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RESUMEN

Actualmente algunas investigaciones en la acuacultura se han encaminado hacia el
uso de hormonas adicionadas al alimento con ¢l fin de obtener poblaciones monsexo de
peces de omato ya que estos pueden representar una importante fuente de ingresos
econdmicos asi como una opcion para frenar la creciente y desmedida explotacién irracional
de los medios acuaticos naturales.

En este trabajo se han observado los efectos de la administracion de la hormona 17¢-
metiltestosterona (MT) en el alimento a crias de Xiphophorus helleri para la obtencion de
poblaciones monosexo (machos), asi como para mejorar sus caracteristicas sexuales
secundarias (aletas y color).

Se formaron 5 grupos de 20 crias de 10 dias de nacidas, que fueron mantenidos en
acuarios de 60 1, en condiciones controladas de temperatura, pH, y fotoperiodos las
concentraciones de hormona utilizadas durante 60 dias fueron: 5.0, 7.5, 10.0, 12.5 mg/Kg.
De alimento, asi como un grupo contro! sin hormona, en todos los casos se realizd por
triplicado.

Al finalizar el tratamiento sé observaron los siguientes resultados: Longitud total
desde 27mm para el grupo control hasta 33mm para el grupo tratado con 12.5mg/Kg.;
longitud patrén 20.75mm para el controt hasta 25mm para el grupo tratado con 10.0mg/Kg.;
longitud de la aleta caudal 6.0mm para el control y hasta 10.0mm para el grupo tratado con
12.5mg/Kg ; longitud de la espada 0.0mm para el control y 5.0mm para el grupo tratado con
12.5mg/Kg.; el porcentaje de machos fenotipicos a los 60 dias fue de 0% para el grupo
control, 60% para el grupo con 5.0mg/Kg. Y 1005 para el resto de tos tratamientos.
Apreciandose que existe una relacién directa en precocidad de la manifestacion de los
caracteres sexuales secundarios conforme aumenta la dosis hormonal. La mortalidad en
todos los casos fue nula y en todas las pruebas existen diferencias significativas



INTRODUCCION

A través del paso del hombre por ¢ planeta, sé ha recurrido a la utilizacion de
recursos naturales, tanto de plantas como de animales; sin embargo, entre los recursos que
menos explotados estan, son los provenientes de medios acudticos ya que solo un pequefio
porcentaje es manipulado con fines de cultivo y cuando esto se hace en la mayoria de las
veces es sin total conocimiento de la especie que se desea reproducir.

A esta actividad de cultivar organismos acuiticos se le conoce como acuacultura;
aunque cabria sefialar que no se trata de una actividad reciente, ya que se tiene conocimiento
que antiguas civilizaciones, como los egipcios, ya se dedicaban a esta actividad por
considerar a los peces sagrados (Pifia, 1995), sin embargo en nuestros dias con la practica de
la acuacultura, lo que se pretende es obtener una mayor cantidad de organismos y/o biomasa
a costos mas bajos, tanto en cantidad como en calidad de los organismos para diversos
aspectos como lo serian: crecimiento, incremento de proteinas, color, tamaiio de aletas y
algunas otras caracteristicas propias de cada especie.

En México a pesar del incremento de la acuacultura como una actividad economica,
se ha relegado a un segundo plano el cultivo de especies ornamentales. Incluso de paises
europeos y asidticos se envian especies para satisfacer el creciente auge del acuarismo, esto
muy a pesar de que en muestro pais se encuentra naturalmente algunas de esas especies
ornamentales, como el caso de 115 especies marinas (Pifia, 1995) y diversas especies de
agua dulce (Jiménez y Auro, 1994; Cruz y Rodriguez, 1995).

Como no sdlo en México ha crecido el gusto por el acuarismo, algunas investigaciones en el
ambito mundial, se empiezan a realizar encaminadas al mejoramiento de especies
ornamentales, ya que hasta el momento la gran mayoria de los organismos y sobre todo los
marinos son extraidos de los medios naturales, trayendo como consecuencia la disminucion
de la poblacién natural y el deterioro de los medios acuaticos; y en otro sentide por el
potencial econdmico que conlleva. Estos estudios son principalmente en las areas de
repraduccidn, obtencion de poblaciones monosexo, patrones de coloracion y de genética
sexual ya que estas cualidades son bien aceptadas en la acuariofilia mundial, incrementando
con esto el valor comercial de las especies mejoradas. Para lograr estos cambios se han
hecho estudios donde a los organismos se les separa manualmente para seleccionar aquellos
que posean las caracteristicas deseadas y asi poder obtener descendencia con esas mismas
caracteristicas; asi mismo se han hecho cruzas de especies para la obtencidn de hibridos y
ultimamente se ha recurrido a la administracion de diversas hormonas que intervengan en la
fisiologia de los organismos y asi lograr que modifiquen su morfologia (Pelissero y Sumpter,
1992).

En particular en los peces se ha observado que el proceso de diferenciacion sexual es
diverso y hace que la reversién sexual pueda ser posible mediante el uso de hormonas ya que
en algunas especies el esteroide sexual es el primero en inducir varios fendmenas como;
diferenciacion de goénada, gametogénesis, ovulacién, conducta de corigjo y puesta,
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modificacion de los caracteres sexuales secundarios, cambios morfologicos o fisiologicos en
¢l tiempo de puesta, o bien en lz produccién de feromonas sexuales.

Asi algunos de los fendmenos que se han obsérvado en la gonada son que la
diferenciactdn sexual es inducida primero y como consecuencia las caracteristicas externas y
etologicas se desarrollan por la accién de la gonada. (Yamazaki, 1983), estas son evidencias
de que la determinacién de sexo solo se activa durante el desarrolio de la gonoda y
fisiologicamente queda determinada y los genes no determinan totalmente el sexo (Kallman,
1975; Chan y Yeung, 1983). Por lo que la induccion sexual a través de las hormonas
actualmente es considerada en la industria de la acuacultura como una valiosa herramienta
para producir poblaciones monosexo y con las caracteristicas deseadas (Pandian y Sheela,
1995)

" Los esteroides y hormonas de la tiroides han sido administradas de diversas maneras
como son: 1) adicionindolos en las dietas, (Donaldson et af, 1978; Shelbourn et al, 1992;
Santandreu y Diaz, 1994); 2) inyectados directamente al organismo (Kramer ef af, 1988;
Lee et al, 1992); y 3) disueltas en agua donde se sumergen a los organismos por algin
periodo determinado de tiempo (Higgs e af, 1982). Una vez terminado el tratamiento los
resultados de estos compuestos han sido evaluados en diversos aspectos y especies de peces
algunos ejemplos de estos son: A) en forma de crecimiento (ganancia de peso) en diversos
salmones Onchoryncus y Salmo spp. (Donaldson et af, 1978, Higgs ef al, 1982), en carpa
Cyprinus carpio (Lone y Matty, 1980) y tilapias Oreochromis spp. (Guerrero, 1975); B)
induccién a la maduracién gonadal (Screibman ef af, 1983, 1979, Gannam y Lovell, 1991,
Lee et al, 1992); y C) reversidn sexual (Anderson, 1978; Hopskin, 1979; Buddle, 1584).
Debe aclararse que no en todos los casos se obtienen respuestas positivas al utilizar una o
varias de estas hormonas, ya que no todos los peces responden a estos compuestos de forma
positiva (Gannam y Lovell, 1991),

Sin embargo de estas tres formas de tratamiento, la que mas popularidad ha cobrado
en los tiltimos afios es la de administracion en la dieta ya que con la aparicion de los
esteroides sintéticos que contienen radicales etilo, metilo y propinato entre otros confieren al
esteroide una mayor estabilidad ya que se evita la degradacion del mismo al pasar por el
- tracto digestivo, la presencia de estos esteroides para producir la inversion sexual varia y se
" ha visto que tienen una mayor eficiencia los sintéticos que los naturales, segin indican varios
autores expertos en el tema (Yamamoto, 1969, Heméandez, 1988 y Herndndez y Benitez
1989), otro punto a favor del uso de las hormonas en la dieta es también por que al aplicar
de esta forma el tratamiento, la hormona adicionada al alimento disminuira su efectividad o
incluso serd nula al disolverse en el agua (Hunter y Donaldson, 1983).

Algunas consideraciones sobre la especie a tratar que se deben tener para las
investigaciones en las que se pretenda obtener poblaciones monosexo mediante el uso de
hormonas son: 1) que la gonada tenga la potencialidad de desarrollarse ya sea como ovario
o como testiculo, 2) presente dimorfismo sexual y 3} un comportamiento sexual especifico,
todo esto con el fin de poder evidenciar los cambios si es que estos suceden (Yamazaki,
1983).
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Toda vez que sé ha elegido la especie para lograr la inversion sexual, y con ello
lograr la produccion de organismos de un sélo sexo por medio de la aplicacion de esteroides
se debe tener en cuenta la edad y el tiempo de tratamiento que dependera primeramente de
la especie con Ia que se trabaje, considerando el tiempo de diferenciacion sexual fenotipica
en condiciones naturales (Yamazaki, 1983; Hernandez, 1988),

En general para todas las investigaciones con peces oviparos se han usado crias las
cuales sun no absorben el saco vitelino, con la finalidad de que el primer alimento que
consuman contenga ef esteroide deseado, que iniciara el cambio fisiologico dentro del
organismo tratado, aunque en poecilidos y otros peces viviparos, el tratamiento se ha venido
dando a las hembras prefiadas, ya que los embriones definen el sexo cuando aun estan dentro
de la madre, en este caso, la hembra prefiada es puesta en inmersion en agua con el
esteroide, Yamazaki (1983).

En el caso de ciprinidos, poecilidos, ciclidos, laberintidos y algunas otras especies de
omato los machos alcanzan un mayor precio comercial, sin embargo no solo en el ambito
ornamental son importantes las poblaciones monosexo sino también en el de la produccién
de alimento ya que en el caso de la trucha arcoiris se prefieren solo hembras, debido a que
los machos maduran precozmente por lo que su crecimiento es menor y por lo tanto la
obtencién de proteimas como alimento decrece y con ello las ganancias se ven reducidas
(Hunter y Donaldson, 1983); lo mismo sucede con las tilapias pero en este caso los machos
son territoriales por lo que estan sometidos a un continuo estrés ocasionando que existan
disputas entre los organismos y con ello algunas muertes (Basabaraja et al, 1990).



BIOLOGIA DE Xiphophorus helleri,
Sistemitica: Segun Rosen, 1960, citado en Alvarez del Viliar, 1970.

Phylum Chordata.
Subphylum  Gnathostomata.
Clase Osteichthyyies.
Subclase  Actinopterygii.
Orden Cyprinodontiformes.
Suborden  Cyprinodontoidei.
Familia Poeciliidae.
Geénero Xiphophorus.
Especie Xiphophorus helleri, (Heckel,1848)
Nombre comtin Pez espada o Pez cola de espada.

Figura 1.-Pareja de Xiphophorus helleri donde se observa el marcado dimorfismo sexual
entre el macho y la hembra, apreciandose en el primero Ja prolongacion de la aleta caudal,
de donde toma su nombre coman cola de espada.



Los peces de la familia Poeciliidae son originarios de aguas continentales de México
y América Central, en la naturaleza el adulto tiene una talla de 13 a 45 mm (Gordon y
Gordon, 1954; citado en Kallman, 1975). La maduracién sexual comienza con la influencia
de la hormona andrégena este cambio en la madurez sexual es genéticamente controlada
pero también se ve influtda de las condiciones ambientales, en condiciones normales esta
maduracion varia de 7 a 38 semanas durante este proceso también se acumulan melanéforos
en la parte posterior del peritoneo lo que se manifiesta en los caracteres sexuales
secundarios que presenta el macho, asi como la prolongacién de la aleta caudal de donde
toma el nombre de cola de espada.

Xiphophorus helleri ( Figura 1) es una de las 18 especies de cola de espadas y platys
{Axelrod, 1988), esta especie tiene una amplia distribucion en la vertiente del Atlantico,
desde Veracruz hasta Centroamérica, introducido artificialmente a la cuenca del Balsas y al
Valle de México (Alvarez, 1970) Figura 2

Viven en aguas con cormrientes y abundancia de pastos con barro en el fondo que es la
base de crecimiento de la vegetacion acuitica, estas aguas se han reportado con un pH de
7.3, y 25°C., ellos viven en bancos entre la vegetacion donde hay mayor corriente de agua
(Axelrod, 1988; Kallaman, 1975). Estos peces presentan dos estrategias ecologicas que les
permiten colonizar diferentes habitats, uno es que las hembras portan las crias hasta que
estas nacen, por lo que son considerados como peces viviparos, y la segunda es su alta
resistencia a cambios de temperatura y salinidad (Meffe y Snelson, 1989).

En el caso de los machos, la maduracién sexual comienza con la influencia de la
hormona andrégena que promueve los cambios morfologicos como son el alargamiento de
la aleta caudal en forma de espada (caracteristica de la cual toma su nombre} y la
modificacion de la aleta anal en un drgano intromitente llamado gonopodio que juega un
papel muy importante en la transferencia de esperma después de un complicado coriejo
hacia la hembra que culmina con la penetracion del gonopodio en €l oviducte de esta, por lo
que la fertilizacién es intema, motivo por el cual son considerados como peces viviparos el
periodo de gestacion distinto, dependiendo de la temperatura y el fotoperiodo, ademas se ha
. observado que las crias pueden nacer a intervalos de diferentes dias (Kallman, 1975).

Este cambio de la madurez sexual ¢s genéticamente controlada pero también se ve
influida por las condiciones ambientales, otras observaciones que se han hecho para
Xiphophorus helleri son las siguientes: Promedio minimo de talla reproductiva en hembra
35.6 mm, promedio de gestacion 60.1 dias, promedio de peso en hembras cargadas 15.2 g,
intermedio entre puestas 29.2 dias, promedio de maduraciéon en machos 34.9 mm (Meffe y
Snelson, 1989).
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Figura 2.- Ubicacion geografica de Xiphophorus helleri (Modificado de Kaliman 1975).



ANTECEDENTES.

Los poecilidos son una de las familias mas populares de peces usados en diversas
investigaciones cientificas que incluyen pran variedad de disciplinas tales como
reproduccion y desarrollo, genético, comportamiento, toxicologia, carcinogénesis y muchas
otras, yaque son organismos de ficil manejo, se adaptan muy bien 2 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 la$ silvestres. Estos organismos se reproducen principalmente mediante la
viviparidad y exhiben una fertilizacion interna. (Beugrand et o, 1984; Kaliman, 1975; Meffe
y Sneison, 1989).

Algunas de las razones anteriores han hecho que los poecilidos hallan sido utilizados
en numerosos estudios cuya atencién se ha centrado en los efectos causados por las
hormonas esteroides sobre los caracteres 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, 1976).

Los primeros intentos de inversion sexual de peces tuvieron lugar en los afios treinta,
(Yamamoto, 1953) donde, uno de los casos mas famosos en esos afios es e reportado por
Essenberg (1926) en el cual reporta la reversion sexual espontinea en los cola de espada, sin
embargo Gordon (1956,1957) un céebre genetista de poecilidos, expresa sus dudas sobre la
validactén de las conclusiones de Essenberg. {citado en Yamamoto, 1969).

Witschin y Crown, reportan en 1937 que pusieron testosterona en el agua del acuario
donde se mantenian hembras prefiadas de X. Aelleri presentandose en algunos casos pérdida
de los embriones y en otros la reabsorcién de embriones. Al tratar, de la misma forma a
hembras adultas pero no prefiadas, observaron que los ovocitos eran reabsorbidos y
desarrollaron génadas parecidas a testiculos pero que no presentaban espermatogénesis.

Posteriormente Baldwin y Goldin, (1940), mencionan que ellos administraron 0.5
mg de propionato de testosterona a jovenes hembras de X. helleri durante 19 semanas, lo
que no solo provoco el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias de los machos,
como la formacion del gonopedio y ia prolongacion de la aleta caudal en forma de espada,
sino que también se indujo la masculinizacién de la gonada y la degeneracion de ovocitos.
Estos efectos fireron simultineos, y corroborados mediante un analisis histolégico entre los
organismos tratados y los del grupo control.

Cohen (1946), encontré que al tratar con pregnonelona a hembras genéticas de
X. helleri, se inducian las caracteristicas masculinas. Estos machos revertidos exhibian el
patron tipico de cortejo ¢ intentos de copulacion como si fueran machos, pero de acuerdo
con Tavolga (1949) el cortejo es menos vigoroso que los verdaderos machos genéticos.
Después se realizo un analisis histoldgico de la gdnada observindose que era mas pequefia y
con muy pocos ovocitos, tendiendo a la degeneracién y posteriormente se vio que algunos
" organismos presentaban 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 [os controles,

Wurmbach (1951) obtuvo dos hembras de gupy donde se desarrollo el gonopodio.
Estudios histologicos revelaron que fueron infectados por el hongo Ichthyophorus hoferi, y
esto causo degeneracidn en los ovocitos, seguido por la apariencia espermatogonica
derivada del epitelio de la cavidad ovérica, algunos autores consideran que esto fue a
consecuencia del parasito (citado en Yamamoto, 1969),

Dzwillo (1962) induce la reversién sexual de hembras genéticas de gupy a machos
funcionales tratando hembras grividas por 24 h con metiltestosterona a concentraciones de
3mg/l de agua, aplicando el tratamiento a las hembras 22 dias antes del nacimiento de las
crias,

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

Vivian (1952) observd en hembras que fueron hipofisectomizadas algunas
desarrollan y otras mostraron caracteristicas de masculinizacién (citado en Yazmamoto,
1969},

Takahashi en 1975  trabajé con hembras grividas de Poecilia reticulata,
administrandoles metiltestosterona en el alimento a una concentracion de 400 mg/Kg de
alimento, con duracion de 8 al0 dias antes del nacimiento y al nacer las crias fueron
alimentadas con una dieta normal. El afirma que este tratamiento indirecto fue mucho mas
efectivo que el aplicado directamente a los peces de su trabajo anterior, logrando ademis
una reversion sexual funcional,

Donaldson y Hunter (1982) lograron la produccion de poblaciones de sélo hembras,

machos y machos estériles de salmon esta investigacion fue importante ya gue con esta

- manipulacidn de la induccion artificial en la reversién sexual se logrd por primera vez que

ésta fizera permanente tanto en el fenotipo sexual como en el sexo genético, este cambio

permanente es probablemente debido a la accidn de genes sexuales lo cual ya era comentado
por Yamamoto, 1969.

En una revision bibliografica hecha en 1983 por Yamazaki nos muestra los estudios
que se han Hevado a cabo con hormonas naturales y sintéticas en diversas especies de peces
con el fin obtener poblaciones monosexo (machos), de los cuales se observan el uso de 17q-
metiltestosterona en Poecilia reficulata (Dzwillo, 1962 y Takahasi, 1975) y 11-
ketotestosterona en Poecila reficulata (Takahasi, 1975). Seflalando que otro estudio hecho
por Takahasi, (1975), las concentraciones oOptimas de metiltestosterona para lograr
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poblaciones de machos en Poecilia reticvlata es de 400mg/Kg a hembras gravidas durante 8
a 10 dias antes del nacimiento de las crias.

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

Kavumpurat 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 de! nacimiento de fas crias. Las poblaciones de sdlo machos fueron obtenidas con
androsterona, 19-nor-etiniltestosterona a dosis de 200, 300 y 500 mg/Kg de alimento
respectivamente. La 9{11)-dimetiltestosterona produjo una reversidén incompleta y a altas
dosis {400 mg/Kg de alimento) observaron que se incrementaba la mortalidad . Determinado
que la androsterona fue la hormona mas potente para producir la reversion sexual con la
maxima sobrevivencia y ademas funcionalidad.

Marquez e al (1994), reportan la obtencion de poblaciones monosexo con el uso de
diversas dosis que van desde los 5.0 hasta los 12.5 mg/Kg de 17c-metiltestosterona
adicionada en alimento usando crias recién nacidas y hembras prefiadas de Poecilia
reticulata, X. Helleri y P. sphenops obteniendo mejores resultados en las crias que en las -
hembras para la obtencién de porcentajes hasta el 100% de poblaciones monosexo de
machos y mortalidad nula.

Nava-Bautista y Rodriguez-Gutierrez (1995), trabajaron con X.  helleri
administréndoles 17a-metiltestosterona en dosis de 35mg/Kg a crias recién nacidas durante
40 dias obteniendo poblaciones de sele machos.

En una de la mas recientes revisiones bibliograficas sobre el estudio de hormonas en
diversos peces se encontré que se ha trabajado con 17a-metiltestosterona en 3 especies
distintas de Poecilidos utilizando dosis que van de los 400 hasta los 480mg/Kg de dieta.
(Pandian y Sheela, 1995).

Por todo Jo anteriormente expuesto planteamos los siguientes:
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OBJETIVOS

Determinar la dosis optimas de 17a-metiltestosterona y los tiempos de tratamiento
para la obtencion de poblaciones monosexo de Xiphophorus helleri.

Determinar los efectos del tratamiento en los caracteres sexuales secundarios
caracteristicos de machos.

Plantear una alternativa para la obtencion de poblaciones monosexo (machos) de los
peces X. helleri como una opcion de la acuacultura en el area def acuarismo.
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METODOLOGIA

COLECTA DE ORGANISMOS

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron peces llamados cola de espada,
Xiphophorus helleri (Poeciliidac); que fueron colectados en el rio de las estacas ubicado en
los 18°43'48" de latitud norte y 99°06'40" longitud oriente, en ¢l estado de Morelos, Meéxico
(Figura 3); esto con la ayuda de un chinchorro y transportados en tinas de plastico con
suministro constante de oxigeno al laboratorio de Metodologia cientifica V, UNAM campus
Iztacala, en donde se acondicionaron a la vida del mismo, colocados y mantenidos en
acuarios de 200 i, con una temperatura regulada de 25+2°C, un pH de 7.5, aireacion y
filtrado constante mediante el uso de filiros de plataforma, el agua utilizada fue reposada por
lo menos 24h antes de ser usada para lograr su decloracion.

Una vez aclimatados se identificd a fa especie utilizando las claves de peces de
Alvarez del Villar (1970), asi mismo se erradicaron los posibles parasitos y peces enfermos
guedando una poblacién de 18 hembras y 15 machos para permitir que éstos se reprodujeran
y asi obtener la generacion F1, Durante este periodo los peces fueron alimentados 2 veces al
dia con alimento seco para salmén Starter # 2 (Apéndice 1) ad libitum ylo alimento vivo
como Artemia sp. , Tubifex sp.

OBTENCION DE LA GENERACION F1

Al observar a las hembras gravidas, se pueden apreciar a simple vista ya que en esta
familia la region abdominal se abulta y toma un color obscure; se prepararon acuarios de 34
| conservando las mismas condiciones de temperatura, pH, aireacion y en este caso filtro de
carbon y fibra de vidrio, y se colocaron a las hembras en estos acuarios utilizando
maternidades de red, para evitar que se comieran a las crias.

Una vez que nacieron las crias se les dio de comer al 20 dia, el mismo alimento que
se les daba a los padres solo que en este caso primeramente era triturado y tamizado para
que pudiera ser aprovechado.

Se dejé madurar a la generacion F1 hasta los 6 meses de edad y al mismo tiempo se
fueron separando los machos de las hembras de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas
secundanias como la presencia del gonopodio y ¢i alargamiento de la aleta caudal en forma
de espada para €l caso de los machos, esto con el fin de que no hubiera una reproduccion
precoz. Cuando los organismos alcanzaron la edad de 6 meses y la maduracién sexual se
colocaron en acuarios 8 hembras y 16 machos durante 48 h para que los machos fecundaran
a las hembras y asi obtener la generacion F2, en este caso se mantuvieron las condiciones
mencionadas con anterioridad para la Fi pero ademas se les aplicd fotoperiodos de
12ZHL:12HO. Al transcurrir las 48 hrs se retiraron a los machos y se mantuvieron estas
condiciones hasta que nacieron las crias de la generacion F2.
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DETERMINACION DE LA DOSIS HORMONAL Y LA EDAD DE TRATAMIENTO.

Se practicaron bicensayos con diversas dosis, utilizando como base estudios hechos
con tilapia (Basavaraja 1 al, 1990);, y en diversas especies de poecilidos iniciando con 25,
18.75, 12.5, 6.25 y 0.0 mg de 17a-metiltestosterona (MT) por kg de alimento también se
probaron diferentes edades de los peces. Pero finalmente se determind usar dosis de 12.5,
10.0, 7.5, 5.0 y 0.0 mg de 17c.-metiltesosterona por kg de alimento en peces de 10 dias de
nacidos ya que ¢n los bioensayos practicados fueron las dosis y edades donde se obtuvieron
los mejores resultados en cuanto a la baja mortalidad y alto porcentaje de poblaciones de
machos.

TRATAMIENTO EXPERIMENTAL.

En este trabajo la metodologia utilizada fue dar el alimento con
17¢.-metiltestosterona a crias de 10 dias de nacidas las cuales aun no presentaban ningan
dimorfismo sexual por lo que se considera que eran grupos homogéneos formados por
hembras y machos ya que en trabajos realizados por Fuentes (1994) y Marquez ef al,
(1994) en Poecilia reticulata, Poecilia sphenops y X. helleri en el laboratorio se observo
que la tasa de mortalidad es casi igual a cero al utilizar peces de esa edad ya que no se
manipula a las hembras gravidas y se tiene la oportunidad de modificar el sexo de las crias
por to menos morfolégicamente.

Se utilizaron grupos de 20 crias de 10 dias de nacidas de la generacion F2 para ser
tratados durante 60 dias con diferentes dosis de hormona, 12.5, 10.0, 7.5 y 5.0 mg MT/Kg y
un grupo control al que se le dié el mismo alimento sin hormona, alimentados en todos los
casos dos veces al dia de forma ad libitum y mantenidos con fotoperiodos de
12HL:12HO.En todos los casos se realizd por triplicado.

Los parametros evaluados cuantitativamente al finalizar el tratamiento fueron,
longitud total, longitud patrén, longitud de la aleta caudal, longitud de la espada, (Figura 4)
porcentaje de machos obtenidos, en este Gltimo parimetro ademas se incluye el promedio
en distintas generaciones de la especie obtenido en el laboratorio y cualitativamente por
simple comparacion entre los diferentes grupos se evalio el color y aspecto morfologico.

PREPARACION DE LAS DIETAS.

En la preparacion de las dietas experimentales se utilizo el alimento seco para salmon
Starter # 2, adicionindole diferentes dosis de la hormona sintética 17c- metiltestosterona
(Figura 5)Sigma Chemical Co. (C20 H30 02). Utilizando la técnica de evaporacion de
alcohol de Guerrero (1975), una vez que se prepard el alimento se mantuvo en envases
obscuros a temperatura ambiente.
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Dieta 1. - 0.0 mg MT/Kg. de alimento. (GRUPQ CONTROL).
Dieta 2. - 5.0 mg MT /Kg de alimento.

Dieta 3. - 7.5 mg MT/Kg. de alimento.
Dieta 4. - 10.0 mg MT/Kg. de alimento.
Dieta 5. - 12,5 mg MT/Kg,. de alimento.

Figura 4.- Parametros evaluados cuantitativainente al finalizar el tratamiento. Longitud total
(LT), Longitud patrdn {L.P), Longitud de 1a aleta caudal (LAE), Longiiud de la espada (LE).
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TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Al finalizar el tratamiento los resultados cuantitativos de la longitud total {(LT),
longitud patron (LP), longitud de la aleta caudal (LAC), longitud de la espada (LE), y los
datos fueron evaluados con el estadistico de Kruskal-Wallis (Montgomery, 1991) ya que los
datos no mostraron normalidad (P<0.001), y posteriormente al conocer si existian
diferencias significativas se comparé el grupo control contra los grupos experimentales por
el Método- de Dunnetts (P<0.001) (Montgomery, 1991) Para el caso del porcentaje de
machos se utilizo el estadistico de Tukey (P<0.001) (Montgomry, 1991) ya que en este caso
los datos si mostraron normalidad. Lo anterior fue con la ayuda del paquete estadistico
Jandel Sigma Stat 2.0 para Windows.

OH

7

CllJ

Figura 5. -Molécula de la hormona 1 7a-metiltestosterona. {Tomado de Lynch et al, 1982).
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RESULTADOS
Los resultados obtenidos después de 60 dias de tratamientos con el uso de diferentes

dosis de 17a¢MT en ef alimento a crias de 10 dias de nacidos de Xiphophorus helleri son
tos siguientes:

1. - LONGITUD TOTAL.

DOSIS DE LA HORMONA
Control 5.0 7.5 10,0 12.5
Longitud en mm 27 275 28.5 31 33

Tabla 1. - Longitud total de los organismos al finalizar el tratamiento.

2. - LONGITUD PATRON.

DOSIS DE LA HORMONA
Control 5.0 1.5 10.0 12.5
Longitud en mm 20.75 20 20 25 23.75

Tabla 2.- Longitud patron de los organismos al finalizar el tratamiento

3.- LONGITUD DE LA ALETA CAUDAL.

DOSIS DE LA HORMONA
Control 5.0 7.5 10.0 12.5
Longitud en mm 6 7 8 6.5 10

Tabla 3.- Longitud de la aleta caudal de los organismos al finalizar el tratamiento.

4.- LONGITUD DE LA ESPADA.

DOSIS DE LA HORMONA
Control 5.0 7.5 10.0 12.5
Longitud en mm 0 1 2 3 5

Tabla 4 .- Longitud de la espada de los organismos al finalizar el tratamiento.
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5.- PORCENTAIJE DE MACHOS,

D DOSIS DE LA HORMONA
Pablacion
obtemda en | Control 5.0 7.5 10.0 12.5
laboratorio.
Porcentaje de machos 355 0 60 100 100 100

Tabla S.- Porcentaje de machos fenotipicos obtenidos al finalizar el tratamiento.
® Porcentaje obtenido en el laboratorio en distintas generaciones de la especie a los 6 meses

de edad.

6.- PRECOCIDAD,

DOSIS DE LA HORMONA

Control

5.0

15

10.0

12.5

Dias de tratamiento >60

45

40

32

26

Tabla 6.- Nimero de dias en que se empiezan a observar los cambios meorfologicos
caracteristicos de machos fenotipicos después de iniciado el tratamiento.

8- MORTALIDAD.

DOSIS DE LA HORMONA

Control

5.0

7.5

10.0

12.5

Porcentaje de mortalidad 0

0

0

0

Tabla 7.- Porcentaje de mortalidad obtenido al finalizar el tratamiento.
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DISCUSION DE RESULTADOS

1.- LONGITUD TOTAL (Tabla 1}

Este es un parametro no reportado en [a bibliografia, incluso en los més recientes trabajos
de esta especie y hormona publicados por Nava—Bautista en 1997 y Salgado 1998 no
reportan tallas ya que solo reportan porcentajes de poblaciones obtenidas por eso se
considera que esta investigacién es un aporte nuevo para el estudio de especies tratadas con
hormonas, no solo en el caso de la longitud total, sino para todos los parimetros evaluados
cuantitativamente a través de la longitud. De los datos obtenidos podemos decir que el
mejor tratarniento observado fue el aplicado con 12.5 mg/Kg. ya que se obtuvo una media
de 33mm, el cual corresponde al tratamiento mas alto utilizado y que el valor mas bajo se
observo en el grupo control con 27mm y al someter los datos al tratamiento estadistico se
encontraron diferencias significativas con el uso del estadistico de KruskalWallis y
posteriormente mediante el método de Dunnetts se observé que el grupo control tiene
diferencias significativas con todos los tratamientos experimentales {(Apéndice 2), haciendo
mencién que en general durante este estudio se aprecid una tendencia al aumento de fa
longitud total en una relacion directa conforme aumenta la concentracion de hormona
utilizada en el alimento {Grifica No.1), lo cual es observado por algunos autores como
Santandrey (1994) quien al experimentar con MT en salmon (Oncorhynchus masow) afirma
que la hormona en peces juveniles los hace crecer mas ripidamente, algo que también
fundamenta Higgs et al (1979) quien dice que esto es debido & la combinacion de MT con la
tiroxina, por lo que en general con la MT se optimiza la utilizacién de nutriéntes, tal como lo
afirma Peters (1979) quien sugiere que la MT incrementa el apetito de los organismos que al
consurnir mayor cantidad de alimento se refleja en un incremento en la sintesis de enzimas
digestivas y/o absorcion de aminoacidos, en general podemos afirmar que se observa que
con la administracién de esteroides se incrementan las proteinas por lo que el organismo
aumenta su peso y su talla.

2.- LONGITUD PATRON (Tabla 2)

Los resultados observados con la evaluacion de este parametro es que con la dosis de 5 y
7.5 mg/Kg los peces disminuyen su longitud patrén con respecto al grupo contrel aunque
esto no es significative estadisticamente, lo contrario ocurre con en el grupo control con
respecto a los grupos tratados con 10.0 y 12.5 mg/Kg de MT va que se comprobo con el
estadistico de Krukals-Wallis que si existen diferencias significativas entre ¢l grupo control y
los grupos tratados con 10 y 12.5mg/Kg lo cual fue comroberado con el métode de
Dunnetts (Apéndice 2), para algunos auteres como Clemens et af (1966) quien uso 17aMT
en dosis de 20,25 y 30 ug/Kg en gupys durante 60 dias obtuvo que la dosis de 25 pg
lograba la mayor longitud patrén ya que algunas de las proteinas producidas se encaminan a
ta formacion de los caracteres sexuales secundarios como lo son las aletas y en este caso la
modificacién de la aleta anal en gonopodio. Podemos entonces decir que para nuestros
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objetivos la dosis mas efectiva en este sentido fue la de 10.0 mg/Kg. y la de menor
efectividad fue la dieta con 7.5 mg/Kg y 5.0 mg/Kg. (Grafica 2).

3.- LONGITUD DE LA ALETA CAUDAL (Tabla 3).

En este caso no se encontrd registro alguno dentro de la bibliografia por lo que se
considera que estos resultados son los primeros de su tipo, para la especie tratada con 17a-
metiltestosterona, considerando nuestros objetivos se puede decir que la mejor efectividad
en este sentido fue utibizando una dosis de 12.5 mg/Kg y la dosis de menor efectividad fue
la del grupo control, es decir, donde no se di¢ hormona (Grafica 3). Lo anteror
corroborado con los estadisticos utilizados ya que en todos los casos hubo diferencias
significativas de los grupos experimentales con respecto al grupo control (Apéndice 2). En
este sentido nuestros resultados son compatibles con los obtenidos por Clemens er
al,(1966), Gannam y Lovell (1991), Marquez ef al, (1994) y Fuentes (1994) en donde se
afirma en todos los casos que existe un incremento en la talla de las aletas de los organismos
¥y que finalmente las hormonas se manifiestan a través de los caracteres sexuales secundarios
dado que estas influyen primeramente en la gonada y como consecuencia los resultados ya
comentados.

4.- LONGITUD DE LA ESPADA (Tabla 4).

La longitud de la espada era uno de los caracteres sexuales secundarios que nos ayudaria a
determinar el sexo morfologico de los organismos. Al realizar el estadistico de prueba en
este caso si se observaron diferencias significativas de todos los grupos experimentales con
respecto al grupo control (Apéndice 2), también debe quedar claro que en el caso de los
grupos experimentales ia modificacion de la aleta asi como su longitud fue aumentando
conforme aumentaba la dosis de hormena, (Grafica No 4); y en el caso de los grupos
tratados con 7.5, 10.0 y 12.5 mg/Kg para todos los peces si se observé dicha modificacion
en una forma directamente proporcional, en estas observaciones no se pueden corroborar
con la bibliografia ya que no existe estudio previo aunque algunos autores como Gannam y
Lovell, (1991) quien menciona que al tratar con 17aMT a los bagres Jetalaurus puntactus
se observa un cambio notable en el desarrollo de las aletas, lo mismo afirma Clemmens ef
al.(1966) Marquez et al, (1994) y Fuentes (1994) que al tratar gupys con testosterona
obtuvo machos con mayor colorido y vistosidad logrando peces con mayor demanda
comercial. Asi como Mirquez ef al, (1994) y Fuentes (1994) que al tratar tres distintas
especies de Poecilidos observan un incremento de la aleta caudal



5.- PORCENTAJE DE MACHOS (Tabla 5).

Para el grupo control no s¢ observa la manifestacion de caracteres sexuales
secundarios, ni de la modificacion de la aleta caudal en forma de espada ni en la aparicién
del gonopodio por lo que se considerd que a los 60 dias no se observé ni un solo macho
fenotipico por lo que se ha asignado el valor de 0% de machos obtenidos en este grupo, sin
embargo se ha incluido un valor mas, €l cual corresponde al promedio obtenido en el
laboratorio en distintas generaciones de la especie con el fin de comparar no solo los grupos
tratados con hormona con nuestro grupo control, sino que ademas con un grupo en
condiciones naturales para poder hacer una consideracion mas objetiva del efecto de la
hormona. En este caso para los demas grupos se considerd para la diferenciacion del sexo la
modificacion de la aleta caudal en forma de espada y/o ta aparicién del gonopodio; aunque
se debe sefialar que no en todos los casos los caracteres sexuales secundarios fueron iguales
en cuanto a ia talla y colorido ni que todos los organismos presentaron las mencionadas
modificaciones (Grafica No.5). Al tratar estadisticamente los resultados demuestran que si
hay diferencias significativas de los grupos tratados con respecto al grupo control incluso
con el promedio obtentdo en el laboratorio, observandose claramente la efectividad del
tratamiento (Apéndice 2). Lo cual cencuerda con los trabajos hechos por Nava-Bautista y
Rodriguez-Gutierrez, (1997} y Salgado er al, (1998) quienes obtienen poblaciones sélo de
machos de X. helleri al tratarlos con 17a-metiltestosterona.

6.- PRECOCIDAD (Tabla 6).

Con el uso de 17¢MT se observo precocidad en la manifestacion de los caracteres
sexuales secundarios como son, desarrolio de la espada en la aleta caudal, modificacion de la
aleta anal en gonopodio, y coloracion més intensa ya que en el caso de los organismos
control al final de la etapa experimental de 60 dias no se observd ninguno de estos cambios
en ninguno de los peces sefialando que para el caso del grupo tratado con la dosis de 5.0
mg/Kg la manifestacion de alguno de estos caracteres se observa a partir de los 45 dias en
promedio de iniciado el tratamiento; para algunos organismos en el caso de 7.5 mg/Kg esta
manifestacidn de caracteres sexuales secundarios fite a partir de los 40 dias de tratamiento;
en el caso de los organismos tratados con la dosis de 10.0 mg/Kg estas observaciones se
hicieron a partir de los 32 dias de tratamiento; y finalmente para los peces tratados con dosis
de 12.5 mg/Kg se observaron la manifestacion de los caracteres sexuales secundarios a partir
de los 26 dias de iniciado el tratamiento {Grafica no. 6), también se observé un
comportamiento de disputa por la terrtorialidad y conforme cambiaban un comportamiento
de cortejo tipico de la especie de los machos fenotipicos hacia los peces que ain no
modificaban su morfologia, como lo comenta Beaugrand ef a/, 1984. Las caracteristicas
morfologicas analizadas como lo son los caracteres sexuales secundarios manifiestan un
mejor y mayor colorido por lo que en este sentido no sélo se logrd el objetivo de obtener
poblaciones monosexo; sino que ademas se mejord su calidad comercial con lo cual esta
técnica se convierte en una opcién econdmicamente rentable, no solo por la venta de los
ejemplares, sino por que ademas es de facil aplicacion y sélo se obtienen machos que tienen
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una mayor demanda comercial y un valor econémico mayor. Algo semejante reporta Kramer
et al, (1988) quien al tratar al pez cabeza azul Thalassoma bifasciatum con testosterona
observd un cambio drastico en et color a partir del quinto dia de tratamiento

7.- COLORIDO Y VISTOCIDAD.

En este sentido los resultados solo fueron apreciados de manera subjetiva ya que se
compararon las diferentes caracteristicas morfologicas que presentaron los organismos al
finalizar el tratamiento, entre estas diferencias se puede observar un mayor colorido
conforme aumenta la dosis de hormona y lo mismo sucede con los caracteres sexuales
secundarios como son el gonopodio, la aleta dorsal y la aleta caudal que tienen una mayor
talla comparada con € grupo control, estos resultados son parecidos con los obtenidos por
Kramer ef al, en 1988 y por los reportados por Fuentes en 1994 quien reporta estas
observaciones en Poecilia reticulata sin poder dejar de mencionar en este capitulo que estas
caracteristicas son bien aceptadas en el comercio internacional ya que lo que se pretende en
esta industria de Ia acuacultura con fines ornamentales es mejorar estas caracteristicas de la
especic para asi lograr mejores utilidades (Fotografia 1)

8.- MORTALIDAD

En este aspecto cabe sefialar que en ninguno de los tratamientos ya sea en el contro!
0 los experimentales; hubo muertes, por lo que se consider6 la mortalidad con un valor de
cero para todos los casos. Ademas de comprobar que el tratamiento utilizado y probado en
esta experimento da buenos resultados como para ser utilizado en el ambito de produccion,
ya que son pocos los trabajos que reportan 0% de mortalidad y siempre atribuyen un
porcentaje de mortalidad al tratamiento o manejo de los organismos. La nula mortalidad
pude deberse a que las concentraciones de borma utilizada son bajas con repecto a las
utilizadas por otros autores como Nava-Bautista y Rodriguez-Gutierrez, (1997) quien a
pesar de que obticnen poblaciones de machos si reportan mortalidad en sus tratamientos. y
por tal motivo no existe un gran cambio en ia fisiologia de los organismos
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Fotografia 1.- Donde se aprecian las diferencias morfoldgicas en la talla y colorido, asi
como en la aleta caudal obtenida con los diversos tratamientos. De arriba hacia abajo: Grupo
cont_rol, 5.0, 7.5, 10.0,12 5mg/kg MT.
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CONCLUSIONES.

De los resultados obtenidos podemos afirmar que la dosis mas recomendable para
este tipo de técnica de acuacultura resulta ser la de 12.5 mg de MT ya que da los mejores
resultados en cuanto a la obtencién de poblaciones monosexo (machos) con excelentes
caracteristicas morfologicas.

Consideramos que el uso de esta técnica es altamente recomendable para lograr
obtener peces de ornato y particularmente los de la familia Poeciliidae con caracteristicas
morfoldgicas atractivas, y con esto un mayor precio comercial incluso con caracteristicas
que pueden competir en el mercado internacional.

Dada la nula mortalidad, creemos que las dosis de hormona asi como los periodos
de aplicacion, y la edad de los organismos propuesta es la mejor opcion de tratamiento que
hasta el momento sé ha probado para la obtencién de poblaciones monosexo con excelentes
cualidades comerciales. Ya que incluso a pesar de que en nuestro pais se estan realizando
investigaciones con diversas hormonas inchuida 1a 17a. MT en X, Helleri nuestra técnica
utiliza las dosis mas bajas logrando buenos resuitados lo cual debe repercutir directamente
en los costos de produccion y por otro lado con las aguas de desecho se emiten bajas dosis
de hormona a los cuerpos de agua, asi evitando en mayor medida que otras poblaciones
puedan ser dafiadas o afectadas.

El colorido y vistosidad observada en los peces tratados con la hormona nos hacen
notar que los organismos pueden alcanzar caracteristicas morfolégicas comerciales en un
lapso de tiempo menor y reducirlo hasta en un tercio al que se logra naturalmente para que
los peces puedan ser comercializados

Con ¢l presente trabajo se pone de manifiesto que las especies nativas de los cuerpos
de agua mexicanos y con un programa adecuado de trabajo bien estructurado, pueden
constituir un buen recurso para ser explotado y con ello ser una alternativa de desarrollo
econémico.
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APENDICE 1

Alimento para trucha utilizado en el tratamiento experimental

SALMON STARTER 2
Proteinas crudas 55.0%
Grasa cruda 15.0%
Fibra cruda 2.0%

16



APENDICE 2
LONGITUD TOTAL
One Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notchook

Nommality-Test: Failed (P =<0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Krugkal-Wallis One Way Analysis of Variance-on Ranks

Data source: Datz 1 in Notebook

Group-- N Missing

Control 60 0

5.0mgKg 60 0

7.5mg/Kg 60 0

10.0mg/Kg. 60 0

12.5mg/Kg 60 0

Group- - Median- 25%.. 75%
Control 27.000 23.000 29.500
S0mp/Kg. 27500 24000 . 32.000
7.5mg/Kg 28.500 25000 31.500
10.0mg/Kg- 31.000- 26,5000 33.500
12.5mg/Kg 33.000 31000  39.000

H-= 57691 with 4.degrees of freedom-- (P = <0.001)-

The differences in the median values among the treztment groups are greater than would be expected by
chance; there is-a statistically significant difference . (P = <0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use.a multiple comparison procedure.

All Paipwise Multiple Comparison Procedures- (Dunnett's Method) :

Comparison Diffof Ranky p q' P<D.05
12.5mgXg vs Control.  6642.000.. 5 6.990.. Yes
10.0mg/Kg vs Control ~ 2930.500 4 3.853  Yes
7.5mgfKgve-Control  1539.000. 3- . 2696 Yes
5.0mg/Kg vs Control 1286.000 2. .. 3375 Yes
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LONGITUD PARTON
Qne Way Analysis of Variznce

Data source: Data 1 in Notebook

Nommatity Test- Failed (P=<0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source: Data 1 in Notebook

Group.
Control

7.5mg/Kg
10.0mg/Kg,
12.5mg/Kg

Group..
Control
iomgKe..
7.5mg/Kg
100mg/Kg.
12.5mg/Kg

22822%

Missing
0

0

0

0

0

Median_ 25%.
20.750 18.000
20.000 18.000
20,000 18.000
25000 20000
23.750 23.000

H=35.951 with 4 degrees of frendom__(P.= <0.001),

5%

25.000
24.000
23.500

-25.500

27.000

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference. (P> <0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure,

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunnett's Method) :

Comparison

12 Smp/Kg vs. Cantrol..
10.0mg/Kg vs Control
7.5mg/Kg vs Control
5.0mg/Kg vs Coatrol

Diff of Ranks p
3841.500 5
1858.500 4
1061500 3

1.860

P<0.05
Yes
Yes
Ne

496.000 .2 1302 No Test Needed



LONGITUD DE LA ALETA CAUDAL
One Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebook

Normality Test: Failed (P =<0.001})

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source: Data 1 in Noicbook

Group N Missing
Control 60 0
50mg/Kg o0 0
75mgKeg 60 0
10.0mg/Kg 60 0
12.5mg/Kg 60 0
Group Median 5% 15%
Control 6.000 4000 6.500
5.0mg/Kg 7.000 6.000 8500
7.5mg/Kg 8.000 7.000  %.000
10.0mg/KG 6.500 5.500  3.000
12.5mg/Kg 10.000 8.000 12000

H = 98.707 with 4 degrees of freedom. (P =<0.001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is & statistically significant difference (P = <0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunmett's Method) :

Comparison Diff of Ranks p

12.5mg/Kg vs Control 9023.500 5 9.496
7.5mg/Kg vs Control 5610.500 4 7.3717
5.0mg/Kg vs Control 3682.500 3 6.452
10.0mg/Kg vs Control 3156,000 2 8282

P<0.05
Yes
Yes

Yes %&
W &\ﬁ"

&, ¥

wd



LONGITUD DE LA ESPADA
One Way Analysis.of Variance
Data source: Data 1 in Notebook

Narmality Test:. Failed - (P = <0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Anatysis of Variance on Ranks.  Saturday, May 30, 1998, 16:21:17
Data source: Data 1 in Notd)ook

Group._ N.  Missing
Control 60 0
50mg/Kg. 0 0
7.5mg/Kg 60 o
100mgKg 60 0O
12.5mg/Kg 60 0
Group, Median 5%  I15%
Control _0.000 0.000  0.000
$0mg/Kg . 1000 0000  1.000
7.5me/Kg 2.000 1.000 3.000
100mgKg.  3.000 3.000 4.500
12.5mgKg 5000 4250  7.000

H.= 226.558 with 4 degroes of froedom.. (P = <0.001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significam difference. (P = <0.001)

To iso!atethcgrwporgmq:sthaidiﬂ‘erﬁomﬂmothetsmamxﬂﬁple comparison procecure.
All Pairwise Multiple Comparisan Procecures (Inrniett's Method) :

Comparison DiffofRanks p - ¢ P<0.05
12.5mg/Kg vs Control 12562.000 5 13.219 Yes
10.0mg/Kg vs Control 9619.500 4 12.648 Yes
7.5mgKg vs Control . . 6934.000 3 12.183 Yes
5.0mg/Ke vs Controt S 3264500 - . 2 B.567 Yes



PORCENTAJE DE MACHOS
One-Way Analysis-of -Variance
Data source: Data 1 in Notebook
Normality Test:: Passed (P =1.000)..

Equal Variance Test:  Passed (P = 1.000)

Group- N- Missing

Control 3 0

5.0mgfKe- 3 0

71.5mg/Kg 3 0

10.0mg/Kg 3 0

12.5mg/Kg 3 0

Group - Mean ~- Std-Dex- SEM
Control 0.000 0.000 0.000
5.0mg/Kg 60.000 . 0,000. 0.000
7.5mg/Kg 100.000 0.000 0.600
10.0mgKg- 100,000 .. 0.000- 0.000
12.5mg/Kg  100.000 0.000 0.000

Power of performed test with afpha= 0.050;-1.000.

Source of Variation DF 88 M3 F P
Between-Treatments: 4 23040:000- 5760:000 >le20 <0.001
Residual 10 0.060 0.000

Total-- 14 . 23040.000

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P = <0.001). -

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Camparison _ Diff of Meany_ P
7.5mg/Kg vs. Control 100,000 5
75mg/Kegvs. 50mg/Kg .. 40,000 5
7.5mg/Kg vs. 12.5mg/Kg 0.000 5
75mg/Ke vs 100mg/Kg . 0.000 5
10.0mg/Kg vs. Control 100.000 5
100mg/Kg vs.. 5.0mg/Kg 40,000 5
10.0mg/Kg vs. 12.5mg/Kg 0.000 5
12.5mg/Kg vs. Control . 1060.000 5
12.5mg/Kg vs. 5.0mp/Kg 40,000 5
5.0mp/Kg vs. Control _ 60,000 5



Comparison q P05
75mgKgvs. Comrol >Ic20 Yes
7.5mg/Kg vs. 5.0mg/Kg >1€20 Yes
7.5mg/Kgvs. 12.5mg/Kg (NAN) Yes
7.5mg/Kg vs, 10.0mg/Kg (NAN) Yes
10.0mg/Kgvs. Conirol >1¢20 Yes
10.0mg/Kgvs. 50mg/Kg >1e20 Yes
10.0mg/Kg vs. 12.5mg/Kg (NAN) Yes
12.5mg/Kgvs. Control >1e20 Yes
12.5mg/Kg vs. 50mg/Kg >1c20 Yes
50mg/Kg vs. Control >1e20 Yes



