X/5s0 1
Y

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

CAMPUS IZTACALA

INDUCCION SEXUAL EN PECES XIPHOPHORUS

HELLER! (POECILIIDAE) A TRAVES DE LA

ADMINISTRACION DE LA 17 0e-METILTESTOS-

TERONA Y DE DIETILSTILBESTROL, EN EL
ALIMENTO

T E § 1 S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION
P R E S E N T A

ALBA FELIPA MARQUEZ ESPINOZA

DIRECTORA:
DRA. CATALINA B. CHAVEZ TAPIA

-
IZTACALA LOS REYES IZTACALA, EDO. DE MEXICO L
R Z 1999
0"‘\
5
™
TESIS CON | N

FALLA DE ORICEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A M! ESPOSO ANTONIO SANCHEZ ORTEGA
POR CAMINAR A MI LADO POR LOS SENDEROS DE LA VIDA.

A MIS HIJOS

RICARDO Y ANTONIO SANCHEZ MARQUEZ



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Catalina B. Chavez Tapia por su direccioén en el desarrollo de
esta tesis, con su valiosa ayuda y amistad fue posible llegar a la culminacién de
este esfuerzo.

A quienes fungieron como sinodales, que con sus observaciones y
aportaciones al manuscrito, fue posible lograr un mejor trabajo, gracias a
ustedes: Dra. Ma. Cristina Revilla Monsalve, M. en C. Rodoifo Garcia Collazo,
M. en C. Silvia Toral Aimazan, M. en C. Jorge Luis Hernandez Aguilera.

Al Bibl. Mario Alfredo Fernandez Araiza por contar con su apoyo
constante en [a realizacién de este trabajo.

Al Bidl. José Del Carmen Benitez Flores por su tiempo y asesoria con
respecto al trabajo de histologia.

A la M. en C. Leticia Verdin por su asesoria en la interpretacion de los
cortes histologicos.

Al Biol. Nicolas por su atinada asesoria y ayuda constante en los
pequeiios y grandes problemas en el manejo y mantenimiento de peces.

Y a todos aquellos que directa o indirectamente me dieron su amistad,
ayuda y apoyo.



INDICE

RESUMEN

INTRODUCCION
DETERMINACION DEL SEXO
LAS GONADAS
OVARIO
TESTICULOS
ESTEROIDES SEXUALES
PRODUCCION HORMONAL
EL HIPOTALAMO
LA HIPOFISIS

EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISIARIO-GONADAS

CELULAS DE LEYDIG
DIAGNOSIS DE LA ESPECIE
ANTECEDENTES
HIPOTESIS
OBJETIVOS
METODOS
COLECTA
CONDICIONES DE MANTENIMIENTO
FERTILIZACION DE LAS HEMBRAS
PREPARACION DEL ALIMENTO
LOTES DE EXPERIMENTACION
|y REGISTRO DE DATOS
ANALISIS ESTADISTICO

i) OBTENCION DE LOS ORGANISMOS DE LA F1

DIAGRAMA DE FLUJO MT

DIAGRAMA DE FLUJO DES

RESULTADOS
EFECTO DE LA 17a-METILTESTOSTERONA
| ) MEDIDAS SOMATICAS
MORFOLOGIA EXTERNA

EFECTO DE LA MT EN LAS HEMBRAS TRATADAS

TIEMPOS DE GESTACION

- ANALISIS HISTOLOGICO DEL OVARIO DE LOS CONTROLES

DANOS PROVOCADOS POR LA APLICACION DE 17a- METILTESTOSTERONA

1) PROPORCION SEXUAL
EFECTO DE LA DIETILETILBESTROL
1) MEDIDAS SOMATICAS
MORFOLOGIA EXTERNA
COMPORTAMIENTO
TIEMPC DE GESTACION
DAROS PROVOCADOS POR LA APLICACION DE
I} PROPORCION SEXUAL
DISCUSION
CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA
APENDICE |
APENDICE !l

DIETILETILBESTROL



RESUMEN

La utilizacidon de tratamientos endocrinos en la induccidén de la reversion
sexual se han empleado en un gran nimero de especies de peces. Se han usado
para acelerar el crecimiento y obtener en menor tiempo la talla comercial, lograr
tener poblaciones monosexo, en tilapias para evitar la reproduccién precoz, en
salmonidos en el control de enfermedades; en algunas especies de peces de
ornato los machos se desarrollan mas rapido que las hembras y son mas
coloridos, su valor comercial es mas alto. L.as vias de administracion son diversas
entre las que se encuentran. La inyeccién subcutdnea, disueltas en el agua por
inmersidn, introduccién de cristales bajo la piel y mezclados en el alimento, este
Ultimo es el mas utilizado.

Se selecciond la especie Xiphophorus helleri de la famila Poeciliidae por su
marcado dimorfismo sexual, asi como por ser vivipara, resulta un modelo ideal
para la induccion del sexo durante el desarroilo embrionario. Tiene un periodo de
gestacién de 35 a 55 dias dependiendo de las condiciones y de la temperatura
ambiente, las gbnadas se forman después de los ocho dias de iniciado el
desarrollo embrionario, por lo que se indujo el sexo a través de la madre,
utilizando 17a-metiltestosterona para machos y dietiletilbestrol para hembras en la
dieta, alimentandolas Unicamente en la etapa de gestaciéon con dosis de 0.0, 5.0,
7.5, 10.0, 12.5mg/kg para ambas hormonas y determinar cual concentracién era
mas efectiva en la induccion del sexo en la crias de la F1 y su efecto en las
hembras, en la gbénada y en su morfologia. El tratamiento se llevé a cabo por
triplicado utilizando 12 hembras en cada acuario, la dosis mas efectiva de la 17 -
metiltestosterona fué la de 12.5mg/kg teniendo una poblacion de 85.7% de
machos en la F1, a partir de la dosis 7.5,10.0 y 12.5 mg/kg estadisticamente
fueron significativas (P<0.05), afectando directamente la morfologia de las madres
quienes a los 15 dias del tratamiento desarrollan la aleta caudal, formando la
espada caracteristica de machos y se engrosaron los primeros radios de la aleta
anal, al final del tratamiento parecian machos con el abdomen voluminoso. La
dosis mas efectiva para la dietiletilbestrol fué la de 10.0mg/kg obteniendose una
poblacidén de hembras en la F1 de 84.36%, esta hormona no tuvo ningun efecto en
la morfologia de las madres. Estadisticamente todos los tratamientos presentaron
diferencias significativas (P<0.05). ‘Estas dos hormonas no afectaron el
crecimiento ni el peso de las hembras, pero si alteraron histologicamente la
gonada en la dosis de 12.5 mg/gk se observan una gran cantidad de ovocitos
atrésicos, alterandose la ovogénesis, presentandose necrosis ovarica severa. Este
es el primer trabajo que presenta un analisis histélogico y de toxicidad en las
gonadas por efecto del tratamiento. Se utilizaron las dosis mas bajas dando
buenos resultados, por lo que recomendamos ampliamente su aplicacion a nivel
comercial en peces de ornato.



INTRODUCCION

La acuacultura es en la actualidad una fuente importante de produccion de
alimento para satisfacer la creciente demanda mundial de proteinas. En
Latinoamérica, especialmente en México, se han comenzado a realizar proyectos
de acuacultura, pero en muchos casos, el principal obstaculo para su éxito es ia
falta de conocimientos basicos y de las habilidades técnicas necesarias. La cria
de organismos acuaticos, aunque se presenta como una novedad para la mayoria
de las naciones, ha sido practicada durante milenios. Se tiene informacion, que
desde el siglo V a. C. el chino Fan-Li, realizé la crianza de carpas en estanques y
la propagacién artificial de peces. La produccién de las pesquerias mundiales ha
tenido un incremento espectacular, pero la existencia de organismos acuaticos en
estado natural son limitadas y en un futuro se llegara a un tope en la explotacion
de los mismos. El crecimiento de los organismos acuaticos en condiciones
controladas, puede constituir una fuente importante de alimento en muchas partes
del mundo, en virtud de su gran productividad y el hecho de que las cosechas
acuaticas son principalmente de proteinas, la acuacultura tiene la potencialidad de
producir grandes cantidades de alimento de bajo costo, pero de ninguna manera
esta restringida a la produccion alimentaria. Las personas que realizan pesca
deportiva siempre han confiado en los criaderos para reponer la existencia de
peces en estado natural y lo seguiran haciendo en el futuro conforme crezcan las
necesidades de recreacion en las naciones desarrolladas {Bardach, 1986).

La acuariofilia, es el arte de hacer que los peces vivan y se reproduzcan en
acuarios. Los griegos y romanos de la antigiiedad vivian rodeados de animales de
todo tipo incluidos los peces, los cuales no eran mantenidos en acuarios, sino en
grandes viveros, en fuentes de piedra tallada y decorada con surtidores. A
comienzos de este siglo la acuariofilia se desarrolla a gran escala y a nivel
comercial, se organiza la importacion de especies exoticas, en la actualidad esta
es una actividad que representa una fuente importante de recursos econdmicos,
tanto en la comercializacion de los peces llamados de ornato por su gran colorido
y adaptacion a la vida en acuarios. En México esta actividad se encuentra en sus
inicios, en paises de Europa y Estados Unidos es una fuente importante de
derrama econdmica. En Asia el cultivo de peces destinados a ornato, se realiza
aplicando muchas de las técnicas utilizadas en la acuacultura para la produccién a
gran escala (Yamasaki, 1983). Como es la aplicacién de hormonas en la obtencion
de poblaciones monosexo en tilapias y salmonidos (control de enfermedades), en
bagres para acelerar el metabolismo y hacer que los peces obtengan en menos
tiempo la talla comercial (Donaldson et al., 1878).

Se han realizado trabajos de induccién en reversion sexual en 47 especies,
pertenecientes a diferentes familias en las que se han practicado tratamientos
endécrinos dentro de las que se encuentran, en grado de importancia son:
Cichlidae, Cyprinodontidae, Anabantidae, Poecilidae, Salmonidae y Cyprinidae.



Las hormonas utilizadas para inducir a la masculinizacién y a la feminizacion
respectivamente son 17a- metiltestosterona y estradiol -17f, las cuales, en los
procesos de reversion, pueden incrementar la mortalidad sin embargo en los
ciclidos y cyprinidos pueden acelerar el crecimiento, utilizando las dosis optimas
en la reversién sexual. La induccidon de la reversion puede servir como una
herramienta para entender los procesos de diferenciaciéon sexual y la produccion
de poblaciones monosexo en la industria de la acuacultura.

En la Tabla 1 se indican los trabajo con hormonas para la reversion sexual
en peces realizados por diversos investigadores.

Tabla . 1. Aportes mas importantes de la aplicacion de hormonas en peces.

AUTOR ANO RESULTADOS

Padao 1937-39 | Inyeccién de hormonas sintéticas en la reversion de
salmones

Berkowitz 1938-41 |En Levistes administro "estrogenos, en inversion de
hembras

Okeda 1943 Inyeccién subcuténea de etilbestrol, en tilapias

Yamamoto 1958-68 | Induccidon de la esterilidad en tilapias, y de hembras a
machos

Hishida 1965 Administracién intraperitoneal, de hormonas

Muller 1969 Reversién endocrina de tilapia

Takahashi 1975 Utilizo metiltestosterona en reversion sexual en crias de
Poecilia reticulata

Guerrero 1975 trabajo en reversion de Tilapia aurea

Fagerlund  y|1978 Demostracion de metilacion y eliminacién de

Mebride testosterona

Johnstone 1983 Excrecién del 98% de hormonas administradas en la

et al. reversion sexual

Nandeesha 1990 Descripcidon de bioensayos de niveles hormonales

et al. administrados

Tomado de Padian 1995.

En acuacultura se han utilizado esteroides sexuales especialmente
androgenos para acelerar el crecimiento (Donalson ef al, 1978). En muchos
peces, los machos se desarrollan mas rapido que las hembras, en especies
ornamentales, los machos son mas coloridos que las hembras y estos tienen un
vailor comercial aito, se han realizado trabajos de masculinizacién en 47 especies
y de feminizacién en 31. Es deseable que se seleccionen las especies con
dimorfismo sexual ya que de acuerdo a las caracteristicas propias de machos y
hembras se podran identificar con precision los cambios inducidos por accion
hormaonal.




Las vias de administracion de hormonas son: inyeccién subcutanea,
intraperitoneal, intramuscular, disueltas en soluciones salinas o suero fisiolégico o
introduccion de los cristales de esteroides bajo la piel procedimiento utilizado
(Okeda 1943 y 1949, citado en Yamamoto, 1969) antes de que se fabricaran los
esteroides sintéticos.

La inmersion de los organismos en aguas conteniendo esteroides, involucra
periodos continuos de exposicion de embriones y etapas juveniles, este
tratamiento es frecuente en salmonidos (Hunter y Donalso, 1983). El método mas
frecuente, para la mayoria de las especies en la que se ha hecho inversion sexual,
es mezclar los esteroides en el alimento, utilizando las técnicas de evaporacion de
alcohol (Guerrero, 1975). La revision realizada por Hunter y Donalson {1983),
indica claramente que los tratamientos endécrinos a través de la dieta son los mas
utiizados en la administracion de esteroides, sin embargo el tratamiento mas
utilizado es la inmersién especialmente en especies de aguas frias y en las
etapas de huevo oculado (especies oviparas) o de alevines, en salmonidos, con el
que se reportan hasta el 90% de efectividad. En tilapias se han aplicado las
técnicas de inmersidn, pero la administracion de hormonas a través de la dieta es
la mas conveniente. En especies viviparas como Poecilia reticulata se han
realizado experimentos de inmersion, ocho dias antes del nacimiento, sin obtener
resultados confiables (Takahashi, 1975).

El desarrollo y organizacion de la génada en los perciformes se deriva de
un solo primordio germinal y se origina directamente del epitelio peritoneal, es
decir, a partir de la parte correspondiente al cortex, sin existir evidencia de que el
mesonefros contribuya en su formacion, podria ser la responsable de la existencia
de un patrén sexual diverso, donde practicamente se encuentran todos los tipos
de sexualidad conocidos. Conociendo las etapas y los tiempos de diferenciacion
sexual de la génada, a través de una adecuada administracién de hormonas en
periodos cortos se podria determinar el sexo de los peces.

Uno de los objetivos de la aplicacion de hormonas, es acelerar el
crecimiento de los peces en etapas juveniles con periodos mas cortos que el
tiempo normal. En particular en ciclidos y cyprinidos se han mostrado resultados
muy alentadores (Tabla 2 y 3).

Tabla 2. Andrégenos utilizado en la reversion sexual de peces.

NATURALES PECILIDOS | SALMONIDOS | CICLIDOS [CYPRINIDOS
Testosterona X X

11-ketotestosterona X X X
11-bhydroxyandrostendiona X

Androstendiona X

Dehydroepiandrosterona X




SINTETICOS

Mibolerone

>
>

9(11)dimethyltestosterona

19-nor-ethynyltestosterona

x>

Fluoxymesterona

17a-ethynyltestosterona

Methylandrosteneidol

x|
> >X|x|x

17a-methyitestosterona

Acetato de testosterona X

Propionato de testosterona

Chlorotestosterona

>

Methyldihydrotestosterona

Tomado de Padian (1295).

Tabla.3. Estrogenos utilizados en la reversion sexual de peces.

NATURALES PECILIDOS {SALMONIDOS [CICLIDOS |CYPRINIDOS
Estadiol-173 X X X X
Estrona X X X
Estrial X

SINTETICOS

Diethylstilbestrol X X
Ethynylestradiol

Butilacetato estradiol X X
Stilbesterol X

Diethyldioxystilben X
Benzoato estradiol X
Ethylesternol X

Tomado de Padian (1995).
DETERMINACION DEL SEXO

El mecanismo de la determinacion del sexo en la mayoria de los peces
6seos esta en una condicidon primitiva, los cromosomas estan tan poco
diferenciados de los autosomas que apenas se pueden distinguir unos de otros, la
determinacion del sexo puede ser controlada, por los genes dispersos entre los
autosomas. El potencial determinante del sexo puede diferir entre las diferentes
especies. Los datos disponibles sobre la determinacién del sexo en poblaciones
de peces, son mas extensos en comparacion a las de otros vertebrados, es
apropiado y comun designar los cromosomas sexuales, XX para hembras
(homogametos) y XY para machos (heterogametos), Yamamoto (1969), considera
que la determinacién sexual en X. helleri, es poligenica, para machos
heterogameticos (XX / XY) y para hembras heterogameticas (ZZ / ZW). Los
cambios exactos que guian los genes sexuales a la diferenciacion sexual no han
sido bien clarificados, el punto importante es que los genes sexuales no son los



directamente determinantes del sexo, pero son genes controladores que inducen
la determinacidn y la diferenciacién sexual.

En estudios con salmonidos se ha demostrado que el sistema hipotalamo -
hipéfisis via hormonas gonadotropicas (GnRH) es activo durante el tiempo de la
diferenciacion sexual y los esteroides pueden tener un efecto importante en la
induccién del sexo. Estos argumentos representan ventajas y desventajas de la
teoria que sefala que los esteroides inducen las diferencias del sexo en los
embriones, el fenotipo sexual gbnadal puede ser manipulado alrrededor del tiempo
de la diferenciacion sexual. Paraddjicamente se presenta la feminizacién de las
gonadas con dosis de androgénos. La no especificidad de las hormonas sexuales
corticoides, tiene potencial en la induccién sexual (Baroiller ef al., 1999).

Los estrégenos inducen hembras y los androgenos inducen machos. Las
hormonas sexuales actlan especificamente en la inducciéon sexual, dosis efectiva
de estrona y metiltestosterona a peces jovenes son sexégenos. La administracion
de testosterona radioactiva y dietiletilbestrol, ha demostrado que estas se
incorporan selectivamente a la gonada juvenil. Al parecer todo indica que la
diferenciacion sexual de la gonada requiere mas hormonas sexuales que otros
organos, con base en estos resultados la teoria de que los esteroides sexuales
son inductores naturales ha recibide mayor aceptacion (Yamamoto, 1969).

LAS GONADAS

Las gbnadas de los peces se originan en la linea media dorsal de la cavidad
peritoneal, una génada a cada lado del mesenterio dorsal, su desarrollo esta
intimamente asociado con el sistema excretor, las génadas son de doble origen, a
partir de dos distintos grupos celulares: la mas lateral es el cortex o porcion
cortical, se origina de una elongacion de la pared peritoneal dara origen at ovario,
y la medula o porcidbn medular que dara origen al testiculo. Las células que
originan a los gametos son las células germinales primordiales, aparecen primero
y migran hacia el interior de la gbnada, estas pueden ser faciimente identificadas
en la capa de proliferacién del mesotelio (epitelio germinativo). En condiciones
normales, los factores genéticos determinan el desarrollo de machos o hembras.
Existen trabajos donde se postula que las hormonas son substancias inductoras
de machos y hembras, éstas controlan el curso del desarrollo, ya sea o no que
haya hormonas embrionarias especiales en |la determinacién del sexo. Esta bien
establecido que la diferenciacién del primordio gonadal puede ser modificado con
esteroides gonadales similares a los esteroides de los adultos, los androgénos
promueven el desarrollo de testiculos y los estrogénos de los ovarios (Cohen,
1946).

Las gbnadas de los peces tienen un origen bilateral, pero muchas especies
en estado adulto presentan una sola génada, en algunos casos se fusionan los
dos primordios durante el desarrollo, en otros una de las génadas no se desarrolia,
otras presentan una fusién parcial de la génada y sus conductos.



OVARIO

El ovario es un saco cerrado con sus conductos (oviductos), puede variar
desde un simple saco a un érgano complejo con funciones tales como produccién
de ovocitos, almacenaje de esperma, lugar de fertilizacion y de alimentacion para
el desarrollo del embrién.

El ovario de los peces presenta un epitelio germinal derivado de una
extension del peritoneo, que da lugar a los foliculos ovéricos, justo por debajo del
epitelio germinal, se extiende la tinica albuginea, que es una capa muy densa de
tejido conectivo. Los foliculos formados a partir del epitelio germinal, que recubre
la parte interna de! ovario, estdn embebidos en el estroma ovarico que se extiende
a partir de la tunica albuginea hacia el interior de la glandula, a su vez, la parte
interna del epitelio se pliega dando lugar a los pliegues ovaricos que
practicamente obliteran la cavidad ovarica. El epitelio germinal suele variar su
grosor con la actividad sexual, siendo maximo durante la época de puesta y
minimo durante el reposo sexual. El foliculo ovarico es relativamente simple, en
fases tempranas del desarrollo, los ovocitos estan rodeados por una capa de
células foliculares, a medida que crece el ovocito, las céiulas foliculares
incrementan y forman una capa continua y unicelular, llamada granulosa. El tejido
conectivo del estroma se organiza formando la teca o envoltura folicular externa,
ambas capas estan separadas por la membrana basal, en [a teca se encuentran, a
menudo, capilares, fibras de colageno y fibroblastos (Essenberg, 1923).

El conjunto de acontecimientos que tienen lugar en el ovario de un pez
adulto es: transformacion de las ocogonias en ovocitos primarios, vitelogénesis,
maduracién, ovulacion. La vitelogénesis, maduracion y ovulacion son eventos que
se distinguen tanto por los sucesos que se desencadenan como por ia regulacion
endocrina en cada uno de ellos los foliculos con ovocitos en distintos estados de
vitelogénesis que no son ovulados en la época de puesta degeneran en cuerpos
atrésicos, este tipo de formaciones son muy comunes en los ovarios de peces
post-ovulados, la atresia folicular implica la rotura de la zona radiada y Ia
intervencion de las células de la granulosa y de la teca (Zanuy et al., 1987).

TESTICULOS

Los testiculos son érganos pares, alargados y unidos por la pared dorsal de
la cavidad corporal, el espermiducto sale de la superficie
media dorsal posterior de cada testiculo y desemboca en la papila urogenital,
situada entre el recto y los ductos urinarios. Dependiendo de la especie, la
estructura testicular varia, en Ilobular y tubular, en esta ultima, Ilas
espermatogonias estan restringidas a la parte distal del tubulo, inmediatamente
por debajo de la tdnica albuginea. La mayor parte de los teledsteos poseen
testiculos de estructura lobular caracterizada por presentar una serie de [6bulos
separados por tejido fibroso conectivo (Carrillo, 1977).



Los testiculos en general estan rodeados por una delgada capa celular
fibrosa o capa albuginea, esta capa sufre variaciones con el ciclo sexual, siendo
mas delgada durante la madurez y mas gruesa durante el reposo, presenta una
parte lobular y una intersticial, la primera contiene dos tipos celulares: las células
germinales y las células de Sertoli, la segunda posee células intersticiales,
fibroblastos y vasos sanguineos y linfaticos. Las espermatogonias, estan situadas
en la parte mas basal del quiste y estan separadas de la membrana basal
mediante delgadas franjas de células homéiogas a las de Sertoli. Durante la
maduracion, las células germinales testiculares adoptan una disposicién quistica,
de manera que las células se encuentran invariablemente en la misma etapa de
espermatogénesis, por tanto, cada quiste parece derivar de una sola
espermatogonia (O Mallery et al., 1993).

ESTEROIDES SEXUALES

Mediante estudios ultraestructucturales e histoquimicos, se ha demostrado
que en el ovario de los peces existe actividad esteroideogeénica en las células
intersticiales o de la teca y en las de la granulosa. El ovario es capaz de sintetizar:
corticoesteroides y progestinas, entre las cuales destaca la 17a-2083-
dihidroxiprogesterona, por su papel en el proceso de maduraciéon de los ovocitos,
androgenos, precursores de los estrogenos tras aromatizacién y estrégenos,
entre los cuales el 17 P-estradiol es considerado de gran importancia en el
proceso de la vitelogénesis.

Las células productoras de esteroides del testiculo, han sido identificadas
con actividad 3p-hidroxiesteroideshidrogenasa, asi como a través de sus
caracteristicas ultraestructurales. En las células intersticiales de Leydig, esta
actividad es mayor cuanto mas avanzada es la madurez testicular y recientemente
se ha demostrado que las células de Sertoli producen 17¢-20B-
dihidroxiprogesterona (Kramer ef al, 1985). El testiculo es capaz de sintetizar:
androgenos, entre los cuales los 11 oxigenados tienen mucha importancia por el
papel fuertemente androgénico de la 11-cetostesterona ; progestinas, estrogenos,
y esteroides conjugados del tipo glucurénidos.

PRODUCCION HORMONAL

Una hormona es una substancia quimica secretada en los liquidos
corporales por una célula o un grupo de células que ejerce efecto fisiologico sobre
el control de otras células {(Zanuy ef al., 1987).

Los tipos celulares responsables de la secrecion de las gonadotrofinas y la
GH se diferencian en la hipéfisis durante el desarrollo fetal. La biosintesis y la
secrecién de las gonadotrofinas hipofisiarias son estimuladas por la GnRH en
general son moduladores, por retroalimentacidn negativa, estos son factores



gonadales, entre ellos los esteroides (estrégenos, progesterona, andrégenos,
peptidos, inhibina y la activina).

Los esteroides constituyen una subclase de lipidos que contienen una
estructura esquelética basica de cuatro anillos fusionados denominados
ciclopentanoperhidrofenantreno, forman parte de una gran familia de substancias
que incluyen el caucho, los carotenoides, las vitaminas A, E, K y el colesterol. Ei
colesterol, a su vez es convertido en &acidos biliares, hormonas esteroides y
vitamina D (O Mallery y Strott,1993). Las hormonas esteroides, son los estrégenos
y los androgenos, que gobiernan los caracteres sexuales secundarios, el ciclo
reproductor, el crecimiento y el desarrollo de los 6rganos reproductores, gjercen
también intensa actividad anabédlica proteinica (Harper, 1980). Se denominan
estrogénos o sustancias estrogeénicas aquellas capaces de provocar estro o celo y
producir las caracteristicas sexuales secundarias femeninas.

El dietiletibestrol es un compuesto sintético, activo por via oral con
actividad estrogénica, derivado del dihidroxiestibeno, que se introdujo en 1938.
No se asemeja quimicamente a los estrogenos pero ejerce, potente efecto
estrogénico, como se muestra en la formula (Fig. 1), es posible que en el
organismo pueda ocurrir el cierre del anillo para formar una estructura semejante
al nicleo esteroide (Harper, 1980).

QH

Figura 1. Férmula quimica de la hormona Dietiletilbestrol. (Tomada de Harper,
1980).
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Los andrégenos u hormonas androgénicas, pertenecen al grupo de las
hormonas esteroides y derivan del ciclopentano, pehidrofenantreno, actualmente
se preparan por sintesis a partir de la testosterona, se han producido derivados
que por poseer un grupo metilo en posicién 17(ver Fig. 2) son activos por via oral.

Figura 2. Formula quimica de la hormona 17a-metiltestosterona (Tomada de
Lynch et al., 1982).

EL HIPOTALAMO

E!l hipotalamo esta situado en la regidn ventral del diencéfalo. Es una zona
importante para el pasc de la informaciéon neuronal a través de las células
neurosecretoras desde el cerebro hacia el sistema hormonal, sus células se
disponen en grupos pares dispuestos bilateralmente. Los cuerpos de estas
celulas, perfectamente diferenciados, forman grupos independientes, sus axones,
estan en estrecho contacto con la adenohipdfisis, forman lo que se conoce como
neurohipdfisis, las células neurosecretoras responden a sefiales procedentes del
cerebro, liberando un mensajero quimico en el terminal del axén, lamado hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) ésta a su vez, actua sobre las células
gonadoétropas de la adenohipéfisis (Haider et al., 1977).

Las hormonas hipotalamicas que regulan a la adenohipéfisis son liberadas

a un tipo especial de circulacion, el sistema porta hipotalamico hipofisiario y por él
llegan a la hipéfisis en un flujo unidireccional.
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LA HIPOFISIS

La glandula hipdfisis, tanto por su origen como por su funcion, es la mas
compleja e importante del sistema endocrino. Se localiza en la base del
diencéfalo, por detras del quiasma éptico esta intimamente asociada al hipétalamo
a través de procesos neuronales y de un sistema vascular porta hipétalamico
hipofisiario. lLa hipdfisis es considerada como un d4rganc doble que ha
evolucionado de dos origenes diferentes: una evaginacién ectodermica del techo
de la cavidad bucal embrionaria, que da lugar a la adenohipdfisis, y una
invaginacion del proceso ventral del diencéfalo, que da lugar a la neurohipdfisis o
I6bulo nervioso (O Mallery y Strott, 1993).

En los peces como en todos los vertebrados, es la glandula clave para el
estudio del control hormonal, todos los procesos fisiolégicos estan influenciados
directa o indirectamente por sus secreciones. La hipofisis es un sitio de sintesis,
almacenaje y liberacion de varias hormonas pépticas, a través de sus secreciones,
el sistema nervioso central controla un rango muy amplio de funciones endocrinas,
como son: la reproduccién, la osmorregulacion, el crecimiento y el metabolismo
(Haider et al., 1977).

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAS

Las dos funciones principales del eje, son producir cantidades regulares de
hormonas esteroides sexuales de importancia fisiolégica y gametos masculinos
sanos en diversas condiciones ambientales. La biosintesis de los andrégenos
ocurre en las células de Leydig (intersticiales) y la espermatogénesis es llevada a
cabo en los tubulos seminiferos. E! hipotalamo y la parte anterior de la hipofisis
participan de forma integral en la regulacidn de estas funciones a través de la
secrecion respectiva de [a hormona liberadora de gonatrofinas (GnRH) por
neuronas especificas y de las gonadotrofinas, la hormona luteinizante (LH) y la
hormona foliculoestimulante (FSH) por células adenchipofisiarias especificas
(Veldhuis, 1993).

La testosterona y otros esteroides sexuales modulan la secrecion de las
gonadotrofinas y ia conducta reproductiva por sus acciones sobre el cerebro y la
hipéfisis. Se han realizado algunos estudios utilizando implantes de testosterona
en el cerebro, estos sugieren que los elementos neurales en la parte media basal
del hipotalamo controlan la secrecién de las gonadotrofinas.

CELULAS DE LEYDIG

Las células intersticiales de Leydig se localizan en el estroma del tejido
conectivo de los testiculos, donde estan dispersas entre los tubulos seminiferos .
Estas células se diferencian y comienzan a secretar andrégenos durante el
desarrollo embrionario. La activacién de las células de Leydig en el embrién se
correlaciona con el comienzo de la diferenciacién morfolégica dependiente de los
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androgenos. Los andrégenos mas potentes son esteroides y algunos estudios han
demostrado que la testosterona es el principal andrégeno producido por los
testiculos y secretado hacia la circulacion sistemica (Hurkvanden, 1974).

La presencia de A5-3B-hidroxisteroidehidrogenasa (3r-HSD) y glucosa 6-
fosfato dehidrogenasa (G6PD) son caracteristicas de las células que sintetizan
esteroides sexuales, estas enzimas estan presentes en la formacién vy
metabolismo de andrégenos y estrogenos {McKerns 1969), las fluctuaciones en
la actividad citoquimica de 33-HSD y GEPD estan correlacionadas con los
cambios estructurales de las células y nos indican los cambios en la actividad
esteroideogenica.

Los testiculos de machos jovenes de Xiphophorus de apenas tres dias de
nacidos presentan una reacciéon positiva a 33-HSD y G6PD, localizada en el
estroma en las células de Leydig y entre las espermatogonias, esta reaccion se
presenta en todos los machos jovenes que presentan la aleta anal sin
modificaciones, el desarrolle testicular contintia, se forman los conductos
eferentes, las espermatogonias proliferan y los quistes contienen espermatocitos,
en esta fase de maduracién. Las células positivas a 33-HSD y G6PD son
numerosas y muy activas, manifestando una respuesta histoquimica intensa, en
la periferia del testiculo y alrededor de los tubulos eferentes, esté patron de
distribucion de las enzimas es caracteristico, hasta la maduracion del testiculo. En
las células epiteliales de los conductos eferentes y en las células de Sertoli se
realizaron pruebas de la reaccidn de estas enzimas y resultaron negativas en
todos los estados de desarrollo (Kramer et al., 1985).

El estudio de la actividad de 33-HSD y G6PD en ovarios de hembras de
tres dias de nacidas muestra células positivas para ambas enzimas, en el estroma
de la gdénada de previtelogénesis de la oogonia, estas células incrementan en
numero y actividad conforme el ovario se desarroila. Las células de la granulosa
son negativas a estas enzimas en todas las etapas del desarrollo. 33-HSD es uno
de los factores determinantes en la oxidacién de 3-hidroxisteroides y 3-
ketosteroides. GBPD esta involucrada en la formacion y la reduccién de piridina
nucleétido (NADPH), es esencial en la hidroxilacién de esteroides (McKerns,
1969). La existencia de ambas enzimas en el tejido gbénadal, nos indica la gran
actividad  esteroideogénica, demostrada mediante la  histoquimica
esteroideogénica en neonatos de mollis Poecilia latipinna (Hurk, 1974). La
localizacion de 3n3-HSD y GBPD y su actividad en neonatos de Xiphophorus y
Poecilia, indica que la esteroideogenesis se presenta en etapas tempranas del
desarrollo, esta actividad es independiente de la maduracion de la zona
gonadotropica de la hipéfisis. La sintesis de esteroides sexuales en animales muy
jovenes tienen diversas acciones como: la proliferacion de espermatogonias y la
formacion de los conductos eferentes, en la formacion de cogonias, los esteroides
tienen un efecto en la pituitaria, hipotalamo y la region extrahipotaiamica del
cerebro en los eventos de maduracion prepuberal. En general se acepta que las
gonadotrofinas son esenciales para completar el desarrollo gonadal y la
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gametogenesis en peces poecilidos. En todos los procesos hormonales es
esencial la maduracién del eje-hipotalamo-hipofisis-gonadas (LHRH, GTH vy
esteroides sexuales), (Schreibman et al., 1982).

DIAGNQOSIS DE LA ESPECIE

Xiphophorus hellen (Heckel, 1848), Familia Poecilidae. Originaria de
Centroamerica y de las vertientes del Atlantico de México, se le encuentra
ampliamente distribuida en aguas continentales mexicanas, fueron introducidos
artificialmente en la parte central de la Replblica Mexicana, viven en agua dulce y
cristalina en zonas de abundante vegetacién a una temperatura de 22 a 24°C, pH-
7. Son peces que presentan un marcado dimorfismo sexual (Fig. 3), de
fecundacion interna, en el macho maduro se modifican los cinco primeros radios
de la aleta anal, el quinto radio forma un gancho mayor que los otros radios, esta
estructura recibe el nombre de gonopodio, su funcién es la transferencia de
espermatozoides en el momento de la copula. Ambos sexos presentan una banda
obscura y rasgos rojos en los costados, aleta dorsal de 11 a 17 radios. Esta
especie tiene una amplia distribucion en la vertiente del Atlantico, desde Veracriz
hasta Centroamérica (Alvarez, 1970).

Figura 3. Pareja de Xiphophorus helleri, donde se aprecia el dimorfismo sexual.
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La madurez sexual en condiciones optimas se logra entre las 8 y 38
semanas, los caracteres sexuales secundarios son notorios, los machos presentan
mayor coloracién que las hembras y la modificacién de la aleta anal, asi como la
prolongacién de los radios inferiores de la aleta caudal, por esta caracteristica se
les conoce comunmente como pez cola de espada.

E! desarrollo de los embriones se lleva a cabo en el foliculo ovarico, el
esperma es almacenado en paquetes gelatinosos denominados espermatoforos
que contienen de 4000-5500 espermatozoides (Zanders, 1869). Después de la
inseminacién, los espermatozoides pueden sobrevivir en los pliegues del oviducto
por largos periodos de tiempo, una inseminacién puede ser suficiente para
camadas sucesivas. El 30% de las hembras tienen crias hasta 150 dias después
de retirar al macho, los huevos son fertilizados en un periodo de dos a tres dias, el
periodo de gestacion es de aproximadamente 45 a 62 dias, este tiempo es
dependiente de la temperatura, las crias nacen completamente formadas, en
algunos casos se observa el saco vitelino, el nacimiento de las crias por camada
es de 30-50 dependiendo de la edad y el tamario de la hembra (Kallman, 1975).

Durante el desarrollo embrionario, aproximadamente a los siete dias, el
embrion tiene una longitud de 2.8mm y se observa la formacién de cordoncillos
gbnadales en la parte dorsal del peritoneo. A los 8.4 dias tiene una longitud de
3.57 mm y se presentan claramente formadas las gonadas (Tavolga, 1949). E!
sexo se empieza a definir cuando se tiene una longitud de 8mm. A los 10mm, la
gonada es pequefa, una a cada lado de la cavidad del cuerpo, inmediatamente
debajo de la vejiga gaseosa, suspendida dentro de un saco peritoneal, se
presentan dos clases de celulas: células germinales primordiales y células mas
pequefas con el nucleo elongado, no hay diferencias con las células peritoneales
que se encuentran rodeando a las células germinales formando los foliculos. Las
celulas germinales primordiales son inconfundibles, son muy grandes en
comparacién con las células del cuerpo del pez, miden aproximadamente 14.4 p
de diametro, con un nucleo de 8 4 pn, pueden encontrarse en forma individual o con
dos o mas células (Essenberg, 1923).

En la diferenciaciéon a hembras, al inicio del desarrollo ovarico las células
aumentan rapidamente de tamarno, durante esta fase los foliculos alcanzan
aproximadamente el tamafic medio, degenerando y siendo absorbidos, este
proceso es conocido como retrogresion, identificAndose tres clases, que consisten
basicamente en la formacion de los foliculos y la degeneracion de los mismos, asi
como la reabsorcidon completa de las células germinales y células epiteliales.
Cuando la longitud de la hembra es entre 11 y 16mm, la génada indiferenciada se
observa pareada se empiezan a formar dos ovarios cerca uno del otro, y la parte
media se fusiona dentro de la gonada. En el ovario adulto, el contorno externc es
regular y se compone de células germinales primordiales y células peritoneales, la
gbnada graduaimente aumenta de tamafio y la fusién de los dos ovarios se realiza
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en posicion antero posterior al margen dorsal y ventral de la misma, la parte
externa de la gbnada es de origen peritoneal. La formacién de los oviductos se
inicia en el momento en que se fusionan los ovarios, estos se encuentran
completamente fusionados al tejido urogenital, la formacion de los conductos se
realiza a partir de dos primordios uno anterior y otro posterior, estos tienen una
proliferacion celular activa formando los conductos a lo largo de la porcion media
de la cavidad del cuerpo en un gje dorsal del mesenterio. El oviducto de la hembra
adulta es muy corto, esta formado de tres capas: la externa, muscular, |la media de
tejido conectivo y la interna epitelial. En el oviducto se forman pliegues a manera
de bolsas donde se alojan los espermatozoides y pueden mantenerse vivos
durante 160 dias, el oviducto es sinuoso y se abre por atras del ano, (Essenberg,
1923).

En la diferenciacion de machos, el testiculo es del tipo hacinoso, los
cordones y tubulos sexuales se forman de células peritoneales exclusivamente, la
diferenciacidon en su inicio es principalmente un proceso de formaciéon de tubulos,
el testiculo se encuentra pareado y permanece pareado en el adulto, la formacion
de cordones es antero posterior, los tubulos presentan un arreglo o acomodo
radial. En la morfologia de los pequeiios peces el tercer radio de la aleta anal se
observa con un diametro mayor al de los otros radios, la transformacion de la aleta
anal en el gonopodio como drgano intromitente se desarrolla mas tarde, la géonada
se diferencia en testiculo mucho antes que ocurra la modificacion de la aleta anal.
Los espermiductos son mas largos que los oviductos, esto se debe a que los
testiculos se encuentran en una posicion anterior a la abertura urogenital, ésta se
encuentra en el gonopodio (Schreibman et al., 1977).
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ANTECEDENTES.

Los peces Xiphophorus helleri {(Poeciliidae) se adaptan faciimente a las
condiciones de acuario. Se les utiliza para una gran cantidad de trabajos en
investigacién ya que se pueden manipular facilmente.

Essenberg, en {1923), describe los procesos de la diferenciacion sexual de
Xiphophorus helleri en cada una de sus etapas tanto del ovario como del testiculo,
asi como la diferenciacion de las células y de los diferentes tejidos que estan
involucrados en todo el desarrollo, ilustrando los procesos con series de dibujos.
En 1926 este autor menciona que la especie presenta reversion sexual
espontanea dependiendo de las condiciones del medio ambiente.

Witschi y Crow, en (1937) pusieron testosterona en el agua del acuario
donde se mantenian hembras prefiadas de X. helleri presentandose abortos y la
reabsorcion de embriones.

En el pez espada, X helleri, Badwin y Goldin (1940) reportaron que la
administracion de andrégenos a hembras jovenes presentaron las caracteristicas
sexuales secundarias de macho, como la formacion de aleta caudal en forma de
espada y el gonopodio, también se indujo la masculinizacién de ia génada y la
degeneracion de ovocitos.

Cohen (1946), encontré6 que al tratar con pregnonelona a hembras
genéticas de X. maculatus se inducian las caracteristicas masculinas, estos
machos "sexo-revertidos" exhibian el patron tipico de cortejo e intentos de
copulacioén, pero de acuerdo con Tavolga (1949) el cortejo es menos vigoroso que
el que realizan los verdaderos machos geneticos. La gdénada se observd pequefia
y con pocos ovocitos, tendiendo a la degeneracién y posteriormente a ta formacién
de estructuras masculinas, éstos organismos fueron mas pequefios que los
controles.

Tavolga (1949), describe y numera el proceso embrionaric de X. helleri
desde huevo (estado 1} hasta el nacimiento (estado 26), el cual tiene una longitud
de 5.69 mm, con una duracioén de 22 a 30 dias, en el estado 18 después de 8.4
dias del inicio del desarrollo del embridn, cuando las génadas son visibles, el
organismo tiene una longitud de 3.57 mm no existiendo evidencias de dimorfismo
sexual.

Takahashi (1975), trabajé con hembras gravidas de Poecilia reticulata
administrandoles metiltestosterona en el alimento a una concentracion de 400
mg/Kg de alimento, durante 8 a 10 dias antes del nacimiento, las crias al nacer



fueron alimentadas con una dieta normal, este autor afirma que el tratamiento
indirecto fue mas efectivo que el aplicado directamente a los peces.

Anderson y Smitherman (1978), utilizaron tilapia para obtener poblaciones
monosexas administrandoles 17«-etiniltestosterona en el alimento, ya que estos
peces alcanzar la madurez sexual a los cinco meses y su talla es pequena, no se
obtuvieron resuiltados satisfactorios, pero se avanzd en el conocimiento de esta
hormona.

Lodi, (1979), implementd su experimento con lotes de X. helleri en la
busqueda de peces hermafroditas o de gonocorismo, ya que estudios de esta
especie en los afos treintas mencionan casos de inversion sexual de hembras
adultas cuyas goénadas han formado testiculos; incluso identifican ovocitos
atrésicos. Este autor demuestra que en las poblaciones de esta especie existen
dos tipos de machos: algunos muy jovenes ya presentan los caracteres sexuales
secundarios (dos meses de edad) y son de tallas pequefas, y otros se diferencian
hasta los cinco meses de edad y antes de manifestar los caracteres de machos
tienen la apariencia de hembras. Plantea que otros autores podrian confundir este
tipo de machos con hembras adultas. En el laboratorio, se demuestra la
existencia de las dos clases de machos, lo que pone en evidencia una carencia de
los controles experimentales de inversion sexual misma que siendo erronea
posteriormente ha sido citada como una caracteristica de la especie por diversos
autores (Essenberg 1926).

Schreibman et al.,, (1982), examinaron la distribucién de 38-HSD y GEPD
en machos y hembras de X maculatus de tres dias a siete meses de edad,
identificando las celulas que sintetizan esteroides sexuales y los procesos de
maduracién sexual.

Beaugrand (1984), estudié la organizacidén social de grupos heterosexuales
de X. helleri, en condiciones de cautiverio {acuarios), ocbservando que los machos
son mas agresivos que las hembras, el macho dominante es el responsable del 80
al 85% de la actividad sexual, y ocupa la mayor parte del acuario defendiendo un
territorio con hembras y teniendo el control del alimento, el resto de los machos
son limitados a un area pequefia.

Kramer y Kallman (1984), realizan investigaciones con X. helleri para saber
si es posible determinar €l sexo en estados tempranos del desarrollo, encontrando
que a partir de la etapa 18 del desarrollo embrionario (Tavolga, 1949) es posible
reconocer un dimorfismo sexual basado en ciertos rasgos somaticos de la génada,
confirmando las descripciones de Tavolga asi como el tamafio y edad del
organismo.

Basavaraja (1990), probé la eficacia del estrogeno dietiletilbestrol (DES) a

concentraciones de 25, 50, y 100 ppm en Oreochromis mossambicus de 8-10 mm
de longitud total. Con las dos ultimas concentraciones obtuvo una inducciéon del
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100% no presentandose intersexualidad ni esterilidad y demuestra la alta eficacia
de esta hormona para producir solo hembras.

Grannam ({1991), utilizé 17-metiltestosterona en la dieta de los bagres
Ictalurus punctatus, a diferentes concentraciones (2, 8 y 32 mg./kg). Con la dosis
de 2 mg/kg, encontré un incremento en peso del 14% con respecto a los controles
y en las mas altas no se incremento el peso; en todos los organismos tratados se
presenté un aumento en el tamano de los testiculos, mediante el anélisis
histolégico observé una mayor actividad testicular en el proceso de
espermatogénesis asi como un mayor ntimero de espermatozoides que en los
organismos control.

Lim (1992), investigo los efectos de dos hormonas, la 17«<-metiltestosterona
(MT) y la 17p- estradiol (E2 ), en el crecimiento y diferenciacion sexual en juveniles
de X. helleri variedad roja. Las hormonas se incorporaron al alimento en dosis de
50, 100, 200, 300, 500, y 700 mg/g peso pez. Los organismos consumieron este
alimento durante diez dias, los resultados mostraron que estas dosis no tienen
efecto en el crecimiento, por el contrario las dosis mas altas lo inhiben, pero si
reportan que son efectivas en la determinacion sexual. Con las dosis de 500 y 750
(MT) mg/g se presenta el 100% de masculinizacion; los grupos de (E2 ) con 750
mg/g se observa el 100% de feminizacién, el tamafio de los peces fue de 2.0 a
3.05 mm. '

Kavupurat y Padian (1983), trabajaron con hembras gravidas de P.
reticulata administrandoles en el alimento andrégenos 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 a dosis de
200, 300 y 500 mg/Kg, la 9(11)- dimetiltestosterona produjo una reversion
incompleta y a altas dosis (400 mg/Kg) observaron que se incrementaba la
mortalidad. Determinaron que la androsterona fué la hormona mas potente para
producir la reversién sexual con la maxima sobrevivencia y funcionalidad.

Nava-Bautista y Rodriguez-Gutiérrez (1985), trabajaron con X. helleri
administrandoles 17x<-metiltestosterona en dosis de 35mg/Kg a crias recién nacida
durante 40 dias obteniendo poblaciones solo de machos.

Considerando esta informacion se plantea la siguiente hipbtesis:
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HIPOTESIS

La administracién en el slimento de 17«<-metiltestosterona inducira la
diferenciacién de la gbnada de Xiphophorus helleri hacia testiculo y el
dietilstilbestrol hacia ovario.

OBJETIVOS.

Determinar las dosis y los tiempos Optimos para la obtencion de
poblaciones de Xiphophorus helleri de un solo sexo.

Definir el efecto causado por la 17«<-metiltestosterona y del dietilstilbestrol
en las crias de hembras prefiadas, en {a manifestacion fenotipica de los caracteres
sexuales secundarios. -

Identificar la apariciobn de caracteres sexuales secundarios, durante la

pubertad y la etapa adulta de las crias obtenidas de las hembras tratadas con
hormonas.

Determinar el efecto de la hormona en las génadas y en la morfologia
externa de las hembras prefiadas.
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METODOS

Colecta:

Los peces fueron colectados de poblaciones naturales, en el rio Las
Estacas del Estado de Morelos, con un chinchorro playero de 10m. de longitud y
1.20m. de caida, abertura de malla de 2 pulgada, se transportaron al laboratorio
de la ENEPI en tinas de plastico con capacidad de 60 litros y tapas de unicel con
aireaciéon constante, utilizando bombas de aire portatiles de la marca RENA, se
colocaron en acuarios de vidrio con capacidad de 150 litros a una temperatura de
24°C, pH 7.2-7.4 y aireacién constante, de la red de aire del acuario suministrado
por una bomba marca GAST, modelo R 3105-1 con una capacidad de ¥z caballo
de fuerza, los organismos de X. helleri se identificaron con las Claves de Peces
Mexicanos (Alvarez, 1970), los peces enfermos y parasitados fueron separados y
a los sanos se procedid a adaptarlos a la vida en el laboratorio manteniéndolos
seis dias en ayuno después de este tiempo se les alimentd con peletizado para
trucha Salmén starter No. 2. De estos lotes se seleccioné la poblacién de trabajo,
de los cuales al diferenciarse los machos cuando presentaron el engrosamiento
del gonopodio y la prolongacién de los radios inferiores de la aleta caudal fueron
separados de las hembras.

Condiciones de mantenimiento:

Se mantuvieron machos y hembras por separado, hasta que alcanzaron la
madurez sexual, en acuarios de 100 litros, los cuales presentaban condiciones
controladas de temperatura 25+ 1°C, pH 7.2-7.4, aireacion constante, de ia red de
aire del acuario de la escuela.

Fertilizacion de ias hembras;

Se colocaron 12 hembras y 24 machos en cinco acuarios de 54 litros, los
cuales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura 25+ 1°C, pH
7.2-7 .4, aireacion constante y fotoperiodos de 12 horas, por un periodo de dos
dias para lograr la fertilizacién de las hembras. Los machos se retiraron dejando a
las hembras prefiadas.

Preparacion de! alimento:

La 17a-metiltestosterona y de dietiletilbestrol de los laboratorios SIGMA,
presentan una gran estabilidad quimica, son facilmente absorbidas a través del
intestino, pasando al torrente circulatorio para ser transportadas a las células
blanco.

El alimento hormonado se preparé de acuerdo al método utilizado por
Guerrero (1975). El alimento fue proporcionado ad fibitum en Unica dosis al dia a
las 10:00 A.M., teniendo cuidado de que fuera consumido en su totalidad (si
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quedaba alimento en el fondo del acuario este podria ser consumido mas tarde ya
que la hormona no se disuelve en el agua).

Lotes de experimentacion:

En cada acuario se colocardn 12 hembras prefadas (figuras 5 y 6).

Lote | de MT Lote il de MT Lote lll de MT
Acuario Acuario Acuario
1) exp. 5 mg/kg 6) exp. 5 mg/kg 11) exp. 5 mg/kg
2)" 7.5mg/kg |7)" 7.5 mg/kg 12)" 7.5 mg/kg
3" 10 mg/kg 8)" 10 mg/kg 13" 10 mg/kg
4H" 12.5mg/kg |9)" 12.5mg/kg | 14)" 12.5mg/kg
5} control 0.0 mg/kg 10) control 0.0 mg/kg 15) control 0.0 mg/kg

Lote | de DES Lote !l de DES Lote Il de DES
Acuario Acuario Acuario
1) exp. 5 mg/kg B6) exp. 5 mg/kg 11) exp. S mg/kg
2)" 7.5mgkg |7)" 7.5mg/kg |[12)" 7.5 mg/kg
3)" 10 mg/kg 8)" 10 mg/kg 13)" 10 mg/kg
4)" 12.6mg/kg |9 " 12.5mg/kg |14)" 12.5mg/kg

5) control 0.0 mg/kg [10) control 0.0 mg/kg 15) control 0.0 mg/kg

|) Registro de datos.

A todas las hembras tratadas, se midieron los siguientes parametros:
longitud patrén, longitud total, longitud de la aleta caudal (= 0.1mm), coloracién y
peso total (+ 0.1 gr.). Para identificar los efectos de las hormonas en la génada se
sacrificaron al azar hembras tratadas a intervalos de diez dias y se tomaron en
cuenta los siguientes datos: morfologia externa, longitud total (LT), longitud patrén
(LP), longitud de la aleta caudal (LAC) (Fig. 4) y peso total. Se extirparon las
gonadas se fijaron en solucién de formaldehido amortiguado al 10% se procesaron
siguiendo la técnica histologica convencional, los cortes se realizaron en la parte

media, con un micrétomo rotatorio de 4 a 8 micras de grosor y se tefieron con
hematoxilina y eosina.

Analisis estadistico.
Para el analisis de los datos de hembras tratadas con diferentes dosis y los
datos somaticos, se aplicd un ANOVA con los paquetes estadisticos: Statistica

version 3.11 para Windows y Jandel Sigma Stat 2.0 para Windows, utilizando la
prueba de Tukey.
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Figura 4. Medidas somaticas.

II) Obtencién de los organismos de la F1.

Los lotes experimentales tratados con el alimento hormonado hasta el
nacimiento de las crias, una vez que se observaban con el abdomen totalmente
abuitado y de color obscuro, las hembras se separaban del acuario y se colocaban
en una maternidad, dentrc de otro acuario, al nacimiento de las crias estas
quedaban separadas de las madres (ya que esta especie presenta canibalismo),
las crias se mantuvieron en los acuarios donde nacieron y una vez que
reabsorbian el saco vitelino, se alimentaban con peletizado para trucha Salmon
starter hasta la madurez sexual, etapa en la cual se manifiestan los caracteres
sexuales secundarios se determino la proporcion sexual y se estableci6 el efecto
de estas dos hormonas en la induccion sexual durante el desarrollo de las
gonadas.
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DIAGRAMA DE FLUJO MT

COLECTA DE PECES :
, SELECCION DE
DE UNA POBLACION REPRODUCTORES

NATURAL (75 ORGANISMOS)
{ 165 ORGANISMOS)

12ZHEMBRAS Y IZHEMBRAS Y 12HEMBRAS Y iZHEMBRAS Y 12HEMBRAS Y
24 MACHOS 24 MACHOS 24 MACHOS . 24 MACHOS 24 MACHOS

C{EMBRAS PRENADAS Y ALIMENTADAS CON l7a—METILTESTOSTERONA

12 5

0.0 5.0 7 5 10.0
@ @ @
F1 ORGANISMOS
HASTA LA MADUREZ SEXUAL # A

¢ EFECTO DE LA HORMONA EN LAS HEMBRAS: MORFOLOGIA EXTERNA, LONGITUD, PESO E
HISTOLOGIA DE LA GONADA
# PROPORCION SEXUAL DE 1.OS ORGANISMOS DE LA F}.

Figura 5. Diagrama de la aplicacién de MT.
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DIAGRAMA DE FLUJO DES

COLECTA DL PECES

; SELECCION DE
DE UNA POBLACION —- REERODUCTORES
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# PROPORCION SEXUAL DE LOS ORGANISMOS DE LA F1.

Figura 6. Diagrama de la aplicacion de DES.



RESULTADOS

EFECTO DE LA 17a-METILTESTOSTERONA (MT)

l) MEDIDAS SOMATICAS

Se obtuvieron los datos de medidas y peso de todos los organismos
tratados, se considero la dosis de 12.5 mg/kg por su mayor efecto en la induccion
de machos en los lotes experimentales.

A los 20 dias de tratamiento las hembras experimentales muestran un
mayor colorido, con respecto a las hembras control, se inicia el crecimiento en los
radios inferiores de la aleta caudal asi como los primero radios de la aleta anal.
Después de 30 dias de tratamiento las hembras presentan la apariencia de los
machos, con la aleta caudal desarrollada y los primeros radios de la aleta anal
mas gruesos y alargados, tienen la apariencia de machos pero mas grandes y
robustos. A los 40 dias mantienen la apariencia de machos, pero con el abdomen
expandido y la parte mas voluminosa de color obscuro como se observan las
madres control dias antes del nacimiento de sus crias (tabla 4).
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Tabla. 4. Medidas somaticas de las hembras, alimentadas con la dosis de
12.5mg/kg de 17a-metiltestosterona / controles.

Tiempo de | Longitud Total Longitud Long. dela Peso
tratamiento (mm) Patrén base de la aleta (9)
(dias) exper/control (mm) caudal (mm) | exper/control
exper/control | exper/control

10 60 /45 46/ 35 17 /9 2.78/1.45
10 53/52 44143 10/10 1.9/1.81

10 69 /49 55.5/739 14 /10 3.24/16
10 66.5/60 51746 156/13 25/2.16
20 64 /59 48 /50 20/9 2.57/443
20 65 /57 47 /44 19713 2.10/2.09
20 62 /64 45/51 17 112 243/3.07
20 65 /62 50/45 16/ 14 3.06/6.63
30 66 / 65 48 / 51 20/16 2.81/3.62
30 64 / 68 47 155 17 /14 2.93/3.92
30 67 /63 49 /54 21/12 3.0/3.21

30 64 / 66 48 /52 18715 4.13/2.91
40 86/75 68 / 64 24 /17 6.43/5.98
40 70/70 551/55 17118 3.42/4.42
40 82 /67 61/54 227115 3.87/3.2

40 87173 50/ 52 32/19 2.4775.24
45 97 /90 52 /64 44 / 24 2.15/4.87
45 89 /86 57170 34 /19 4.82/5.73
45 86 /82 68 /68 29/18 3.54/4.22
45 84 /87 61/57 321722 3.95/5.84

Las hembras que fueron tratadas presentaron un desarrollo muy semejante
a los controles en cuanto a crecimiento y peso, la diferencia por el efecto de la MT
se observa en el alargamiento en los radios de la base en ia aleta caudal,
formando la espada que se presenta en los machos adultos, este alargamiento
modifica la longitud total de los organismos al finat del tratamiento.

MORFOLOGIA EXTERNA.

Es importante hacer notar, que en todos los tratamientos, las hembras a
partir de los 15 das(dosis de 12.5 mg/kg) y hasta los 25 dias (dosis de 5 mg/kg)
empiezan a manifestar los caracteres sexuales secundarios masculinos, como es
la prolongacion de los radios en la base de la aleta caudal, con los colores mas
intensos, asi como el engrosamiento y alargamiento de los primeros radios de la
aleta anal (Fig. 7), pero estos nunca se fusionan formando el gonopodio como en
los machos. Las hembras tratadas se observan con el abdomen voluminoso, las
gonadas bien desarrolladas, con ovocitos grandes y llenos de vitelo (Fig. 8).
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Figura 7. A) macho adulto (1) testiculo bien desarrollado, B) hembra a los 30 dias
de tratamiento, dosis de 12.5mg/kg con 17a-metiltestosterona, (a) prolongacion de
la aleta caudal, coloracion caracteristica de macho (b) alargamiento de los
primeros radios de la aleta anal.
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Figura 8. Hembra a los 40 dias de tratamiento con la dosis de 12.6mg/kg.

Entre los 40 y 45 dias las hembras en tratamiento, se separaron y se
colocaron dentro de una maternidad en otro acuario, para esperar el nacimiento de
las crias, estas hembras tienen toda la coloracion y apariencia de los machos,
pero presentan el abdomen bien desarrollado (Fig. 9).

Las hembras tratadas presentaron diferencias significativas en la longitud
total (LT) y longitud caudal (LC) a los 40 y 45 dias después de iniciado el
tratamiento. Se indican los valores promedio y las graficas para cada una de las
medidas somaticas (Graf.1 - 6) y del peso (Graf. 7 - 8).

Como se puede apreciar en los resultados se observan diferencias
significativas (%) en la Longitud Total (P< 0.05) a los 40 y 45 dias después de
iniciado el tratamiento con respecto a los controles (Graf. 1, 2). También se
obtuvieron diferencias significativas (%) en la Longitud Caudal (P< 0.05), alos 40y
45 dias respectivamente siendo notable el crecimiento de este parametro con
respecto a los controles (Graf. 3, 4), en la Longitud Patrén y el Peso no se
presentan diferencias.
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Figura 9. C) Hembra con los caracteres de macho, D) embriones en desarrollo en
la génada.
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EFECTO DE LA MT EN LAS HEMBRAS TRATADAS

El caracter sexual secundario de los machos es la prolongacién de los
radios inferiores en la aleta caudal, al alimentar a las madres con este andrégeno
e incrementar su concentraciébn en el torrente sanguineo, se empiezan a
manifestar en las hembras las caracteristicas de machos. La caracteristica mas
evidente es el crecimiento de la aleta caudal (peces espada), teniendo al final del
tratamiento una longitud de 44mm con respecto a 24mm en los controles. La
Longitud Patrén (LP) presenta un crecimiento normal (Graf. 5, 6).

El peso promedio de los organismos controles se incrementa conforme
avanza la gestacion, en los experimentales el peso promedio al final del
tratamiento disminuye, probablemente esta pérdida este relacionada con los
efectos del androgeno en la génada (Graf. 7, 8).

TIEMPO DE GESTACION.

En la tabla 5 se indican los tiempos promedios de gestacion en los
diferentes tratamientos, este rango de variacion se encuentra dentro del reportado
en poblaciones naturales por Tavolga (1948) que es de 38 a 54 dias.
Estadisticamente no presentaron diferencias significativas con respecto a los
controles. »

Tabia. 5, Tiempo transcurrido desde la fecundacién
de las hembras, hasta el nacimiento de las crias.

DOSIS (MT) TIEMPO PROMEDIO DE
(mg/kg) GESTACION EN DIAS
12.5 45
10.0 48
7.5 51
5.0 50
0.0 50

Las hembras tratadas con una mayor concentracién de hormona (12.5
mg/kg) tuvieron un menor numero de crias (12 a 20) y en algunas ocasiones las
crias nacian muertas, mientras que las hembras control parieron de 25 a 45 crias.
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ANALISIS HISTOLOGICO OVARIOS CONTROLES

El ovario de X. helleri es tipico de un pez viviparo (Fig.13), los ovocitos en
maduracion ¢ crecimiento se localizan en la corteza del érgano y los inmaduros en
la médula, presentan un desarrollo asincronico. La tanica albuginea que rodea el
ovario consta de tejido conectivo, es delgada y poco vascularizada. Hay poco
tejido conectivo en el estroma ovarico, pero se observa la presencia de muchos
vasos sanguineos y en algunas zonas capas de musculo liso. A lo largo de todo el
organo se encuentra en la zona central un canal oviductual cuya luz esta
compuesta de epitelio cilindrico ciliado, que es mas alargado en la zona final del
6rgano donde comienza a ser oviducto (Fig. 10 ).

En el ovario de un organismo maduro se pueden observar ovocitos en todos
los estadios: ovogonias, perinuclear temprano y tardio que estan en la fase de
reposo y de crecimiento temprano o primario, tambien se localizan ovocitos en la
fase de crecimiento secundario o vitelogénesis (dependiente del estroma),
alvéolos corticales, plaquetas y vesiculas de vitelo, asimismo se presentan
ovocitos atrésicos y en algunos casos embriones (Fig. 11).

Con respecto a las cubiertas celulares anexas se puede observar una capa
de células de la teca alrededor del ovocito y una capa de células.de la granulosa
en los ovocitos previtelogénicos que al avanzar su maduracién proliferan hasta
alcanzar dos o tres capas de dichas células. La corona radiata se hace presente
desde los ovocitos en la fase de alvéolos corticales y se va engrosando conforme
avanza la maduracioén (Fig. 12).
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Figura 10. Corte de ovario de una hembra control, donde se aprecia claramente:
{(CO) canal oviductual, (OM), ovocitos maduros, (Ol) ovocitos inmaduros, {Oa)

ovocitos atrésicos, (Ep) epitelio cilindrico ciliado (H-E, 40X).

i A

Figura 11. Corte donde se aprecian diferentes estadios del desarrollo de los
ovocitos de los controles: (cn) cromatina nucleolar, (pn) perinuclear temprano, (pt)
perinuclear tardio, (ac) alvéolos corticales, (pl) plaquetas de vitelo, (vs) vesiculas
de vitelo y (VS) vasos sanguineos (H-E, 100X).
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Figura 12. Cubiertas celulares de los ovocitos: (OMp) ovocito maduro primario,
(OMs) ovocito maduro secundario, (cg) células de la granulosa, {(ct) células de la

teca, (cr) zona radiada (H-E, 200X).

Figura 13. Ovario completo de una hembra control, se observan los ovocitos
desarrollados y llenos de vitelo.



DAROS PROVOCADOS POR LA APLICACION DE 17a-METILTESTOSTERONA

Se realizaron cortes histolégicos de las génadas de los peces tratados con
las diferentes dosis. Se presentan los cortes y las alteraciones en la dosis de
12.5mg/kg ya que en estas gdnadas los procesos degenerativos son mas
evidentes que en las otras dosis.

En los ovarios se presentan alteraciones con una gran cantidad de atresias
foliculares y degeneracién celular (Fig. 14) que se pueden identificar por la
cromatolisis de los nlcleos, contraccion y disolucién del citoplasma en los
ovocitos, invasion por parte de los macréfagos (Fig. 15), como manifestacion
inflamatoria, desprendimiento de la membrana basal, cambios en afinidad tintérea,
procesos de vacuolizacion, reabsorcién del vitelo y muerte de los ovocitos (Fig.
16), también se observa que las células de la granulosa se hipertrofian
incrementando el nimero de capas, y hay un aumento del aporte sanguineo (Fig.
17).

La condicion general se puede considerar necrosis ovarica severa, con
hipertrofia de células de la granulosa como efecto toxico.

Estas alteraciones en las génadas probablemente estan afectando a fas
hembras durante todo el tratamiento y en los Uitimos dias se refleja en la perdida
de peso en los organismos experimentales, siendo los mas afectados los de la
dosis mas alta (12.5mg/kg).
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Figura 14. Ovario con ovocitos atrésicos(OA) o degenerados, desprendimiento de
las cubiertas (dc) celulares del ovocito, tratada con la dosis de 12.5 mg/kg de MT
(H-E, 100X).

Figura 15. Procesos fagocitarios en pared folicular, presencia de macrofagos (M),
eritrocitos (E) y vacuolas (V), tratada con la dosis de 12.5 mg/kg de MT (H-E,
200X).



Figura 16. Ovocito donde se observa la ruptura de la membrana nuclear (mn),
tratada con la dosis de 12.5 mg/kg de MT (H-E, 100X).

_0d

Figura 17. Ovario con una gran cantidad de ovocitos pequefos y degenerados
(Od), zonas hemorragicas (zh), tratado con la dosis de 12.5 mg/kg de MT.
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Iy PROPORCION SEXUAL .

De los experimentos realizados alimentando a las hembras prefiadas con la
hormona 17c-metiltestostercna, se obtuvieron un total de 978 peces de la
generacidén F1, de los cuales la mayor parte de la poblacion fueron machos (tabla
6).

El efecto de la MT en las hembras fue notable, a los 15 dias de tratamiento
se observaron los cambios en morfologia; se alargan los radios inferiores de la
aleta caudal y los primeros radios de la aleta anal, su coloracion se torno mas
brillante y cuando estaban a punto de parir tomando la apariencia de machos con
el abdomen muy voluminoso. Al cuantificar los machos y las hembras de la
generacion F1, se aprecia en cada uno de los tratamientos como presenta un
efecto directo en la masculinizacién de peces, la dosis mas alta es la que induce
una mayor cantidad de machos.

Tabla. 6. Poblacion total de peces de la F1, desarrollo de machos y hembras en
los tres lotes.

DOSIS % MACHOS % HEMBRAS
(MT)
(mg/kg) E 22 32 12 2a 32
0 60.4 20.8 35.5 39.6 79.6 64.5
5 90 59.7 619 10 40.3 38.1
75 73.5 86.3 87 8 26 5 13.17 12.2
10 80.9 91 78.4 19.1 9 216
12.5 83.7 815 91.9 16.3 28.5 8.1

Ei efecto de este androgeno en la induccién del sexo en las crias, de los
tres lotes experimentales se muestra en las graficas 9, 10 y 11.

El nimero de machos de los controles fué mayor, debido a que las hembras
tratadas eran muy jovenes ( cinco meses de edad), las crias al nacimiento fueron
escasas y una gran cantidad de éstas nacieron muertas.
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EFECTO DE MT 1a
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Gréfica. 9. Relacion obtenida del primer lote experimental de la F1.

Para el segundo lote se seleccionaron las hembras mas grandes, (seis
meses de edad) la produccién de crias fue mayor y el efecto del andrégeno en las
diferentes dosis indujo un numero mayor de machos, observandose una
disminucion con la dosis de 12.5mg/kg .

EFECTO DE MT 2a
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(o]

% —&—MACHOS
g —33— HEMBRAS
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0 t + t + } t
0 2 4 6 8 10 12 14

DOSIS mglkg

Grafica 10. Relacion obtenida del segundo lote experimental de la F1.

El efecto de la MT en el tercer lote se aprecia claramente como se
incrementa el niumero de machos producidos con relacién al incremento de las
dosis. En ambientes naturales Milton et al (1983) reporta una proporcion sexual
hembra macho de 2.1:1.
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EFECTO DE MT 3a
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Grafica 11. Relacion obtenida del tercer lote experimental de la F1.

Considerando los resultados de los tres lotes experimentales de las crias
(F1) y la manifestacion sexual se obtuvo un porcentaje total ( tabla 7).

Tabla. 7. Porcentaje promedio de induccion sexual, por tratamiento

enla F1.
DOSIS (MT) %MACHOS %HEMBRAS
Ma/kg
0 38.9 61.1
5 70.53 29.47
7.5 82.53 17 46
10 83.4 16.6
12.5 85.7 14.3

Las dosis de 10 y 12.5 mg/kg tuvieron un efecto mayor en la induccién
sexual de machos en las crias, se puede apreciar un notable aumento desde la
primera dosis (5mg/kg) (Graf. 12). Los resultados obtenidos en los tres
experimentos fueron analizados estadisticamente comparando los controles con
respecto a las diferentes dosis, los organismos tratados con 7.5, 10.0 y 12.5mg/kg
presentaron diferencias significativas (P< 0.05).
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Grafica 12. Relacion total de la generacion F1.

La proporcion sexual hembra:macho de la F1 observada en los controles
fue de 1. 0.64, en la Graf. 13 se compara la proporcion sexual, hembra macho
determinada por el efecto de la hormona 17a-metiltestosterona durante los
procesos de diferenciacion de la gonada en la etapa embrionaria.

EFECTO DEMT EN LA
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i
5,
|
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HEMBRAS
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DOSIS mg/kg

Grafica 13. Proporcion sexual, del total de organismos pertenecientes a la
generacion F1.



EFECTO DE LA DIETILETILBESTROL (DES)

) MEDIDAS SOMATICAS.

Se obtuvieron

los datos de

longitud y peso de

los organismos

experimentales / controles, se presentan los datos de la dosis de 12.5 mg/kg (tabla

8), asi como las caracteristicas de las gdnadas.

Los valores promedic de los parametros de longitud (LT, LP, LAC) y peso
de los organismos experimentales no presentaron diferencias con respecto a los
controles, las hembras gestantes incrementan su talla y peso durante esta etapa, y
mantienen un crecimiento constante durante toda su vida.

Tabla. 8. Medidas somaticas de las hembras experimentales / controles.

Tiempo de | Longitud Total Longitud Long. de la Peso
tratamiento {mm) Patrén base de la aleta (@)
(dias) expe/controles (mm) caudal (mm) |expe/controles
expelcontroles expe/controles

10 46 /45 36/35 9/8 1.34/1.45
10 52752 43/42 10/10 1.81/1.86
10 49 /49 39/39 895/10 1.60/1.58
10 61/ 60 47 [/ 46 13/12 2.19/2.16
20 58/59 51/50 9/9 443 /4.21
20 56 /57 44 /46 13/14 1.9772.09
20 63 /64 511750 12112 3.07/3

20 62 /62 45/45 14 /14 2.63/275
30 65/65 51752 16117 3.63/3.62
30 65/68 53/55 14 /14 3.92/4

30 63/63 54 /53 11712 3.21/73.32
30 66 / 66 527152 15715 2.91/2.89
40 80/75 64 /65 20/17 6.01/5.98
40 70/70 55/564 16/16 442 /598
40 67 /187 511752 15/15 3.20/4.42
40 73172 54 /64 19/18 524/3.2
45 82 /90 61/70 201/24 3.87/5.24
45 86 /85 70/68 18/19 573/4.87
45 84 /82 68 /57 181720 4.08/5.73
45 73/87 57 21122 5.61/5.94
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Se indican los valores promedio de la longitud total, patrén, caudal y peso

de las hembras tratadas y con respecto a las hembras control, (Graf. 14 al 22)

.
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Grafica 16. Variacion de la Longitud
Patrén ,12.5mg/kg de DES.

Grafica 17. Variacion de la Longitud
Patrén de los controles.
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Como se puede apreciar en los resultados no se observan diferencias en
los parametros somaticos.

MORFOLOGIA EXTERNA

Durante el tiempo de experimentacion (50 a 37 dias) no se observaron
cambios en la morfologia externa de las hembras, conservandose el mismo patrén
de coloracion que las hembras control (Fig. 18).

Figura 18. La gbénada de una hembra tratada se observa que muestra un
desarrollo similar, a la génada de una hembra control, con ovocitos de color
amarillo y gran cantidad de vitelo.
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COMPORTAMIENTO

En el comportamiento de esta especie se observdé un marcado
territorialismo, los organismos se agruparon por jerarquias tanto de machos como
de hembras. un macho se hace notar dominante por su esbeltez una aleta caudal
bien desarrollada y un mayor colorido siendo el mas vistoso en comparacion con
los otros machos. Durante el cortejo el macho nada hacia adelante y hacia atras,
moviéndose constantemente y exhibiendo su aleta caudal a la hembra, tratando
de mantenerla en un solo lugar para poderla fecundar, este macho trata de
perseguir a todas las hembras para fecundarlas y mantenerlas alejadas de ios
otros machos. Al momento de alimentar a los peces en un solo lugar se observa
gque prevalece la dominancia de este pez, cuando se retiran los machos de la
pecera la hembras son territoriales, generalmente es la mas grande, la que
controla al grupo.

TIEMPO DE GESTACION

En ia tabla 9 se presentan los tiempos promedio de gestacidn, en
cada uno de los tratamientos aplicados, este rango de variacibn se encuentra
dentro del reportado en poblaciones naturales que es de 38 a 54 dias.
Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas con respecto a los
controles.

Tabla. 8. Tiempo transcurrido desde la fecundacion de las
hembras, hasta el nacimiento de las crias.

DOSIS TIEMPO PROMEDIO DE
(mg/kg) GESTACION EN DIAS
12.5 37
10.0 37.66
7.5 37.66
5.0 41.33
0.0 50

Las hembras tratadas con una mayor concentracion de hormona (12.5
mg/kg) tuvieron un menor nimero de crias (12 a 20 ) y en algunas ocasicnes las
crias nacian muertas, mientras que las hembras control parieron de 25 a 45 crias.
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DANOS PROVOCADOS POR LA APLICACION DE DIETILETILBESTROL

Se realizd un analisis histolégico de las génadas de los organismos
tratados, comparandolas con los controles para poder identificar alteraciones por
efecto del estrégeno.

Se observaron diferencias en los cortes de las génadas de los peces
tratados con las diferentes dosis siendo mas evidentes las alteraciones en las
génadas de los peces tratados con la dosis de 12.5mg/kg de DES.

Los ovarios de los organismos tratados presentan una gran cantidad de
ovocitos atreésicos, también se puede observar degeneracion ooféretica con
presencia de melanina en e! citoplasma (Fig. 19). Las células de la granulosa se
hipertrofian aumentando hasta 17 capas en los ovocitos vitelogénicos, pudiéndose
observar cambios en [a conformacion del vitelo, su citoplasma pierde afinidad
tintérea que estad indicando necrosis (Fig. 20 y 21). Sin embargo, en los ovarios
donde se lograron observar embriones, éstos fueron normales (Fig. 22).

Se puede considerar necrosis ovarica severa, con hipertrofia de células de
la granulosa de efecto toxico farmacélogico.

En morfologia las hembras tratadas no presenta muchas diferencias con
respecto a los controles. Las gonadas de los experimentales presentan una gran
cantidad de ovocitos pequefios de color blanco con un incremento en la irrigacién
sanguinea, es probable que esta condicién este afectando el desarrollo de todo el
organismo y al final del tratamiento se refleje en la perdida de peso y en la
disminucion de las crias que se desarrollan.
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Figura 19. Ovocito de una hembra tratada con la dosis de 12 mg/kg de DES,
degeneracion oofdretica, con acumulacion de melanina (M), se puede observar
que las células de la granulosa (Cg) no se ven afectadas (H-E, 100X).

Figura 20. Ovocito con tratamiento de 12.5 mg/kg de DES, se observan
alteraciones en el citoplasma (C) con hipertrofia en las células de la granulosa
(Hg) (H-E, 100X).
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Figura 21. Ovocito con tratamiento de 12.5 mg/kg de DES, se observan ovocitos
sanos (Os), ovocitos degenerados (Od) y ovocitos atrésicos (Oa) (H-E, 40X).

E/"'

Figura 22. Ovario completo de una hembra tratada con 12.5 mg/kg de DES, donde
se observan una gran cantidad de -ovocitos pequefios y blanquecino (ob), asi
como embriones (E) y ovocitos en desarrolo.
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Il) PROPORCION SEXUAL .

En los experimentos con DES se aprecia el incremento en el nimero de
embriones femeninos, al aumentar la concentracién de la hormona, se obtuvo la
generacion F1 con un total de 1172 organismos los cuales fueron separados de
sus madres, la relacion en la proporcién sexual hembra macho se obtuvo al
momento de manifestar los caracteres sexuales secundarios los cuales se
cuantifican y presentan en porcentajes (tabla 10).

Tabla. 10. Poblacién total de peces de la F1, desarrollo de hembras
y machos en los tres lotes.

DOSIS %HEMBRAS %MACHOS
DES '
(mg/kg) 1a 2a 3a 12 2a 3a
0 59 73.6 62 41 26.4 38
5 73 75 71.4 27 25 28.6
7.5 87.5 70 73.4 12.5 30 26.6
10 85.5 73 84.6 4.5 27 154
12.5 77 89 63.6 23 11 36.4

De cada uno de los tratamientos y de los lotes experimentales se muestran
los resultados del efecto de la DES en la poblacion de los peces de la F1 en las

gréficas 22, 23y 24.

En el primer lote se observa el efecto de la DES, incrementando la cantidad
de hembras conforme aumenta

la concentracidon de hormona, disminuyendo
notablemente en la dosis mas alta (12.5mg/kg).
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22. Relacion obtenida del primer lote experimental de la F1.

En el segundo lote experimental no se manifesto ninglin efecto notable de
la presencia de hormona, el nimero de hembras fue muy semejante a los
controles, se incrementa la induccién en la dosis més alta.
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Grafica 23 . Relacion obtenida del segundo lote experimental de la F1.
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En el tercer lote experimental el efecto de la hormona fue similar al obtenido
en el lote 1, al incrementar la dosis se indujo una mayor cantidad de hembras,
decreciendo su efecto en la de 12.5mg/kg.
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Grafica 24. Relacidn obtenida del tercer lote experimental de la F1.

Con los resultados de los tres experimentos, se obtuvo el porcentaje de la
poblacién (tabla 11), en ninguno de los tratamientos se obtuvo el 100% de

hembras.

Tabla.11. Porcentaje de induccién sexual, por tratamiento con DES.

DOSIS %HEMBRAS %MACHOS
(mg/kg)
0 64.8 35.2
5 73.13 26.87
7.5 77 23
10 84.36 15.64
12.5 76.56 23.45
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En la gréfica 25 se presenta el efecto de la Dietiletibestrol en toda la
poblacién de embriones de la F1 cabe sefalar que la poblacién de hembras en los
controles es mayor en todos los lotes.

En los resultados se presenta un incremento en el nimero de hembras al
aumentar la dosis, pero se observa una disminucion del efecto en la mas aita
(12.5mg/kg), lo cual no concuerda con lo esperado esto lo podriamos explicar al
analizar los resultados de las gonadas y su histologia.
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Grafica 25. Relacién en toda la generacion de la F1.

Los resultados muestran claramente el efecto de estd hormona en la
induccion de crias hembras, estableciendo una mayor proporcién de hembras que
de machos. Al aplicar la prueba estadistica, todos los grupos tratados presentan
diferencias significativas (P< 0.05) en la proporcion sexual con respecto a los
controles, ver apéndice 1y 2.
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En poblaciones naturales la proporcién sexual siempre es favorable a las
hembras grafica 26, esta constante se mantuvo en condiciones experimentales; al
alimentar a las hembras con DES este estrogéno influye notablemente en la
poblacién de hembras de la F1 desde la dosis de 5mg/kg hasta la de 12.5mg/kg
en estos experimentos es notable su efecto en la de 10.0mg/kg. Con las dosis
utilizadas no se obtuvo el 100% de induccién de hembras en la poblacién F1.

EFECTO DE DES EN LA
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Grafica 26. Proporcién sexual de las crias de 1a generacién F1.
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DISCUSION

La elecciébn de Xiphophorus helleri se realizé considerando varias
caracteristicas importantes: su marcado dimorfismo sexual, reproduccion vivipara,
facil adaptacién a condiciones de laboratorio, amplia distribucion en México y se
colectan faciimente de poblaciones naturales. Estas caracteristicas permiten que
esta especie sea un modelo ideal para induccién y reversion sexual utilizando
hormonas en hembras prefadas para determinar los efectos de induccién en el
dimorfismo y proporcién sexual. Es importante mencionar que en ninguno de los
trabajos revisados hasta el momento con especies viviparas u otras especies de
los muchos trabajos en reversion sexual presentan estudios a nivel histolégico de
‘gonadas ¢ de otros 6rgancs, plantean baja fecundidad y que las hembras sufren
efectos negativos durante y después del tratamiento pero no explican el por que
de estas alteraciones que se presentan en las hembras.

La 17a-metiltestosterona es un andrégeno, que ha sido utilizado para
masculinizacién en peces y el dietiletiibestrol es un estrégeno empleado en la
feminizacion de peces, ambas son sintéticas muy estables quimicamente y
facilmente absorbidas por tubo digestivo.

Para determinar las dosis a utilizar en X. helleri se realizé una investigacion
bibliografica. En tilapia se ha reportado el 100% de reversién con dosis desde 20
a 300 mg/kg en la dieta, aplicadas durante 25 a 180 dias, principalmente en crias
de 10-12 mm, cuando comienza el desarrolio de |la gonada (Basavaraja et al,
1980). En el caso de X helleri, durante el desarrollo embrionario se inicia la
formacion de las génadas aproximadamente a una longitud de 2.8mm
observandose completas a los 3.57mm.

Se probaron diferentes concentraciones de las dos hormonas, para ver que
efecto tenian en estos organismos (6.5, 12.5, 18.5, y 25 mg/kg), en ambas las
dosis de 18.5 y 25 mg/kg resultaban ser toxicas, las hembras perdian peso y
coloracion, se observaban de color blanco (transparentes) con la base de las
aletas de color amarilio y finalmente morian, sin dejar descendencia.

El efecto de la hormona 17a-metiltestosterona (MT) con respecto a la
proporcion sexual de los peces de la F1, influyé en un aumento en la induccion de
machos a partir de las dosis 7.5, 10.0 y 12.5 mg/kg como se aprecia en las
graficas. Si analizamos los resultados de las pruebas estadisticas encontramos
que estas diferencias son significativas (P< 0.05) Apéndice 1y 2.

A través del analisis estadistico se demuestra que no existen diferencias
entre cada una de las dosis, no tiene caso aplicar tantas dosis, en caso de querer
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obtener una buena cantidad de machos o de hembras, se recomienda la dosis en
donde la proporcién sexual hembra:macho fue de 1:5 (10mg/kg) para la MT y de
5.4:1 (10mg/kg) para DES.

El efecto del dietiletilbestrol (DES) en la induccion de hembras de la F1
teniendo como referencia la proporcion sexual hembra:macho de los controles
1.7:1 fue positivo desde la dosis de 5.0mg/kg hasta la de 12.5 mg/kg obteniéndose
los mejores resultados con la dosis de 10.0mg/kg. Estadisticamente todos los
tratamientos presentaron diferencias significativas (P< 0.05) con respecto a los
controles. Esta hormona aparentemente no altera la morfologia y crecimiento de
las hembras.

En los lotes trabajados para el presente estudio no se alcanzoé el 100% de
induccién no obstante, en trabajos posteriores se siguieron las mismas dosis con
crias de 10 dias de nacidas alimentados con MT durante 60 dias, obteniéndose el
100% de masculinizacion en dosis de 7.5,10 y 12.5 mg/kg con una mortandad nula
durante todo el tratamiento (Marquez y Fuentes en preparacion). Lim ef al., (1992)
alimentd a crias de 2mm de X helleri con MT obtuvieron el 100% de
masculinizacioén con dosis altas de 500 y 750 mg/kg, reporta que estas dosis
deprimen el crecimiento. Nava-Bautista et a/., (1997) trato crias de 28 dias de
nacidas con MT a una dosis de 35mg/kg administrada durante 78 a 170 dias
reportando masculinizacion del 86.8% y 100%.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten sugerir que el tiempo de
la diferenciacidon sexual de la gonada es incompleta durante el desarrollo
embrionario y es probable que contintie después del nacimiento.

Takahashi (1975) planteo que en especies viviparas es mejor la aplicacion
de hormonas durante el tiempo de gestacion, ya que la formacion de la génada se
realiza durante el desarrollo embrionario. En el presente estudio no encontramos
el tiempo labil en la diferenciacidon sexual de la génada o fue incompleto el
tratamiento, por lo que planteamos que seria conveniente continuar alimentando a
las crias después del nacimiento, para encontrar los tiempos de diferenciacion de
la gonada y acortar los tiempos de tratamiento.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son opuestos a lo reportado
por Kavupurat y Padian (1993) quienes reportan que las especies viviparas de la
familia Poecilidae requieren de altas dosis de hormona durante la etapa de
gestacion 300-400mg/kg en |a obtencibn de poblaciones monosexo
incrementandose la mortandad de las hembras.

En este trabajo se demuestra que las dosis altas son tdxicas lo que explica
las posibles causas de la mortandad de los peces, siendo éste el primer disefio
experimental que aplica las dosis mas bajas con muy buenos resultados. Los
resultados obtenidos permiten sugerir su utilidad a nivel productivo ya que los
tiempos de aplicacién son cortos y las dosis son bajas minimizando el costo y
reduciendo sus efectos negativos.
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El empleo de ias dos hormonas no afecto el crecimiento y peso de las
hembras, la aplicacién de MT incrementé su colorido y vistosidad, las hembras
alimentadas con DES no presentaron diferencias en su morfologia, con la dosis
mas alta se observa una pequefia disminucion en el peso al final del tratamiento,
esto se debe principalmente a las alteraciones que se presentan en la génada se
probé que si se utilizan dosis mas altas estas resultan ser téxicas, incluso
causando la muerte a las hembras y con las dosis 12.5mg/kg se ve afectado el
numero de crias al nacimiento,

Los periodos de gestacién de las hembras tratadas aparentemente es
normal su desarrollo considerando que a! nacimiento tienen un comportamiento
como las crias de los controles en cuanto a tamafio, peso, alimentacién, su
crecimiento y desarrollo en la etapa juvenil es semejante a todos los peces asi
como en la manifestacion de los caracteres sexuales secundarios y en los tiempos
en que se inicia la diferenciacién y el comportamiento de adultos. El tiempo de
gestacion en el laboratorio fue de 37 a 5C dias, el menor rango observado con
DES (12.5 mg/kg), probablemente esté aumentando el metabolismo de los
embriones y acelere su desarrollo.

El comportamiento de los organismos como lo menciona Beaugrand (1984),
se presenta con jerarquias tanto para machos como para hembras, notandose en
los acuarios siempre una hembra y un macho dominante, si se mantienen un
mayor numero (12-24) de organismos, estos saltan fuera y mueren por lo que los
contenedores tienen que mantenerse tapados.

Tomando en cuenta que un macho puede fecundar a varias hembras, se
colocaron dos machos por una hembra para asegurar que el proceso de
fecundaciéon se llevara a cabo durante las 48 horas en que fueron mantenidos
juntos, con los tratamientos efectuados el comportamiento de esta especie no se
ve afectado. Con respecto a las crias no hubo mortandad durante todo el
tratamiento.

Se presentaron los resuitados de la dosis mas aita (12.5mg/kg) en estas los
dafios son mas severos, comparandolos con los controles, los cortes histoldgicos
de las gonadas de la dosis de 5. 7.5 y 10 mg/kg, las alteraciones no son tan
notorias, el nimero de ovocitos degenerados no es tan numeroso.

Al realizar el analisis histolégico, se observan multiples alteraciones, en
algunos campos se presentan gran cantidad de ovocitos atrésicos, degeneracion y
muerte de ovogonias, se incrementan las células que estan presentes en los
procesos de fagocitosis, aumentando la vacuolizacién, anormalidades en el
numero y desprendimiento de las capas celulares. En algunos campos da la
impresion que la génada se encuentra en un proceso infeccioso por lo que
planteamos un efecto toxico por parte del tratamiento realizado y aun asi se
observan los embriones sanos y su crecimiento es el normal.
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En el caso de {as hembras aparentemente no hay alteraciones en su
crecimiento, ni en su comportamiento. Con respecto a la dosis es importante
mencionar que en la dosis de Smg/kg el aspecto de la gdnada es muy semejante a
la de los controles tanto motfologica como histologica, no se encontraron
diferencias ni alteraciones en la configuracién y organizacion de los ovocitos; a
medida que se aumenta la concentracién de hormona (7.5, 10, 12.5mg/kg) se
incrementan la presencia de alteraciones en los tejidos de la gonada. Las
alteraciones mas evidentes y notorias se presentaron en la de 12.5mg/kg, de estos
resultados podemos sugerir que la dosis mas baja no esta afectando a las
hembras y también se puede apreciar que para MT la diferenciacién sexual con
esta dosis no es significativa pero si esta induciendo a machos; para DES si es
significativa en la difefenciaciéon de hembras; con la dosis de 10 mg/kg
observamos que también se presentan alteraciones pero no son tan evidentes
como en las hembras alimentadas con 12.5mg/kg.

Es impartante tomar en cuenta los efectos de las hormonas ya que se han
planteado ventajas: como la de acelerar el desarrollo, mejorar la calidad de la
carne en especies comestibles, |a obtencidn de poblaciones monosexo y esteriles,
y desventajas: como pueden ser los efectos toxicos afectando la supervivencia,
retrasan los procesos de maduracion sexual afectando la ovogénesis y la
espermatogénesis (Padian ef al,, 1995).

Con respecto al acuarismo en este trabajo se demuestra que con 17a-
metiltestosterona se obtienen caracteristicas atractivas para la comercializacion
como es el incremento en la intensidad de los colores y el desarrollo de las aletas
que los hace ver mas vistosos y atractivos para la venta. La utilizaciéon de la
dietiletilbestrol en la obtencion de hembras y asi incrementar el potencial
reproductivo.

Este estudio representa el primer reporte en relacidn a la utilizacién de
alimento mezclado con el esteroide en la dieta de hembras prefiadas de X. heller,
es el método mas frecuente para la mayoria de las especies en las que se ha
investigado el proceso de inversion sexual, es senciilo y facil de trabajar.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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CONCLUSIONES

La dosis de 10 mg/kg de 17a-metiltestosterona y de dietiletilbestrol es la
indicada para lograr induccion sexual en Xiphophorus heller.

El efecto de la MT en las hembras en tratamiento es notable ya que altera su
morfologia, esté andrégeno induce la manifestacidén de los caracteres sexuales
secundarios de machos en las hembras prefiadas; en la génada se presentan
modificaciones en el desarrollo normal de los ovocitos, afectando la
ovogénesis, y alterando el nimero de ovocitos en desarrollo lo cual se
manifiesta en la cantidad de crias al nacimiento, siendo téxica en la génada,
recomendamos la dosis de 10 mg/kg para la induccion de machos.

Para comercializar peces de ornato con caracteres sexuales secundarios de
machos la administracién de MT es la mas indicada ya que esta hormona
incrementa la coloracién y la vistosidad de los peces.

La MT y la DES en las crias, no produjo alteraciones en su desarrollo y
comportamiento, en la manifestacion de caracteres sexuales secundarios estos
se manifestaron normalmente a la edad y al mismo tiempo que las crias de las
hembras control, no se observaron alteraciones de desarrollo.

El efecto de la DES en las hembras, no modifica su morfologia tienen la misma
apariencia que las hembras control, lo que se observa en la histologia de la
goénada son alteraciones graves en el desarrollo de los ovocitos, que afectan
seriamente la ovogénesis normal.

Para determinar el grado de alteraciones del organismo por la presencia de
hormona, seria recomendable realizar una investigaciébn mas amplia a nivel
histologico de otros 6rganos como, higado, cerebro e hipdfisis.
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APENDICE 1. ANALISIS ESTADISTICO "STATISTICA 3.11" PARA WINDOWS.

Efecto de la hormona MT en el desarrollo de machos de la F1.

Tukey HSD test; variable VAR3 (new.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests
INTERACTION: 1 x2
{1} {21 {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9) {10}
38.90000 70.53333 82.5333383.43333 74.63333 61.10000 29.46667 17.29000 16.56667 25.36667

1 1 {1} 127990 012150 .010085 .059740 .519846 .994175 554388 .512113 940328
1 2 {2} 127990 970742 954716 .999993 994175 .020615 .001704 .001480 .008840
1 3 {3} 012150 .970742 1.000000.998457 .564814 .001764 .000286 .000270 .000823
1 4 {4} 010085 .954716 1.000000 .996491 512113 001480 .000267 .000254 .000704
1 5 {5} 059740 999993 998457 996491 940328 .003840 .000799 .000704 .003790
2 I {6} 519846 994175 564814 512113 940328 -127990 011714 .G10085 .059740
2 2 {7} 994175 .020615 .001764 001480 .008840 .127990 967976 954716 999993
2 3 {8} .554388 .001704 .000286 .000267 .000799 .011714 967976 1.000000.998157
2 4 {9} 512113 .001480 .000270 .000254 .000704 .010085 .954716 1.000000 996491
2 5 {10} 940328 .008840 .000823 .000704 .003790 .059740 .999993 998157 .996491

los p<0.05 poseen diferencias significativas
Tukey HSD test; variable VAR3 (new sta)
Probabilities for Post Hoc Tests

MAIN EFFECT: VARI

{1y {2}
70.00667 29.95800

I 000151
2 .. {2} 000151
los p<0.05 poseen diferencias significativas

| machos

2 hembras

1 controles (0.0}

2 dosis (5.0}

3 (7.5)

4 (10.0)

5 (12.5)

Efecto de la hormona MT con respecto a la longitud y el peso de las hembras.

Tukey HSD test; variable NEWVAR4 (datlong.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests
MAIN EFFECT: VAR]
{1} {2} {3} {4} {5}
14.00000 18.00000 19.25000 23.75000 34.75000
10 {1} 700798 466351 .045001 000193
20 (2} .700798 993887 .380837 .000722
30 {3} .466351 .993887 606361 001376
40 {4} .045001 .380837 .606361 020960
45 {5} .000193 .000722 .001376 .020560



los p<0.05 poseen diferencias significativas

Efecto de la hormona DES en el desarrollo de las hémbras de la Fl

Tukey HSD test; variable VAR3 (des.sta)
Probabilities for Post Hoc Tests
INTERACTION: 1x2
{1} {2} {3} {4} {5} {6) N {8} {9 {10}
35.13334 26.8666723.03333 15.63333 23.46667 64.86667 73.13333 76.96667 84.36667 76.53333

1 1 {1} 981056 .840245 .299164 .865303 .024044 .0023%6 .000890 .000256 .000987
] 2 {2} 981056 999947 888080 .999981 .002396 .000365 .000239 .000190 .000247
! 3 {3} 840245 .999%47 .951001 1.000000.0008%0 .000239 .000200 .000187 .000203
1 4 {4} 299164 .888080 .991001] 986729 .000256 .0C0190 .000187 .000179 .000187
1 5 {5} -B65303 999981 1.000000.986729 .000987 .000247 .000203 .000187 .000206
2 1 {6} 024044 002396 .000890 .000256 .000987 981056 840245 299164 .865303
2 2 {7} 002396 .000365 .600239 .000190 .000247 981056 .999947 888080 .999981
2 3 {8} 000890 000239 000200 .000187 .000203 .B40245 .999947 991001 1.000000
2 4 {9} 000256 .000190 000187 .000179 .000187 .299164 .888080 .991001 986729
2 5 {i0} 000987 .000247 .000203 .000187 .000206 .865303 .99998i 1.000000.986729

los p<0.05 poseen diferencias significativas

Summary of all Effects; design: (des.sta) { Hembras
I-VAR], 2-VAR2 2 Machos
df MS df MS 1 at 5 las dosis
Effect Effect Error Error F p-level
1 1 19010.90 20 87.37334 217.5824 .000000
2 4 .00 20 87.37334.000¢  1.000000
12 4 29996 20 87.373343.4331 .027223

APENDICE 2. ANALISIS ESTADISTICO "SIGMA STAT 2.0" PARA WINDOWS,

Efecto de la hormona MT en el desarrcllo de Machos de la F1.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor: Col |

Comparison Diff of Means p q P<(.05
10.000 vs. 0.000 44.533 5 6.090 Yes
10.000 vs. 5.000 12900 5 1.764 No
10.000 vs. 12.500 8.800 5 1203 No
10.000 vs. 7.500 0900 5 0.123 No
7.500 vs. 0.000 43.633 5 5.967 Yes
7.500 vs. 5.000 12000 5 1.641 No
7.500 vs. 12.500 7900 5 1.080 No
12.500 vs. 0.000 35733 5 4.887 Yes
12.500 vs. 5.000 4100 5 0.561 No
5.000 vs. 0.000 31633 5 4326 No
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Efecto de la hormona MT con respecto a la longitud y peso de las hembras |
prefiadas.

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunn's Method) :

Comparison Diff of Ranks p Q P<0.05
Col2vsColl 73829 5 7.355 Yes
Col3vsColl 38043 4 3.790 Yes
Col5vsColl 36150 3 3.071  Yes
ColdvsColl 8575 2 0.729 No

Efecto de la hormona DES en el desarrollo de hembras de la F1.

Comparison Diff of Ranks p q P<0.05
Col2vsCol1 433.500 3 6.026 Yes
Col3vsColl 192.000 2 3982 Yes

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison Diff of Ranks p q P<0.05
Col2vsColl 28000 3 7230 Yes
Col2vsCol3 17.000 2 6.208 Yes
Col3vsColl 11.000 2 4017  Yes

Efecto de Ia hormona DES con respecto al peso y la longitud de las hembras

prefiadas.

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunn's Method) :

Comparison Diffof Ranks p Q P<0.05
Col2vsColl 41115 5 4492 Yes
ColSvsColl 35310 4 3.858  Yes
Col3vsColl 26965 3 2946 Yes
ColdvsColl 11.610 2 1.269 No
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