson, 1989)

Normalmente tienen sexos separados y cada individuo mantiene el mismo sexo a lo largo
de su vida. Aunque en organismos de la especie X. helleri se ha dicho que presentan reversion
sexuzl de forma natural y ademas funcional, éste hecho ha sido ampliamente analizado y discutido
por reconocidos investigadores como Kallman 1984 (Meffe y Snelson, 1989), y Lodi (1979),
entre otros, mencionando que éste evento no ha sido demostrado y consideran que lo que parece
una reversion natural, real y funcional de hembras a machos es debida a la existencia de dos
tipos de machos dentro de la misma poblacion, un tipo que es de rapida diferenciacion sexual y
otro de muy lenta diferenciacion lo que lo hace parecer una hembra que revirtié hacia macho y
que es funcional, porque ademas éste tipo de macho tiene una forma de cuerpo muy similar al de
las hembras que son, por lo regular mas grandes y anchas que los machos, en cambio los machos
que se diferencian rapido son esbeltos y pequefios. (Yamamoto, 1969; Lodi, 1979 y Kallman,
1984)

Otro punto que hace dudar a algunos investigadores es la presencia de hembras
arrhenoideas, es decir, son hembras (jovenes o viejas) que tienen una disfuncion hormonal lo que
las hace desarrollar caracteristicas que las hace parecer machos, éstas NO son funcionales como
machos pero, al parecer, si como hembras. (Meffe y Snelson, 1989)

Segiin Milton (1983), éstos peces inician la maduracion sexual a los 27 mm de longitud
patrén, entre los 3 y 4 meses de edad. Presentan un cortejo caracterizado por la altemancia de
nados hacia adelante y atras del macho frente a la hembra. Meffe y Snelson (1989) mencionan que
Rosen en 1960, sugiere que tal movimiento podria acentuar, en apariencia, la longitud y
coloracion de la espada 0 que la espada acentiia los movimientos del macho, ésto con el fin de
conquistar a la hembra.

Los machos adultos llegan a medir entre 60 y 80 mm de longitud total y las hembras de 80
a 100 mm (Petrovicky, 1990), alcanzando éstas ultimas la madurez sexual entre los 4 y 6 meses de
edad, sus primeras camadas seran de 30 a 40 crias y podran llegar a los 60 0 mas. (Bailey, 1933)

Son comunes habitantes de la vertiente del Atlintico desde Veracruz, México, hasta
Centroamérica. Introducido artificialmente a la cuenca del Balsas y al Valle de México. (Alvarez,
1970) (Fig. 3)
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Fig. 3: Ubicacion geografica de algunas especies de Xiphophorus (Tomado de Kallman, 1975)

DESCRIPCION TAXONOMICA: (Segin Rosen, 1960, citado en Alvarez del Villar,

1970)
Phylum Chordata
Subphylum Gnathostomata
Clase Osteichthyies
Subclase Actinopterygii
Orden Cyprinodontiformes
Suborden Cyprinodontoidei
Familia Poeciliidae
Genero Xiphophorus
Especie Xiphophorus helleri (Heckel, 1848)

Nombre comiin Pez espada o Pez cola de espada.



ANTECEDENTES

Los poecilidos son una de las mas populares familias de peces usados en investigaciones
cientificas que incluyen una gran variedad de disciplinas tales como reproduccion y desarrollo,
genética mendeliana y de poblaciones, comportamiento (Beugrand, Goulet y Payette, 1991),
ecologia y estudios de evolucion, han sido utilizados también como controladores biologicos de
plagas (Kallman, 1975), en neuroendocrinologia (Golding y Pow, 1990), Toxicologia (Genten y
Danguy, 1990), Carcinogénesis (Anders, et al, 1990) y muchas otras.

Son de facil manejo, se adaptan muy bien a condiciones de laboratorio y su ciclo de vida
es relativamente corto. Razon por la cual son buscados por los investigadores y acuaristas, que
incluso han logrado variedades hibridas de mayor colorido y vistosidad que las silvestres. Estos
organismos se reproducen principalmente mediante la viviparidad y exhiben una fertilizacion
mterna.

Los efectos de los esteroides sobre la fisiologia de los peces son numerosos. La
administracion intencional de esteroides en la dieta se inicio hace ya bastante tiempo, con el fin de
incrementar el crecimiento de los organismos. Posteriormente, el mcremento en las dosis
adicionadas a la dieta han sido usadas para inducir reversion sexual. (Yamamoto, 1969;
Yamazaki, 1983).

Los poecilidos han sido utilizados en numerosos estudios cuya atencion se ha centrado en
los efectos causados por las hormonas esteroides sobre los caractéres morfologicos sexuales
secundarios y sobre la determinacion del sexo. En algunos casos los efectos de éstos tratamientos
sobre el comportamiento también son mencionados. (Liley, 1969; Yamazaki, 1983)

Baldwin y Goldin, (1940) reportan que en 1937, Witschi y Crown, pusieron testosterona
en el agua del acuario donde se mantenian hembras preiiadas de X helleri presentandose abortos
y la reabsorcion de embriones. Al tratar, de la misma forma a hembras adultas pero no prefiadas,
observaron que los ovocitos eran reabsorbidos y desarrollaron gonadas parecidas a testiculos pero
que no presentaban espermatogénesis; posteriormente Baldwin y Goldin mencionan que ellos
administraron 0.5 mg de propionato de testosterona a jovenes hembras de X helleri durante 19
semanas, lo que no sélo provoco el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias de los
machos, como la formacion del gonopodio y la prolongacion de la aleta caudal en forma de
espada, si no que también se indujo la masculinizacion de la gonada y la degeneracion de ovocitos.
Estos efectos fueron simultineos, y corroborados mediante un analisis histologico de los
organismos tratados y de los control.



Cohen (1946), encontré que al tratar con pregnonelona a hembras genéticas de X
maculatus, se inducian las caracteristicas masculinas. Estos "machos" sexo-revertidos exhibian el
patrén tipico de cortejo e mtentos de copulacion, pero de acuerdo con Tavolga (1949) el cortejo
es menos vigoroso que los verdaderos machos genéticos. En cuanto a la gonada se observo, en un
analisis histologico, pequeiia y con pocos ovocitos, tendiendo a la degeneracion y posteriormente
se vio la formacion de estructuras masculinas como el gonopodio, sus estructuras suspensorias y
la aleta caudal en forma de espada, éstos organismos fueron mas pequeiios que los controles. En
contraste, al tratar a los machos genéticos con benzoato de estradiol se desarrollaron como
hembras y eran perseguidas por los machos normales, siendo mas largos que los organismos
control, su gonada se observo bipartida en lugar de fusionada como en los machos control.

Clemens y colaboradores en 1966, trataron guppys con testosterona desde el nacimiento
hasta los 60 dias, encontrando después del tratamiento, un marcado incremento en el namero de
machos con respecto a las hembras 9:1, y aunque desarrollaron las caracteristicas sexuales
masculinas, presentaban deficiencias en el comportamiento reproductivo de la transmicion del
esperma.

Yamamoto, (1969) menciona que Essemberg en 1926, describe la diferenciacion sexual
de Xiphophorus helleri y apoyandose en ésta descripcion reporta lo que segun €l era una
completa reversion sexual espontanea, situacion que no ha sido demostrada hasta la actualidad y
afirma que desde 1937 cuando Berkowitz causo la formacion de ovo-testis por administracion de
estrogenos a machos jovenes de Lebistes reticulatus, se ha llevado a cabo la manipulacion con
hormonas naturales y sintéticas en especies como:

ESPECIE REFERENCIA
Lebistes reticulatus (Poecilia reticulata) Berkowitz (1937)
Salmo irideus (Salmo gairdneri) Padoa (1937)
Xiphophorus helleri Baldwin y Goldin (1940)
Platypoecilus maculatus (X. maculatus) Tavolga (1949)
S. trutta Ashby (1957)
Carassius auratus Yamamoto y Kajishima (1968)

Liley (1969), explica que Hildemann en 1954, ndujo el comportamiento de cortejo
masculino en hembras platys al tratarlas con methyltestosterona, desarrollando las caracteristicas
morfologicas masculinas; posteriormente cita a Laskowski 1954, quien trato a hembras inmaduras
y adultas de X. variatus con testosterona, ambas desarrollaron el gonopodio y la espada pero
tenian ciertas fallas en el cortejo reproductivo y concluye que, en general, los estrogenos pueden
suprimir el desarrollo del testiculo y de las caracteristicas sexuales secundarias en el desarrollo de
los machos genéticos. En cambio los androgenos promueven la formacion de estructuras
masculinas, en las hembras genéticas, aprovechando la potencialidad que tienen las células de
desarrollar dichas estructuras.

Yol



Nakamura y Takahashi (1973), trataron tilapias de 5 a 10 dias de nacidas administrandoles
50 mg/g de etinilestradiol en el alimento por diversos periodos de tiempo, obteniendo una
completa feminizacion en el grupo que fué tratado de 6 a 25 dias cubriendo completamente el
periodo de definicion de la gonada, por lo que no se presento ningiin macho en éste grupo.

Guerrero (1975), fué el primero en utilizar androgenos sintéticos para lograr reversion
sexual en crias de T. aurea, empleando ethyniltestosterona y metyltestosterona a 15, 30 y 60
mg/Kg de dieta por 18 dias. Con ethyniltestosterona a 60 y 30 mg/Kg produjeron 100 y 98% de
machos respectivamente. Con metyltestosterona a 30 mg/Kg también obtuvo un 98% de machos.
Sin embargo éste esteroide fué menos efectivo a 60 y 15 mg produciéndo 85 y 84% de machos
respectivamente. Los tratamientos no afectaron el crecimiento o la sobrevivencia.

Takahashi (1975a), probo con machos genéticos de P. reficulata dos hormonas
mezcladas con el alimento: Etinilestradiol a 125 y 150 mg/g y Dienestrol a 100 mg/g, la primera
por 30 dias y la segunda por 40. Encontré que etinilestradiol a 125 mg/g fué completamente
efectiva causando una completa feminizacion, para el caso de dienestrol no se logro la
feminizacion completa y por el contrario se observaron machos mas largos que lo normal
Finalmente observo que la primera hormona a 150 mg/g si producia feminizacion pero con ciertas
malformaciones por lo que considera que la dosis fué excesiva.

Hopkins (1979), por su parte administr6é oralmente Diethyletilbestrol a crias de 12 mm de
longitud total. Las concentraciones que utilizo fueron de 25 a 200 mg/kg de alimento con
duracién de 35 a 56 dias. Obteniéndo un maximo del 64% de hembras (T. aurea) con 100 mg/kg
durante 8 semanas, finalmente €l recomienda probar ésta hormona adicionada con Metaliburo que
es un agente bloqueador de la pituitaria, lo que quiza eleve los porcentajes de hembras a obtener y
que el tratamiento dure 6 semanas para que sea efectivo y no daiie las gonadas.

Yamazaki, (1983) menciona que Takahashi en 1975b trabajo con hembras gravidas de P.
reticulata, administrandoles metyltestosterona en el alimento a una concentracion de 400 mg/Kg
de alimento, con duracién de 8 a 10 dias antes del nacimiento y al nacer las crias fueron
alimentadas con una dieta normal. El afirma que éste tratamiento indirecto fué mucho mas
efectivo que el que aplico directamente a los peces de su trabajo anterior, logrando una reversion
sexual funcional; también comenta que Tayamen y Shelton en 1978, trabajaron con peces recién
nacidos de 8. niloticus administrindoles oralmente Diethyletilbestrol a 25 y 100 mg/kg de
alimento durante 25, 35 y 59 dias. Logrando una produccion de entre el 62 y 90 % de hembras,
notando que al comparar con el trabajo de Hopkins que trato a T. aurea, la inversion sexual fué
mas efectiva en S. niloticus.
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Hunter y Donaldson (1983), comentan que en salmonidos la inversion sexual orientada
para producir hembras ha sido llevada a cabo desde 1937 cuando Padoa utilizé juveniles de
Salmo irideus en inmersiones con estrona y concluye que los tratamientos en trucha deben
iniciarse justo después de la absorcion del saco vitelino y al recibir su primer alimento, si se inicia
posterior a éste periodo el tratamiento es iefectivo. Posteriormente vieron que al tratar los
huevos oculados en inmersiones con estrogenos el porcentaje de hembras obtenidas se elevaba
aln mas; también resaltan que los primeros investigadores en utilizar estrogenos smtéticos fueron
Eckstein y Spira en 1965, quienes trataron de esterilizar a peces de T. aurea con el proposito de
cultivo. Aplicaron los estrogenos en el agua de 50-1000 mg/l durante 5-6 semanas, entre los
estrogenos que utilizaron se encontraba la Diethyletilbestrol, que junto con las demas hormonas a
dosis superiores a 200 mg/l producian altas mortalidades. A 50 y 100 mg/l se presentaba
inhibicion de la gonadogénesis, resultando en la mayoria de los casos una completa esterilidad
logrando asi su objetivo. Mencionan también que Bardach y colaboradores en 1972, apoyaron la
produccion de poblaciones monosexo, solo hembras, con el fin de disminuir una actividad
destructiva como lo es la construcccion de nidos por parte de los machos. Afirmando que el
cultivo monosexo de machos, cuando éstos son territorialistas, tiene la desventaja de que aumenta
el stress y por lo tanto aumenta la mortalidad ocasionando pérdidas al productor. (Basavaraja,
1990). Elijiendo asi el cultivo de hembras.

Sower (1984), y colaboradores trabajaron con alevines de Salmo salar que fueron
tratados con Diethyletilbestrol a 10, 1.0 y 0.1 mg/kg de alimento por 60 dias, iiciando justo
después de la absorcion del saco vitelino, encontrando que a las dosis probadas no se obtuvo un
gran porcentaje de hembras, con 0.1 y 1.0 mg/kg lograron el 45 y 48 % respectivamente, con 10
mg/kg solo obtuvieron el 43% de hembras y del 5 al 17% de los peces fueron intersexuales. Estos
datos deben ser tomados con cuidado pues en éste estudio se probaron ademas de la hormona
otros factores que seguramente influyeron en tan bajos resultados.

Kramer y Kallman (1985), trabajaron con X helleri para saber si es posible determinar
fisicamente el sexo en estadios tempranos del desarrollo y encontraron que a partir de la etapa 18
del desarrollo embrionario (Segin Tavolga, 1949 a los 8.4 dias), es posible reconocer un
dimorfismo sexual basado en ciertos rasgos somaticos de la gonada.

Basavaraja (1990), aliment6 a peces de 8 a 10 mm de longitud total de tilapia con 25, 50 y
100 ppm de Diethyletilbestrol por 30 dias. Logré un 100% de feminizaciéon con 50 y 100 ppm, y
con 25 ppm obtuvo un ligero aumento de hembras respecto al grupo control. No observo
mtersexuales o estériles ni efectos nocivos en las dosis altas.



Kavumpurath y Pandian (1993), trabajaron con hembras gravidas de P. reficulata
administrandoles en el alimento androgenos sintéticos o naturales por un periodo de 5 a 24 dias
antes del nacimiento de las crias. Las poblaciones de solo machos fueron obtenidas con
androsterona, 19-nor-etiniltestosterona y 17a-etiniltestosterona a désis de 200, 300 y 500 mg/Kg
de alimento respectivamente. La 9(11)-dimetiltestosterona produjo una incopleta reversion y a
altas dosis (400 mg/Kg de alimento) se incrementaba la mortalidad. Encontraron que la
androsterona fué la hormona mas potente para producir la reversion sexual con la maxima
sobrevivencia y ademas funcionalidad.

Las observaciones hechas sobre especies de poecilidos sugieren que son organismos que
se pueden tratar hormonalmente para obtener reversion sexual durante la embriogénesis (tratando
a las hembras preinadas), después del nacimiento e incluso después de la maduracion sexual
logrando resultados satisfactorios empleando diversas técnicas, dosis y esteroides.

Actualmente se ha trabajado con 47 especies de peces (15 familias gonocoricos y 34
especies; 9 familias hermafroditas) usando uno de 31 (16 androgenos y 15 estrogenos) esteroides
para obtener poblaciones monosexo masculinas, poblaciones monosexo femeninas o poblaciones
estériles. (Pandian y Sheela, 1995)

Por lo anteriormente expuesto, para el presente estudio se plantean los siguientes objetivos:



OBJETIVOS :

- Conocer la dosis optima de Diethyletilbestrol para obtener una poblacion monosexo (Hembras).

- Describir los efectos causados por la hormona sobre la proporcion sexual en organismos de la
F2 de X. helleri.

- Describir los efectos morfologicos, externos y en gonada, causados por la hormona en los
Organismos.



METODOLOGIA
COLECTA Y ACONDICIONAMIENTO DE ORGANISMOS

Los peces de la especie Xiphophorus helleri se obtuvieron en el rio Las Estacas que se
localiza en el estado de Morelos, México, en los 18° 43' 48" de latitud Norte y 99° 06' 40" de
longitud Oeste, el 24 de febrero de 1992. (Fig. 4)

Los organismos se colectaron con un chinchorro playero de 10 mts. de longitud y luz de
malla de 0.5 pulgadas. Fueron transportados en tinas de plastico de 70x40x30 cms con 80 litros
de agua aproximadamente, con suministro constante de oxigeno por medio de una bomba
aireadora portatil.

Se llevaron al laboratorio de metodologia cientifica V (L-521) de la UNAM, Campus
Iztacala donde se acondicionaron a la vida de laboratorio colocandolos en un acuario de vidrio de
250 litros con una temperatura promedio de 25°C + 2 mediante termostatos de 100 watts; un pH
de 7.6, aireacion constante mediante bombas; el suministro de agua se tomo de la red de agua
municipal, previamente declorada por reposo durante 24 hrs.

Una vez en el laboratorio se identificaron las diferentes especies mediante las claves de
peces de Alvarez del Villar (1970), encontrandose 23 hembras y 18 machos ademas de otras
especies acompanantes que fueron desechadas.

Ya con los organismos identificados, se sacrificaron los parasitados 0 enfermos quedando,
en el mismo acuario, 18 hembras y 15 machos para permitir que se llevara a cabo la copulacion; se
alimentaron en dias intercalados con alimento seco para trucha-desarrollo Purina (ver APENDICE
I) ad libitum, y alimento vivo (Artemia sp, Tubifex sp.), de una a dos veces al dia, sifoneando los
restos y desechos cada tercer dia.

OBTENCION DE LA GENERACION F1

Al observarse hembras gravidas (ésto es cuando la region de la cavidad abdominal se
presenta muy abultada y de color obscuro), se les separé en otro acuario donde se les colocé en
matemidades de red o de plastico para permitir el nacimiento de las crias y evitar el canibalismo
por parte de los demas peces, ésto se continudé haciendo cada vez que habia hembras gravidas
para continuar obteniéndo organismos de primera generacion 6 Fl sin que se mezclaran los
diferentes grupos de edades.

Al dia siguiente del nacimiento de las crias (Generacion F1), cuando han digerido su saco
vitelino, se les comenzo a dar alimento preparado de la siguiente forma:
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El alimento seco Purina se trituré con mortero y se paso por un tamiz del niimero 50 con
abertura de 0.297 mm y un area abierta del 33.3%, se guardo en botes opacos de plastico con tapa
y se mantuvieron a temperatura ambiente. Este molido se hizo con el fin de que el alimento
pudiera ser tomado por las crias que son de una talla pequeiia, se administr6 ad libitum.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para determinar las condiciones a emplear en el estudio fué necesario primero hacer un
Bioensayo.

BIOENSAYO
Las condiciones a determinar en ésta parte fueron:

Las dosis de hormona a utilizar, el nimero 6ptimo de organismos a colocar por pecera, dado que
para éstos organismos sOlo se reportan densidades para acuarios de exhibicion y no de
produccion, y el tiempo de duracion de los tratamientos. También se hicieron observaciones sobre
el periodo de gestacion de los organismos de acuerdo a las condiciones de laboratorio impuestas,
asi como el namero de crias que puede tener una hembra y por tltimo ver el comportamiento
tanto reproductivo como de convivencia de las hembras gravidas.

Las crias de X helleri nacidas en el laboratorio (F1) fueron mantenidas en el acuario
donde nacieron hasta los 4 meses y a partir de entonces se separaron por sexo mediante la
observacion de caracteres sexuales como la presencia de gonopodio y el desarrollo de la aleta
caudal en forma de espada con aumento de pigmento en los machos y en las hembras ausencia de
tales caracteristicas.

Cuando los organismos cumplieron 6 meses se tomaron al azar 5 grupos de 16 hembras y
32 machos (proporcion 1:2), se colocé cada grupo en acuarios de vidrio de 54 litros (30x60x30
cms.) con filtro de caja, aireacion constante y termostato (25°C + 2), ademas se instalo un Timer
para mantener un fotoperiodo de 12ZHL:12HO. Estos peces se mantuvieron juntos por 48 hrs.
para permitir que se llevara a cabo la copulacion. Una vez pasado éste tiempo se extrajeron los
machos quedando tnicamente las hembras a las que se les continué alimentando normalmente
durante 10 dias, periodo en que ocurre la fecundacion ya que Hopper, (1943) habla de la
existencia de un periodo o intervalo de 7 dias, a partir del contacto de la hembra con el macho,
para asegurar la fecundacion de los huevos.

A partir del 11° dia se procedio a administrar el alimento hormonado, una vez al dia ad
libitum, como generalmente se acostumbra en éste tipo de estudios, hasta el nacimiento de las
crias (generacion F2) y durante un mes mas, dado que la hormona es msoluble en agua, el
alimento se dejaba para que los organismos lo consumieran a lo largo del dia y los restos eran
sifoneados cada tercer dia.
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En cuanto a la concentracion de hormona tomamos como base las dosis usadas para otros
organismos, como tilapia (Basavaraja, 1990) haciendo la conversion por talla de organismos, por
lo que se decidio utilizar 25, 18.75, 12.5, 6.25 y 0.0 mg/Kg de alimento.

Al cumplir un mes de nacidos los organismos F2 se les dejo de dar el alimento hormonado
y se les comenzo a dar alimento sin tratar inicamente molido hasta los 4 meses de edad, a partir
de ésta fecha se sexaron y contaron los organismos obtenidos por tratamiento. Respecto a las
hembras F1 se hicieron observaciones de comportamiento de convivencia y para saber si
consumian el alimento hormonado, que efectos les producia sobre la morfologia general del
cuerpo.

Este procedimiento solo se hizo una vez sin repeticiones. A lo largo del experimento se
hicieron observaciones de comportamiento para saber si los organismos se estresaban por la
densidad de peces en el acuario, esto se hacia observando continuamente a las hembras para saber
si se perseguian unas a otras provocando que algunas saltaran del acuario, hasta que finalmente las
persecuciones disminuyeron y por lo tanto dejaban de saltar fuera del acuario.

ESTUDIO

De los organismos de la F1 de 6 meses de edad se tomo un grupo de 40 hembras y 80
machos los cuales se repartieron entre 5 acuarios (es decir 8 hembras y 16 machos) que contaban
con las condiciones ambientales ya mencionadas para el bioensayo.

Para ésta parte del estudio, se cambiaron las dosis a 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, y 0,0 mg/Kg,
porque los resultados del bioensayo nos dieron la pauta a seguir en ésta parte del estudio, se
decidio reducir las dosis a utilizar partiendo de las ya conocidas, reducir también el tiempo de
administracion para que abarque tunicamente el desarrollo embrionario y saber si la hormona
resulta menos toxica y mas efectiva para obtener un mayor nimero de organismos que
principalmente sean hembras y ademas tener un ahorro en la cantidad de hormona a emplear en
éste tipo de procesos.

Al nacer las crias (F2) se separaron de las madres, se anoto la fecha de nacimiento, y una
vez que absorbieron el saco vitelino, se les dio alimento normal (sin tratar), hasta el desarrollo de
los caractéres sexuales secundarios aproximadamente a los 4 meses de edad tomandose, como
caracteristicas observables a simple vista, para machos la presencia de gonopodio ya formado 6 en
formacion asi como el desarrollo de pigmentos en la aleta caudal y 1a elongacion de la misma; para
las hembras una aleta anal con sus radios sin ninguna modificacion al igual que la aleta caudal.

En ésta etapa se contaron los individuos (F2) de cada sexo por tratamiento, después se
tomaron al azar 4 organismos de cada dosis (2 hembras y 2 machos) para observacion de la
gonada en microscopio estereoscopico. Esto también se hizo con las madres (F1), después de 20
dias de recuperacion, tomandose 2 organismos al azar de cada dosis.



Con los organismos restantes F2 se hizo una prueba de fecundidad colocando en acuarios
aparte 2 hembras hormonadas con 4 machos sin tratar y en otros 4 machos hormonados con 2
hembras sin tratar, se dejaron juntos durante 48 hrs. y se espero a que hubiera en caso de que
fueran fértiles desarrollo de embriones y posterior nacimiento de nuevas crias (F3).

Este procedimiento se realizo por triplicado, con hembras F1 nuevas para cada repeticion.

Los resultados fueron analizados por medio de una Chi cuadrada, (P<0.05), para las
proporciones sexuales, siendo los resultados obtenidos de los grupos hormonados los observados

y los del grupo control los esperados. Se utilizo el paquete estadistico SPSS/PC+. (Ver
APENDICE II)

Para conocer la efectividad de cada dosis de hormona, se calcularon los porcentajes
logrados en cada tratamiento, entendiéndose como efectividad a que cumple con la finalidad
propuesta, o sea aumento en el nimero de hembras y disminucion de machos.

Se utilizo el estadistico de Kruskall-Wallis para determinar diferencias estadisticas,

respecto al tiempo de gestacion de todos los grupos, (P<0.05). Ademas se obtuvieron las
medianas por tratamiento y su desviacion,

PREPARACION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Para la preparacion de las dietas se utilizo el alimento mencionado y preparado de la
misma forma, al cual se le agrego la hormona Diethyletilbestrol de la marca Sigma Chemical Co.
con numero de catalogo D-4628 y lote 22H0690, cuya formula condensada es Cs Hz O, y con
peso formula de 268.4.

Para hormonar el alimento se empled el método de evaporacion de alcohol de Guerrero
(1975); obteniendo cuatro dietas experimentales y una control (tratada tnicamente con alcohol)
siendo:

DIETA 1.- 5.0 mg de hormona/kg de alimento.
DIETA 2.- 7.5 mg de hormona/kg de alimento.
DIETA 3.- 10.0 mg de hormona/kg de alimento.
DIETA 4.- 12.5 mg de hormona/kg de alimento.
DIETA 5.- 0.0 mg de hormona/kg de alimento.(CONTROL)

Una vez preparado y seco el alimento se guardo en botes opacos de plastico con tapa y a
temperatura ambiente.
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RESULTADOS Y DISCUSION
BIOENSAYO
CONDICIONES PARA EL ESTABLECIMIENTO DEL ESTUDIO

Hablando especificamente de las condiciones necesarias para el establecimiento del
estudio encontramos que podiamos mantener 8 hembras por acuario de 54 litros como numero
optimo de organismos, es decir un organismo por cada 7 litros de agua aproximadamente y 16
machos solo durante 48 horas para permitir que halla copulacion (Cominmente se acostumbra
poner 2 machos por cada hembra). Cuindo colocabamos 16 hembras con 32 machos, los
organismos saltaban de los acuarios aun cuando ya se habian sacado los machos, presentandose
muy nerviosas al darles el alimento no lo comian sino hasta después de un tiempo en que se
tranquilizaban, se salian de las matemidades y se lastimaban.

PERIODO DE GESTACION

Respecto al periodo de gestacion de las hembras hormonadas se pensaba que se veia
afectado, ya sea de manera favorable o perjudicial, prolongandose 6 acelerandose, pero como ya
lo mencionaban Tavolga (1949) y Bailey (1933) los resultados encontrados se hallan dentro de lo
normal ya que se encontro que los intervalos de gestacion en promedio fueron de 53.6 dias para
los organismos control y de 49 dias para los hormonados que dieron descendencia.

NUMERO DE CRIAS F2

Respecto a el nimero de crias que es capaz de tener una hembra vemos que se confirman
los datos de Bailey (op. cit.), encontramos primeras camadas de las hembras del grupo control de
30 a 40 crias y conforme pasa el tiempo de 94 o mas, por lo que se encuentran dentro de lo
normal, no asi las hembras hormonadas, que como se aprecia en la Tabla No. 1 el niimero de crias
disminuye drasticamente.

COMPORTAMIENTO

Observamos que el comportamiento reproductivo de los organismos, se presenta con
jerarquias tanto para hembras como para machos, notandose siempre una hembra y un macho
dominante, éste presenta un cortejo reproductivo como el descrito por Rosen en 1960, (Meffe y
Snelson, 1989), él mantiene a toda la poblacion de machos en las esquinas del acuario alejados de
las hembras como lo mencionan Beaugrand, Caron y Comeau (1984).

La mortalidad en el laboratorio por causas del manejo fué del 15% en general y debida al
tratamiento del 100% con las dosis 25 y 18.75 mg/Kg y 0% para 12.5 y 6.25 mg/Kg.

15



EFECTOS CAUSADOS POR LA DIETHYLETILBESTROL SOBRE LA
MORFOLOGIA CORPORAL DE LAS HEMBRAS F1.

Al final de los tratamientos se observo lo siguiente:

DOSIS
(mg/Kg)

EFECTOS CAUSADOS POR LA
HORMONA SOBRE LA MORFOLOGIA
CORPORAL DE LAS HEMBRAS FI

DESCENDENCIA

TOTAL

0.00

Ninguno, la forma del cuerpo es fusiforme,
la region abdominal es redondeada, el color
de la piel es grisaceo con destellos de
colores y algunas manchas anaranjadas y
negras en los costados.

85 10

95

6.25

Ninguno, la forma y color fueron,
aparentemente, iguales que los organismos
control.

20 0

20

12.50

Ninguno, la forma y color fueron,
aparentemente, iguales que los organismos
control.

18.75

Organismos muy delgados, la region
abdominal esta aplanada, el cuerpo color
blanco sin reflejos ni manchas, la base de
las aletas anal, pélvicas y toracicas de color
amarillo.

25.00

Organismos muy delgados, la region
abdominal esta aplanada, el cuerpo color
blanco sin reflejos ni manchas, la base de
las aletas anal, pélvicas y toracicas de color
amarillo.

Tabla No. 1.- Resultados observados sobre las hembras F1 al final del Bioensayo.




Como se observa en la tabla anterior, las altas dosis de hormona (25 y 18.75 mg/Kg) no
permitieron que hubiera descendencia y ademas provocaron la muerte de las hembras progenitoras
después de causarles varios transtomos corporales, razon por la cual se decidié bajar las dosis y el

tiempo de administracion. Situacion parecida a la que se les presento a George y Pandian (1995)
quienes al tratar a las hembras preiiadas con diethyletilbestrol observaron que abortaban su
progenie por lo que ellos decidieron tratar a los peces recién nacidos con la hormona en lugar de
las hembras preiiadas. Por lo tanto, se considera, que tales dosis resultan toxicas como lo
mencionan Goetz (1979), Sower (1984) y colaboradores, ellos observaron que las hormonas a
dosis elevadas afectan directamente a la gonada, pero también a otros organos como higado y
rifiones lo que ocasiona que las hembras reabsorban los huevos, adelgacen y finalmente mueran,
aunque el mecanismo mediante el cual los estrogenos inducen la muerte del organismo es ain
desconocido. (Sower, et. al., op. cit.)

Con las dosis de 12.5 y 6.25 mg/Kg, se obtenia el efecto feminizador buscado pero no se
obtuvieron muchos organismos tal vez debido a que el tiempo de administracion fué excesivo
(Sower, et al, op. cit.), razon por la cual se decidio volver a probar a 12.5 mg/Kg y a partir de ahi
determinar las nuevas dosis a probar pero sélo durante el desarrollo embrionario.

ESTUDIO
PROPORCION SEXUAL DE LOS ORGANISMOS F2

Una vez que los organismos llegaron a la madurez, se sexaron bajo el microscopio
estereoscopico, los resultados se muestran en la siguiente tabla:

DOSIS No. DE H No. DE M PROMEDIO %
(mg/Kg)
la [ 2a | 3a la | 2a | 3a H M H M
0.0 87 |14 [ 19 61 5 0 40.0 220 64.5 355
5.0 14 | 3 15 5 0 6 10.7 3.7 74.3 25.7
75 28 | 4 |22 4 2 8 18.0 47 79.3 20.7
10.0 44 |14 | 11 2 9 2 23.0 43 84.3 15.7
12.5 0 |24 | 7 2 3 4 10.3 3.0 77.4 22.6

Tabla No. 2.- Numero de hembras y machos obtenidos para cada dosis de hormona, en las 3
repeticiones.

~J
e



De acuerdo a la tabla No. 2 podemos ver claramente que el nimero de hembras siempre
es mayor con respecto al de machos, si observamos los promedios y si comparamos los resultados
del grupo control con los hormonados es claro notar que tanto las hembras como los machos son,
en cantidad siempre mas numerosos que los hormonados (hembras 40 y machos 22) (Grifica No.
1), ésto quiza se deba a que su desarrollo embrionario no se vio afectado por ningin evento como
ocurre en el caso de los hormonados (administracion de hormona sintética); pero si comparamos
los resultados de la altima columna y la grafica No. 2 vemos que la situacion cambia siendo los
datos del grupo control los mas bajos para hembras (64.5%) y los mas altos para machos
(35.5%), y para el grupo que fué tratado con 10.0 mg/Kg de hormona encontramos los mas altos
para hembras (84.3%) y mas bajos para machos (15.7%). Esto se explica por que el esteroide
administrado actia via la pituitaria de los embriones, causando una liberacion temprana de
gonadotropinas que determinan el sexo del futuro pez. (Schreibman, Berkowitz y van den Hurk,
1982; Chan y Yeung, 1983). Y, como la diethyletilbestrol actiia como estrogeno, provoca que la
pituitaria libere gonadotropinas femeninas y que por lo tanto haya mas hembras que machos.

Con éstos resultados se procedio a hacer la prueba Chi cuadrada con la que
estadisticamente se comprobo que los tratamientos fueron significativamente diferentes (P=0.05),
con respecto al nimero de organismos obtenidos por sexo contra el control. Encontrandose una
mayor diferencia entre las dosis de 10.0 y 7.5 mg/Kg y menor para 12.5 y 5.0 mg/Kg respecto al
grupo control.

Esto quiere decir que, para las dosis 10.0 y 7.5 mg/Kg la diferencia es significativa con
respecto al grupo control, no asi para 12.5 y 5.0 mg/Kg, ésto no quiere decir que no hubo cierto
efecto feminizador en éstos dos grupos, que por ser minimo no fué posible detectarlo. Hunter y
Donaldson (1983) mencionan que Sanico en 1975 trato a organismos de Oreochromis aureus
con estrona obteniendo una proprocion sexual no significativamente diferente y dos afios después
Liu (1977) reportd que uno de éstos peces produjo una descendencia 100% masculina, indicando
que la reversion del sexo se habia llevado a cabo completamente en ese organismo. En la siguiente
tabla, se muestran el total de organismos obtenidos para cada dosis de hormona y para el grupo
control.

DOSIS No. DE HEMBRAS No. DE MACHOS RELACION

(mg/Kg) H: M
0.0 120 66 1.8:1
5.0 32 11 29:1
it 54 14 38:1
10.0 69 13 53:1
12.5 31 9 34:1

Tabla No. 3.- Proporcion final de Hembras y Machos obtenida con los datos de las tres
repeticiones para cada tratamiento. (Hormonados y Control)
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Es evidente que la proporcion sexual. en términos generales, se ve favorecida hacia las
hembras (Tabla No. 3), en el grupo que se trato con una dosis de 10.0 mg/Kg la relacion
HEMBRAS:MACHOS fué de 5.3:1, disminuyendo en comparacion con 7.5 mg/Kg que es de
3.8:1, en 12.5 fué de 3.4:1, para 5.0 fué de 2.9:1 y en el grupo control de 1.8:1, como se observa
en la grafica No. 3.

EFECTIVIDAD DE LA DIETHYLETILBESTROL

De acuerdo a la tabla anterior y a los porcentajes obtenidos se muestra la efectividad de
las dosis administradas:

DOSIS % DE HEMBRAS % DE MACHOS
(mg/Kg)
0.0 64.5 355
50 v 74.3 25,7
75 i 79.3 20.7
10.0 i 843 15.7
12.5 iii 77.4 22.6

EFECTIVIDAD: i>ii>ii>1iv.
Tabla No. 4.- Valores encontrados en cuanto a efectividad de la dosis de hormona. Observandose
que 10.0>7.5>12.5 > 5.0 mg/Kg.

Por lo anterior podemos decir que para éste estudio la dosis optima no se obtuvo ya que
se esperaba un 100% de hembras y por lo tanto solo hablamos de que la dosis con mas alto
porcentaje de hembras fué 10.0 mg/Kg con 84.3% (Tabla No. 4), siendo ya un porcentaje similar
al reportado por Tayamen y Shelton (1978) quienes obtuvieron del 73 al 90% de hembras de
Tilapia recién nacidas al ser tratadas con 25 mg/Kg de Diethyletilbestrol.

Hopkins en 1979, solo obtuvo un 64% de hembras de tilapias de 12mm al tratarlas con
100 mg/Kg diethyletilbestrol durante 8 semanas, mientras que Basavaraja y colaboradores (1990),
lograron un 100% al tratar a Tilapias de 8 a 10 mm de longitud total con 50 y 100 ppm de
Diethyletilbestrol en el alimento durante 30 dias, siendo éste el reporte mas exitoso, lo cual indica
que cubri¢ perfectamente el periodo de diferenciacion sexual de la gonada hecho que los demas
autores no hicieron, y aunque nosotros en el bioensayo logramos un grupo 100% monosexo al
emplear la dosis de 6.25 mg/Kg administrada durante el desarrollo embrionario y un mes mas,
dado que no se hicieron repeticiones no podemos decir que esas son las condiciones que debemos
emplear para obtener poblaciones monosexo y los resultados pueden variar, pero si podemos
presumir que el periodo de diferenciacion sexual se cubrié completamente como lo hicieron
Basavaraja y sus colaboradores.
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Por otro lado podemos ver que, en nuestro trabajo se obtuvo un gradiente discontinuo de
efectividad en cuanto a las dosis administradas debido a que la ddsis de 12.5 mg/Kg resulta toxica
y la de 5.0 mg/Kg es tan baja que su efecto es minimo, siendo:
DOSIS DE DIETHYLETILBESTROL EN mg/Kg
100>75>125>50>0.0

+ > -

EFECTIVIDAD
PERIODO DE GESTACION (F2)

El tiempo transcurrido desde el contacto de la hembra con el macho, hasta que nacen las
crias se observa de la siguiente manera:

DOSIS PERIODO PROMEDIO DE
(mg/Kg) GESTACION EN DIAS
12.5 37.00
10.0 37.66
7.5 37.66
5.0 41.33
0.0 50.00

Tabla No. 5.- Tiempos promedio de gestacion de embriones que se encontraron durante el
experimento.

Al comparar los datos de la tabla No. 5 con los reportados por Tavolga (1949), quien
menciona que para €éstos organismos existen intervalos de gestacion que van de 27 a 43 dias,
Bailey (1933) reporta intervalos en promedio de 30 dias y por nosotros (resultados obtenidos en
el bioensayo de 53.6 dias), notamos que realmente se hallan entre lo reportado por los autores y lo
que nosotros encontramos, debido a las semejantes condiciones ambientales en que son
mantenidos, (para los organismos del bioensayo y de éste estudio) y al realizar la comparacion de
los diferentes tratamientos no se detectaron diferencias estadisticamente significativas (P>0.05). Y
ésto se observa en la grafica no 4 donde se aprecian las medianas y sus desviaciones para cada

grupo. Por lo tanto podemos decir que el tiempo de gestacion no se ve alterado incluso aun
cuando han recibido la hormona.
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EFECTOS MORFOLOGICOS CAUSADOS POR LA DIETHYLETILBESTROL
SOBRE LOS ORGANISMOS TRATADOS

Una vez nacidas las crias, se dejo reposar durante 20 dias a las hembras (F1) para hacer
observaciones de gonada, encontrando lo siguiente:

DOSIS EFECTOS OBSERVADOS EN TAMANO DE LA

(mg/Kg) GONADA GONADA X (mm)

LARGO ANCHO

0.0 Gonada con embriones en desarrollo. 10.00 6.00

5.0* Minimo, ya que se observo la gonada repleta 12.00 8.00
de embriones.

7.5% Se observan muchos huevos grandes, llenos 11.75 125

de vitelo y unos pocos atrésicos.

10.0 * Pocos huevos, no muy grandes y casi 9.00 6.00
transparentes.

12.5* Gonada pequeiia, con huevos pequefios y 8.50 5.50
blanquecinos.

Tabla No. 6.- Efectos causados por la diethyletilbestrol que fué administrada en las hembras
mientras estaban prefiadas.

* La coloracion y el tamaiio del cuerpo de las hembras fueron, aparentemente, muy
semejantes a las hembras control.

De acuerdo a ésta tabla, se observa para la dosis 12.5 mg/Kg que el efecto en la gonada es
significativo, ya que se presentan predominantemente ovocitos atrésicos; en las dosis de 10y 7.5
mg/Kg la cantidad de ovocitos atrésicos se ve disminuida y se presenta una gran cantidad de
ovocitos con vitelo. Al término del tratamiento (al nacimiento de las crias), las hembras F1 se
alimentaron con la dieta normal (pelet de trucha), carente de hormona, observandose después de
30 dias que en las gonadas son muy pocos los ovocitos atrésicos para todas las dosis, las gonadas
se observan con las mismas caracteristicas que las del grupo control y en el grupo que habia sido
tratado con 5 mg/Kg después de éste tiempo de reposo, observamos la presencia de embriones en
desarrollo al igual que en algunas hembras control

Cohen (1946) menciona que al tratar a hembras platys con benzoato de estradiol durante
tres meses cada mes se suspendia el tratamiento y las ponia con machos no presentandose
desarrollo de embriones, pero al retirar el tratamiento al tercer mes se pusieron nuevamente con
machos y después de seis semanas hubo el desarrollo de embriones lo que indica que la gonada
tuvo la capacidad de recuperacion.



La hormona actué, primordialmente, a nivel gonadal y aparentemente su efecto fué infimo
en cuanto a forma, color o tamario del organismo dado que, en términos generales, el mecanismo
de accion de la diethyletilbestrol es idéntico al que utilizan las hormonas esteroides naturales, pero
su mayor potencia biologica se explica en base a que las modificaciones estructurales de la
molécula: 1) La protegen de degradaciones catabélicas incrementando su vida media, 2)
Incrementan su afinidad en la union con el sitio activo de sus celulas blanco, condicionando asi
una accion de mayor potencia (Flores y Cabeza 1990), en las gonadas y parcialmente en otros
organos y estructuras debido a las bajas dosis manejadas.

En las hembras F2 se observo lo siguiente:

DOSIS EFECTOS OBSERVADOS EN TAMANO DE LA
(mg/Kg) GONADA GONADA X (mm)
LARGO ANCHO
0.0 Gonada con muchos huevos llenos de vitelo. 10.00 9.00
50> Huevos grandes, llenos de vitelo y buena 15.00 10.00
irrigacion sanguinea. Gonada grande.
1.5% Gonada de menor tamaiio que la anterior, pero 11.00 7.00
con huevos grandes llenos de vitelo y también
unos pocos atrésicos.
10.0 * Gonada grande con huevos grandes llenos de 12.00 6.00

vitelo y hacia las puntas de la misma, huevos
atrésicos en menor cantidad.

12.5* Gonada grande con huevos grandes llenos de 11.00 6.00
vitelo y otros pocos atrésicos.

Tabla No. 7.- Efectos causados por la diethyletilbestrol administrada indirectamente a las hembras
F2 durante su desarrollo embrionario.

* En cuanto a color y forma del cuerpo de las hembras F2, fué el mismo patron que se
observo en las hembras control F2.

Respecto a las hembras F2 vemos en la tabla No. 7 que el efecto de la hormona, aparte de
orientar la determinacion del sexo hacia un sentido, es, en otras partes del organismo, minimo no
observandose cambios aparentes en su forma, tamafio o color.

En todas las dosis la gonada se desarrolla de manera similar notandose siempre saludable y
ovocitos con vitelo.
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Al ponerse éstas hembras con machos que no han recibido ningin tratamiento, en la
prueba de fecundidad demostraron que éstos ovocitos eran viables y capaces de generar un grupo
de embriones que posteriormente fueron las crias F3 que no presentaron ningun efecto aparente
debido al tratamiento hormonal de sus madres.

Para los machos F2 la gonada se observo de la siguiente forma:

DOSIS EFECTOS OBSERVADOS EN LONGITUD DE
(mg/Kg) GONADA LA GONADA
EN mm
0.0 Es blanca, su consistencia es firme. 11
5:0:% Es color acremada muy inconsistente, es decir 10
se deshace con facilidad.
T.5* Es color blanquecina, su consistensia es 10
mayor.
10.0 * Es transparente, observandose a simple vista 8
las células que contiene, su consistencia es
firme.
12:5* Su apariencia es muy compacta y densa de 7
color blanco.

Tabla No. 8.- Efectos observados en los machos F2 que recibieron la diethyletilbestrol durante su
desarrollo embrionario.

* En cuanto a color y tamaifio los machos F2 fueron aparentemente iguales a los del grupo
control.

En lo que toca a los machos F2, su gonada si se ve afectada ya que no son fértiles, en la
prueba de fecundidad se demostré que una vez que han madurado sexualmente, o que por lo
menos tenian ya la edad de los machos considerados maduros o adultos se colocaron con hembras
maduras, pero virgenes, durante 3 meses y nunca produjeron descendencia, aunque su
comportamiento reproductivo fué normal; ésto se puede deber a que, como lo menciona Liley
(1969), los estrogenos evitan la formacion de estructuras masculinas y que por lo tanto aunque se
presenten gametos quiza no existan las estructuras necesarias para que lleguen a su destino o
probablemente no se encuentran debidamente formadas, pero si hay secrecion de hormonas
masculinas ya que los peces desarrollan las caracteristicas sexuales secundarias y el
comportamiento reproductivo que son eventos dependientes de las hormonas circulantes en el
cuerpo del individuo. (Hoar, 1975; Pandian y Sheela, 1995)
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Por otro lado, Cohen (1946) observo que al tratar a machos platys con benzoato de
estradiol, la espermatogénesis se vié suprimida y la gonada fué nducida hacia un ovo-testis en
algunos casos, indicando que la administracion de estrogenos en las etapas tempranas del
desarrollo sobrepasa las secreciones testiculares lo que origina el daserrollo de estructuras
femeninas, casi a la par de las masculinas si el tiempo de administracion y la dosis no son optimos.

La forma del cuerpo, el color y el tamaiio, tanto de hembras como de machos F2 no se ve
alterado en lo mas minimo, confundiéndose facilmente, si se mezclaran, organismos que han
recibido hormona con otros sin ningiin tratamiento.

Respecto al comportamiento reproductivo y de convivencia, se observo completamente
normal tanto para machos como para hembras, como se mencioné en el bioensayo.
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" CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
En base a los resultados obtenidos en el presente estudio es posible concluir que:

1) La Diethyletilbestrol a una concentracion de 10.0 mg/Kg de alimento produjo un
84.3% de hembras, siendo el mayor porcentaje obtenido en el estudio administrada durante el
desarrollo embrionario y 6.25 mg/Kg produjo 100% de hembras en el bioensayo administrada
durante el desarrollo embrionario y después de nacidas las crias por un mes mas.

2) La Hormona produjo cambios en las proporciones sexuales de manera discontinua en
las dosis, siendo la mayor 5.3 hembras : | macho en la désis antes mencionada.

3) La Diethyletilbestrol si produce efectos feminizadores en peces Xiphophorus helleri
que han recibido la hormona a nivel embrionario, no observandose daiio alguno, en las hembras
pero si infertilidad en los machos.

4) Si se producen efectos secundarios en la gonada de las hembras reproductoras (F1) ya
que a mayor désis, mayor retraso en la ovogénesis.

5) El periodo de definicion de la gonada no se cubrio completamente y por lo tanto no se
obtuvo una poblacion 100% hembras.

Recomendaciones:

1) Se debe hacer un estudio donde nuevamente se prueben las dosis empleadas durante el
bioensayo y el estudio pero a diferentes tiempos de duracion para conocer realmente el periodo de
determinacion del sexo y asi poder modificar efectivamente dicha determinacion hacia el sexo que
buscamos.

2) Es necesario realizar un mayor nimero de pruebas con hormonas para poder conocer
realmente los efectos de éstas sobre la determinacion del sexo de los peces y encontrar la que

ofresca mejores resultados con la especie como lo mencionan Espinoza de los Monteros y
Labarta (1987).

3) El tiempo durante el cual se debe administrar la hormona es también un factor que debe
ser determinado con mayor exactitud ya que en éstos organismos el periodo de determinacion del
sexo se inicia durante el desarrollo embrionario y se contintia después del nacimiento.
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4) Las edades de los organismos a tratar debera ser controlada, es decir, si se van a tratar
hembras prefiadas que esten completamente maduras no en maduracion, para que el efecto de la
hormona se de principalmente en los embriones y menos en ellas ya que Lib (1992), dice que los
organismos tratados después del nacimiento son capaces de soportar mejor dosis altas de
hormona a diferencia de cuando se trata a las hembras prefiadas pues se altera su propio
metabolismo y el desarrollo de los embriones, y ésto se incrementa si dichas hembras son muy
jovenes.

Finalmente podemos decir que una vez controlados todos éstos factores es conveniente el
empleo de hormonas para una produccion comercial de peces de omato con las caracteristicas,
segun la especie y el sexo, que hallamos seleccionado, pues es éste un procedimiento de bajo
costo y de facil implementacion. Por lo que se recomienda hacer un estudio a largo plazo donde se
pueda probar cada uno de los factores mencionados con la especie de interés asi como con otras
de importancia comercial, ya sea con fines de acuarismo, de consumo, repoblacion, control de
plagas o cualquier otro.
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APENDICE 1

ALIMENTO PARA TRUCHA-DESARROLLO PURINA
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El alimento que se utilizo en éste estudio es completo y balanceado, para el desarrollo de
truchas que midan entre 5 y 15 cm de longitud, para los fines que perseguimos fue necesario molerlo y

tamizarlo como se indica en la metodologia.

TABLA DE ANALISIS DE CALIDAD:

CARACTERISTICA PORCENTAJE
HUMEDAD 12.0 % Maximo
PROTEINA 43.0 % Minimo
GRASA 11.0 % Minimo
FIBRA 5.0 % Maximo
CENIZAS 10.0 % Maximo
CALCIO 1.2 % Minimo
FOSFORO 1.0 % Minimo

INGREDIENTES:

Cereales molidos, combinacién de pastas oleaginosas, harinas de origen animal, subproductos
alimenticios agricolas e industriales, subproductos de cereales, aceites de pescado, alfalfa deshidratada,
aceites vegetales, suero dulce deshidratado de leche, vitamina A, tiamina, riboflavina, piridoxina,
vitamina B-12, pantoteato de calcio, cloruro de colina, niacina, acido folico, vitaminas D-3, K y E,
acido ascorbico, cobalto (Carbonato), calcio (Carbonato), fosforo (Roca y ortofosfato), cobre (Oxido),
zinc (Oxido), hierro (Sulfato), manganeso (Oxido), antioxidante (Etq. -90 g/Ton), lisina, metionina, y

acido propionico (Como fungicida).



APENDICE 11

PAQUETE ESTADISTICO SPSS/PC+
Listado de datos ordenados: Hormona, Sexo, Frecuencia.
Niveles a valorar: sexo: 1 "Hembra", 2 "Macho".
INICIO DE DATOS:

DOSIS HORMONA SEXO FRECUENCIA

mg/Kg OBSERVADA

12.5 1 1 31

1 2 9

10.0 2 I 69
2 2 13

75 3 1 54

3 2 14

5.0 4 1 32

4 2 11

PONDERAR POR FRECUENCIA.

Procesar si hormona = 1. (12.5 mg/Kg)

NPAR TESTS /CHISQUARE frec /EXPECTED 35.48, 64.51.
----- Chi-square Test

Casos
Categoria Observados Esperados Residual

9.00 9 14.19 -5.19
31.00 31 25.81 5.19
Total 40

X gl. Significancia

2.945 1 086



Procesar si hormona = 2. (10.0 mg/Kg)
NPAR TESTS /CHISQUARE frec /EXPECTED 35.48, 64.51.
----- Chi-square Test

Casos
Categoria Observados Esperados Residual

13.00 13 29.10 -16.10
69.00 69 52.90 16.10
Total 82
gl Significancia
13.802 | .000

Procesar si hormona = 3. (7.5 mg/Kg)
NPAR TESTS /CHISQUARE frec /EXPECTED 35.48, 64.51.
----- Chi-square Test

Casos
Categoria Observados Esperados Residual

14.00 14 2413 -10.13
54.00 54 43.87 10.13
Total 68

X gl. Significancia

6.590 1 .010



Procesar si hormona = 4. (5.0 mg/Kg)
NPAR TESTS /CHISQUARE frec /EXPECTED 35.48, 64.51.
————— Chi-square Test

Casos
Categoria Observados Esperados Residual

11.00 1 1526  -4.26
32.00 32 27.74 4.26
Total 43

x gl Significancia

1.842 1 175
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