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INTRODUCCION

El hombre a lo largo de su historia ha utilizado los recursos naturales que
le rodean para satisfacer sus necesidades mas elementales como el
alimento, el vestido, la salud, la vivienda e incluso la recreacién,
valiéndose para ello de la explotacion de los diversos medios a los que ha
tenido acceso, tal es el caso de los bosques, las planicies y los medios
acuaticos. De tal manera que los animales y plantas que se encuentran
en estos medios han tenido gran importancia en todas las épocas para el

bienestar y la existencia misma del género humano (Jiménez, 1994).

En este sentido los peces han jugado un papel fundamental en la vida del
hombre, ya que han sido una de las principales fuentes de alimento para
las diversas civilizaciones que han poblado la tierra, a traves de la historia
de la humanidad se ha creado y perfeccionado una técnica o actividad
para cultivar o reproducir peces o en general organismos acuaticos en
condiciones artificiales, se trata de la acuacultura que se encarga de
producir peces en lugares en donde de manera natural no podrian ser

encontrados.

El término acuacultura se refiere al uso de métodos y técnicas para el
manejo y control de los organismos cuyo habitat es el agua, hasta su
cosecha, procesamiento, comercializacion y consumo. En un sentido mas
amplio, la acuacultura esta concebida como una actividad orientada a la
creacion de unidades de produccidén, de ello se desprende que es un
actividad interdisciplinaria que va desde la seleccion y manejo de

organismos reproductores y produccion de crias, hasta el consumo,



pasando por la organizaciéon social para el trabajo y desde un punto de
vista bioldgico la acuacuitura es el intento del hombre por incrementar la
productividad de los recursos acuaticos mediante la manipulacion
deliberada de sus procesos fisiologicos de crecimiento, reproduccion y
mortalidad, haciendo uso de insumos como alimento, energfa y mano de

obra (Aguilera, 1994).

Este mantenimiento de peces tuvo su origen como forma de disponer de
alimento vivo en estanques o fosos, los antiguos egipcios fueron los
primeros en utilizar acuarios, una especie de grandes tanques de cristal
con peces de agua fria para fines decorativos, sin embargo el
mantenimiento de peces ormamentales tuvo su origen en el Lejano

Oriente (Chaumeton, 1991).

Se tienen reportes de que la acuacultura ya se practicaba desde el afio
575 a. de C., en China y que en el México prehispanico también se
mantenian peces artificialmente en los jardines imperiales de

Netzahualcoyotl y de Moctezuma (Sevilla, 1986).

El algunas regiones del mundo la acuacultura se lieva a cabo como una
actividad experimental, pero en diversos paises, entre los que se
encuentra México, la acuacuitura se practica ampliamente e incluso ha
llegado a niveles altamente desarrollados principalmente por |la
comercializacion extensiva de algunas especies como la trucha arcoiris, la
carpa, la tilapia y algunos invertebrados como el langostino y el ostion y
por los avances en el cultivo de otras especies como el pescado blanco

las mojarras nativas y el mejillon, que se encuentran aun en fase



experimental. Por esta razén, en México se ha fomentado de manera
importante la acuacultura como una actividad paralela a la agricultura y a
la ganaderia, la cual ofrece excelentes oportunidades para los diversos
sectores de la sociedad nacional y puede llegar a ser un instrumento para
regular el desequilibrio en el desarrollo econémico regional (Aguilera,
1994).

Los peces no solo han sido utilizados por el hombre como una fuente de
alimento, sino que ademas por la belleza de muchas de las especies de
este grupo han sido recreacioén y entretenimiento de las personas, o que
originé el acuarismo, actividad que ha tenido mucha aceptaciéon en los
anos recientes ya que es altamente redituable para aquellos que se

dedican a la produccién de peces de ornato.

En los ultimos afios se han buscado medios mas eficientes para la
produccién masiva de especies acuicolas tanto comestibles como de
ornato, entre ellos la administracion de hormonas para acelerar los
procesos de desarrollo de los organismos y con ello tener un menor

requerimiento de espacios (Burges, 1998).

Debido a que los esteroides y las hormonas sexuales pueden ser
administradas a través de la dieta, estos compuestos pueden ser
utilizados como estimuladores de crecimiento en diversas especies de
peces. Varios salmonidos de las familias Onchorynchus y Salmo, la carpa
comun Cyprinus carpio y algunas tilapias del género Oreochromis
muestran respuestas de crecimiento con una o mas de estas hormonas

en la dieta. Ante el auge que han tenido tanto la acuacultura como el



acuarismo se han realizado trabajos de investigacion para aumentar y
mejorar la produccién de peces, asi uno de los medios mas populares
para lograr esto es la administracion de hormonas en los peces para
aumentar su rentabilidad, principalmente en los peces comestibles

(Gannam, 1991).

La dieta es entonces uno de los mejores medios para inducir cambios 0
mejoras en los organismos, ya que la reproduccion en los peces es como
en otros vertebrados, afectada por el ambiente y por factores
nutricionales, los efectos de la cantidad y calidad de alimento han sido
investigados en diversas especies de importancia en acuacultura (Navas,

1998).

Asi mismo, se sabe que en muchos vertebrados, incluidos los peces, las
condiciones de alimentacién y nutricién juegan un papel importante en la

regulacion de la reproduccién (Tveiten, 1998).

La diferenciacion sexual es altamente observable en reptiles, anfibios y
especialmente en peces. Esta plasticidad para modificar el fenotipo final
ha constituido la base para la aplicacion de hormonas en técnicas de
control sexual. El control sexual mediante hormonas ha llevado a la
producciéon de ‘poblaciones monosexo en un considerable numero de
especies. Tradicionalmente la aplicacion de andrégenos es utilizada para
obtener poblaciones 100% de machos, mientras que la administracion de

estrogenos resulta en poblaciones 100% de hembras (Blazquez, 2001).



Zhang (2001) menciona que en la mayoria de los peces resulta mas facil
lograr la inversion sexual de hembras a machos, que de machos a
hembras, esto a partir de diversos experimentos realizados en el

amphioxus Branchiostoma belcheri.

Las investigaciones para mejorar la produccion de los peces mediante la
administracién de hormonas no solo tiene por objeto aumentar el tamano
de los peces comestibles, sino también incrementar la belleza de los
peces de ornato, esto se ha logrado al inducir el sexo fenotipico de las
poblaciones, es decir, a obtener poblaciones monosexo, principaimente
de machos, que por lo regular son los mas llamativos y por lo tanto méas

comercializados dentro del acuarismo.

Una hormona sexual es una sustancia quimica secretada en los liquidos
corporales por una ceélula o un grupo de celulas que ejerce efecto
fisiolégico sobre el control de los caracteres sexuales secundarios, el ciclo
reproductor, el crecimiento y el desarrollo de los 6rganos reproductores,
desencadenan también intensa actividad anabdlica proteinica y se dividen

en andrégenos, estrégenos y progestagenos.

Se denominan estrégenos a esteroides de 18 carbonos o moléculas
similares capaces de provocar estro o celo y producir las caracteristicas
sexuales secundarias femeninas, una de ellas es el dietiletilbestrol (fig. 1),
que es un compuesto sintético, activo por via oral con actividad
estrogénica, derivado del dihidroxiestibeno, que se introdujo en 1938. No
se semeja quimicamente a los estrogenos pero ejerce potente efecto

estrogénico, ya que es posible que en el organismo pueda ocurrir el cierre
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del anillo para formar una estructura semejante al nucleo esteroide

(Marquez, 1999).
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Fig. 1. Estructura quimica de la hormona sintética dietiletilbestrol (tomada

de Marquez, 1999).

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA
ESPECIE

Una de las especies mas utilizadas para este tipo de trabajos es el pez
espada o cola de espada (Xiphophorus helleri, Heckel, 1848) que
presenta un marcado dimorfismo sexual (fig. 2) y es altamente adaptable

a las condiciones de laboratorio.



En los machos la maduracién sexual promueve ios cambios morfolégicos
como el alargamiento de la aleta caudal en forma de espada
(caracteristicas de la cual toma su nombre), un incremento en la
coloraciéon de las franjas laterales y la modificacién de la aleta anal en un

érgano intromitente llamado gonopodio.

De esta manera la induccion sexual en busca de poblaciones monosexo
para Xiphophorus helleri puede ser muy notoria debido a las marcadas

diferencias sexuales en esta especie.

Se ha dicho que esta especie presenta una reversion sexual natural, sin
embargo para aceptar que los peces tienen una reversion sexual
funcional primero se tiene que averiguar que: el pez funciona inicialmente
como hembra y después deja de serlo para convertirse en un macho
completamente funcional. Algunos reportes en la materia no han podido
encontrar este fenémeno. Popoff (1929) y Sacks (1955) dudan que ocurra
realmente una reversiébn sexual funcional, asi mismo Peters (1964)
encuentra que un pez cola de espada de Honduras presenta dos tipos de
machos. El normal o de répida diferenciacion y el de lenta diferenciacion,
este Ultimo de mayor tamafo y mas lenta diferenciacion sexual y
aparentemente los machos lentos se observan como hembras en estados
inmaduros y los caracteres sexuales secundarios de macho se

manifiestan en momentos tardios (Yamamoto, 1969).

Xiphophorus helleri junto con los demas organismos de la familia

poecilidae forman parte importante de la industria mundial del acuarismo



y uno de los problemas asociados con la produccién intensiva de estos
peces es el canibalismo filial. En X helleri un importante numero de
juveniles son comidos por los adultos, la conducta de canibalismo de los
adultos reproductivos se incrementa durante el periodo de parto que se

da entre el primer y el ultimo nacimiento de la camada (Johnes, 1998).

El tamario del macho adulto es de ocho a diez centimetros sin contar Ia
espada, mientras que la hembra el tamafo oscila alrededor de los doce
centimetros de longitud, su cuerpo es alargado y comprimido
lateralmente. El macho presenta una larga espada formada a partir del
desarrollo de los radios inferiores de la aleta caudal y la hembra carece
de ella, su coloracion fundamental es de un verde claro azulado realzado

por una linea lateral rojiza con vivos azul metalico (Scholtz 1977).

En cautiverio mantienen un comportamiento relativamente pacifico hacia
las otras especies, de tal manera que puede criarse en un acuario
comunitario, los machos son en ocasiones agresivos entre ellos (Mills,

1991).

En estado silvestre viven en aguas con corrientes y abundancia de pastos
con barro en el fondo que es la base de crecimiento de la vegetacion
acuatica, estas aguas se han reportado con una temperatura de 24°C.
Ellos viven en bancos entre la vegetacion donde hay mayor corriente de
agua. Estos peces presentan dos éstrategias ecolbgicas que les permiten
colonizar diferentes habitats, uno es que las hembras portan las crias

hasta que estas nacen, por lo que son considerados como peces



viviparos y la segunda es su alta resistencia a cambios de temperatura y

salinidad (Fuentes, 1998).

POSICION TAXONOMICA
Phylum Chordata
Subphylum Gnathostomata
Clase Osteichthyes
Subclase Actinopterygii
Orden Cyprinodontiformes
Suborden Cyprinodontoidei
Familia Poecilidae
Género Xiphophorus
Especie Xiphophorus helleri (Heckel, 1884)
Nombre comtin |Pez espada o Pez Cola de espada

Sistematica segun Rosen, 1960, citado en Alvarez del Villar, 1970.

Fig. 2. Macho y Hembra aduitos de Xiphophorus helleri (un afio de edad). Aqui se aprecia
perfectamente el dimorfismo sexual de esta especie, el macho con |a prolongacion de la
aleta caudal en forma de espada (de donde se deriva su nombre comun) y una coloracion
mas intensa en las franjas dorsales, mientras que la hembra presenta una coloracion
menos llamativa y la aleta caudal sin prolongacién alguna.



ANTECEDENTES

Los trabajos de administracion hormonal de poecilidos comienzan durante
la primera mitad del siglo XX, primero con la finalidad de incrementar el
crecimiento de los organismos y posteriormente al modificarila dosis
adicionadas a las dietas se dirigieron las investigaciones hacia la

induccién y a la reversion sexual (Yamamoto, 1969).

Uno de los primeros y mas completos trabajos sobre la diferenciacion
sexual de Xiphophorus helleri es el realizado por Eisenberg (1923) en
donde trata sobre los estadios gonadales normales y sobre las principales
estructuras sexuales de estos peces, en donde describe que en las
primeras dos semanas de vida de Xiphophorus helleri las gbnadas se
encuentran indiferenciadas y en el momento del nacimiento las crias
miden aproximadamente ocho milimefros de longitud y las génadas muy
pequenas aun se encuentran inmersas en el saco peritoneal ubicado en
la cavidad del cuerpo. Estas consisten tnicamente en dos tipos celulares,
las ceélulas gremiales primordiales y unas ceélulas mucho mas pequefas
con nucleo elongado las cuales no pueden ser distinguidas de las células
peritoneales y que se encuentran alrededor de las células germinales

para formar foliculos.

Witschi y Crow (1937) trabajaron con hembras de Xiphophorus helleri
prefiadas, a las que aplicaron testosterona de manera directa en el agua,
obteniendo expulsion o reabsorciéon de los embriones y comprobando de
esta manera que las hormonas causan alteraciones serias en el ciclo

reproductivo normal de los organismos.
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Clements (1966) trabajé con poecilidos (gupys) aplicando testosterona
por via oral desde el nacimiento hasta los sesenta dias, obteniendo un
considerable aumento en el nimero de machos con relacién a las

hembras.

Takahashi (1975) trabajd con machos de Poecilia reticulata aplicando
etinilestradiol y encontré que con esta hormona se obtienen resultados

totaimente efectivos al inducir una completa feminizacién.

Schreibman (1982) examiné las goénadas de machos y hembras de platys
Xiphophorus maculatus de tres dias a siete meses de nacidos
encontrando importantes datos sobre las rutas naturales de la actividad

gemetogénica.

Sower (1984) trabajo con alevines de Salmo solar que fueron tratados con
dietiletilbestrol en el alimento durante 60 dias obteniendo apenas un

pequefio porcentaje de hembras y algunos peces intersexuales.

Pandian y Soosamma (1993) promueven la masculinizacién de gupys
Poecilia reticulada con la aplicacion de andrégenos sintéticos 19-
noretiniltestosterona, 17 a-etiniltestosterona, 9 (11)- dimetiltestosterona y
un esteroide natural, la androstenediona en el alimento, obteniendo un

alto porcentaje de reversion de hembras.

Melard (1995) aplica 17 o-etinilestradiol a Oreochromis aureus en el

alimento en dosis de 100, 150 y 20 mg/kg, obteniendo porcentajes de 94,

1



93 y 98% de hembras en la poblacion respectivamente, en comparacion

con el 53% de hembras en el grupo control.

Pefia (1996) aplica dietiletilbestrol a hembras prefadas de Xiphophorus
helleri para obtener una poblacién monosexo de hembras en la segunda
generacion, alcanzando una poblacion de 84.3% hembras con una

concentracion de 10 mg/kg de alimento.

Fuentes (1998) aplica 17 ametiltestosterona para obtener una poblacién
monosexo de Xiphophorus heller, induciendo un 100% de machos con
excelentes caracteristicas morfolégicas, con dosis de 7.5 a 12.5 mg de

hormona por kg de alimento.

Marquez (1999) promueve la diferenciacién sexual de peces Xiphophorus
helleri mediante la administracion de 17 a-metiltestosterona vy
dietiletilbestrol, obteniendo resultados notables en la alteracidn

morfologica y en la estructura gonadal de los organismos.

Robers (2000) trabajé en cultivos de células primarias de la glanduia
pituitaria de machos de pez gato africano Clarias gariepinus, aplicando
testosterona, dihidrotestosterona, 11-cetotestosterona y estradiol,
demostrando que este ultimo puede elevar los niveles de hormona

luteinizante dependiendo de las dosis aplicadas.
Jirotkul (2000) realiza diferentes experimentos de caracter ecolégico con

machos de gupy Poecilia reticulada, encontrando que la distribucion de

machos con caracteres sexuales secundarios mas notables (colorido
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naranja y cola mas desplegada) influye directamente como una técnica

alternativa de apareamiento.

Kinnberg (2000) prueba los efectos de nonilfenol y 173-estradiol en la
sintesis de vitelogenina y la morfologla testicular de los machos de platy
Xiphophorus maculatus, con este trabajo se observé que el 17p-estradiol
causd una reduccion significativa en el indice gonadosomatico. La
revision histologica revela los efectos de las dosis dependientes de
nonilfenol en la estructura testicular, manifestdndose en la aparicién de
numerosos cistos con células espermatogénicas en fos testiculos del
grupo control, mientras que en los testiculos de los peces tratados con las
hormonas muestran un decremento en el nimero de cistos acompafnados

de un incremento en la cantidad de células de Sertoli hipertrofiadas.

Park (2001) trabaja con el dimorfismo sexual y con los caracteres
morfométricos de Pterogogus aurigarius encontrando que estos peces
exhiben un hermafroditismo secuencial caracterizado por cambios en el
patron de color y en madificaciones en las dos primeras espinas de |a
aleta dorsal que es la caracteristica mas notable del dimorfismo sexual de

esta especie.

Lone (2001) hace una descripcion de los cambios correlativos de las
gébnadas de Sparidentex hasta, a partir del efecto de las hormonas
esteroideas, testosterona, 11-cetotestosterona y 17B-estradiol, de las
cuales la primera no tuvo una relacién significativa con el sexo, mientras
que la segunda tuvo un efecto muy importante en la maduracién de las

gonadas masculinas y el 17p-estradiol se presenté en concentraciones



elevadas en la reversion sexual de los individuos a hembras en la

temporada reproductiva.

Collins (2001) estudia la liberacidbn de la hormona gonadotropina | y i
contenida en el cerebro y glandula pituitaria de machos y hembras del
pez piedra Sebastes rastrelliger, encontrando todos los tipos de esta

hormona durante los estadios reproductivos.

Nolan (2001) realiza una descripcion histolégica de las gdnadas
intersexuales de gobidos Rutilis ritulus, utilizé 150 individuos intersexuales
y encontré células germinales femeninas y/o ovocitos dentro de los
testiculos y malformaciones en los ductos reproductivos. La mayoria de
los peces intersexuales mostraron ovocitos primarios y secundarios a lo
largo del tejido testicular y en los organismos mas severamente
feminizados se separaron grandes areas de tejido ovarico del tejido
testicular y en casi todos los organismos se presentdé un ducto
reproductivo muy similar al ducto ovarico de las hembras y el ducto

espermatico estuvo ausente o fue vestigial.

Blazquez (2001) trabaja con la induccién sexual de Dicentrarchus labrax
mediante la aplicacion de 17a-metiltestosterona (MT) y 17a-
metildihidrotestosterona (MDHT), obteniendo diferentes resultados, 20
dias de exposicion a la MT en dosis de 10 mg/kg de alimento entre los
dias 86 y 106 post-fertilizacion dan como resultado una completa
masculinizacion en Dicentrarchus labrax en contraposicidon al 46% de
hembras en el grupo control, los primeros experimentos dirigidos hacia el

desarrollo ovarico resultaron en un nimero variable de hembras con un



tanto de 10.5 a 49.5%, todos los tratamientos que se aplicaron entre los
110 y 210 dias post-fertilizacion indujeron una total masculinizaciéon
observando ovocitos infratesticulares después de aplicar MT pero no
después de aplicar MDGT, ya que esta se convierte en estradiol por la
accién de la aromatasa, la exposicion de este androgeno en dosis de 10
mg/kg de alimento comenzando de los 60 a los 160 dias post-fertilizacion
resulta en una total supresién del desarrolio ovarico y una parcial
inducciébn a la esterilidad, la cual se completa a los 200 dias de
tratamiento. Estos efectos en el desarrollo gonadal fueron confirmados

posteriormente por una dramatica reduccion en el indice gonadosomatico.
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OBJETIVOS

Determinar el efecto de dietiletilbestrol en las gbnadas de crias de

Xiphophorus helleri.

Definir cuanto tiempo de administracién de la hormona es necesario

para inducir un cambio estructural en las génadas.

Determinar que dosis es la adecuada para conseguir una mejor

induccion sexual a hembras.

Comprobar si el dietiletilbestrol tiene efectos anabélicos.

16



METODOLOGIA

Se utilizaron seis hembras prefiadas de Xiphophorus helleri, las cuales se
mantuvieron en peces de 50L, se acondicion6 una maternidad y se les
proporcioné alimento comercial en presentacion de hojuelas. De estas
hembras se obtuvieron 270 crias las que se trataron con diferentes
concentraciones de la hormona dietiletilbestrol a partir del primer dia de

nacidas, utilizando el siguiente disefio experimental.

Se manejaron dosis de 8 miligramos de hormona por kilogramo de
alimento (mg/kg), 12 mg/kg y Omg/kg (control). Las dosis fueron
preparadas por dilucion en alcohol siguiendo la técnica de Guerrero
(1975) y se utilizé iniciador de trucha en presentacién de harina como

alimento (apéndice 2). El alimento fue proporcionado ad libitum.

La duracién de la alimentacion hormonada fue de 100 dias durante los
cuales se obtuvieron 10 muestras por tratamiento y por repeticion debido
a que a ese tiempo los peces ya pueden ser sexadas por caracteristicas

sexuales secundarias (Marquez, 1999).

Se prepararon un total de 9 peceras de 50L para las tres unidades
experimentales y dos repeticiones de cada una, acondicionadas con un
filtro de caja y con un abastecimiento de oxigeno proveniente de la red de

aire del acuario, colocando 30 individuos por cada pecera.
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Paralelamente se mantuvo una repeticion extra de cada dosis
manejada, bajo las mismas condiciones y sin tomar muestras para

determinar la proporcion sexual fenotipica al finalizar el tratamiento.

Las condiciones fisicoquimicas bajo las cuales se mantuvieron los peces,
fueron las siguientes: se mantuvo una temperatura de 24°C +- 1°C, un pH
de 7.2 +- 0.1 un fotoperiodo natural de 13 horas de iuz por 11 horas de
oscuridad, una aireaciéon y filtracidbn constante, llevando para ello un
registro diario con la finalidad de detectar y corregir alteraciones en los

parametros.

Con una periodicidad de diez dfas, de cada tratamiento se tomaron
aleatoria mente tres organismos, los cuales se midieron, se pesaron (esto
se realizé mediante el uso de una balanza analitica para registrar el peso
en gramos y de una hoja de papel milimétrico para registrar la talla en
milimetros) y posteriormente se sacrificaron para extraer las génadas, las
cuales fueron conservadas en formol al 10% para la realizacién posterior
de la técnica histolégica. Durante las disecciones pudo determinarse el
sexo gonadal de cada uno de los peces tomando en cuenta la escala
empirica de maduracién gonadal de Nikolsky (1963) dentro de las cuales
se sefala que los ovarios se distinguen de los testiculos en los siguientes

aspectos:

Los ovarios desde estadios juveniles se caracterizan por ser sacos
pareados de color amarillento opaco y con los ovocitos a simple vista,
mientras que los testiculos son mas delgados, blanquecinos transiticidos

y sin evidencias visibles de los gametos.
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Para la realizacion de la técnica histolégica, fue necesario fijar las
gonadas en formol al 10%, posteriormente se llevo a cabo Ia
deshidratacion de los tejidos con alcoholes de concentracion ascendente
para después incluir en parafina y realizar los cortes seriados en

micrétomo, los cortes fueron tefiidos por el método H y E. (apéndice 1).

El andlisis estadistico utilizado en el presente trabajo fue un Andlisis de
Varianza y una Prueba de Tukey, las cuales se realizaron con ayuda del
programa Statistica para Windows versién 4.5.

La metodologia se basé en los trabajos realizados por Marquez (1999) y
Fuentes (1998) debido al grado de eficiencia que tuvo la hormona

dietiletilbestrol en la obtencién de un alto porcentaje de hembras.

UNAM CAMPUS



RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

Las condiciones ambientales (tabla 1) en las que se desarrollaron los
organismos fratados no tuvieron variaciones considerables y se
mantuvieron siempre dentro de los parametros 6ptimos para el adecuado
mantenimiento de los peces, io cual sugiere que los efectos 0 cambios en
las condiciones fisiologicas de las génadas pueden estar influenciados
basicamente a la administracion del dietiletilbestrol y no a cambios
drasticos en el ambiente, Rodriguez (1989) sefiala que el ciclo de vida de
cada especie estd Intimamente relacionado con factores como
temperatura, fotoperiodo y disponibilidad de alimento, que afectan
directamente el eje endocrinolégico en la estimulacion hormonal

induciendo a uno u otro sexo.

Tabla 1.- Condiciones ambientales registradas en las 9 peceras.

FACTOR CONDICION PROMEDIO
pH 7.2+ 0.1
Temperatura 24°C + 1°C
Aireacién Sin problemas
Fotoperiodo 13 h. luz/11 h. oscuridad
Mortalidad 0
Filfracic'rn Sin problemas

La tabla y las graficas siguientes muestran que el desarrollo de los
organismos tratados con la concentracién de 8 mg/kg. de dietiletilbestrol

es muy similar al que presentan los organismos del grupo control,
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mientras que los peces sometidos a la concentracion de 12 mg/kg se

desarrollan mas ampliamente alcanzando pesos y tallar mayores en

comparacién con los individuos de los otros tratamientos.

Tabla 2. Valores de peso y talla de los tres tratamientos realizados.

8 ma/kg 12 mg/kg Control
Edad en|Pesoeng |Talla en|Pesoeng |Talla en|Pesoeng |Talla en

dias mm mm mm

0 0.02 103 0.028 110 0.026 103

10 0.022 133 0.038 130 0.038 126

20 0.040 133 0.065 160 0.054 140

30 0.052 126 0.175 173 0.066 153

40 0.085 180 0.120 213 0.112 210

50 0.176 216 0.252 210 0.379 236

60 0.223 233 0.316 290 0.282 266

70 0.399 290 0.464 290 0.337 293

80 0.405 293 0.675 370 0.392 303

90 0.469 310 0.924 393 0.463 316

100 0.596 313 1.028 446 0.567 346

Al respecto el andlisis estadistico realizado nos indica que hay diferencias

significativas en la ganancia de peso y talla entre el tratamiento de 12

mg/kg con el tratamiento de 8 mg/kg y el grupo control, pero entre el

tratamiento de 8 mg/kg y el grupo control

no hay diferencias

estadisticamente significativas, 10 que sugiere que para lograr un efecto

anabdlico en los peces mediante la administracion de dietiletilbestrol es

necesario aplicar la dosis de 12 mg/kg.
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grafica 2, ganancia de talla en los tres tratamientos

Gannam (1990) sefala que el efecto positivo de las hormonas sexuales
como agentes anabdlicos en el crecimiento y el aumento proteinico de los
animales comerciales de sangre caliente, han conducido a Ila
investigacion de los posibles beneficios de estas hormonas en la
piscicultura debido a que las hormonas sexuales pueden ser
administradas a través de la dieta, teniendo efecto directo sobre el

incremento de peso y talla.

De esta manera el crecimiento gradual en los organismos puede

apreciarse en individuos de distintas edades como lo muestra la figura 2.
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Fig. 3. Se aprecia la diferencia de tallas entre individuos del grupo control a las edades de
diez (a), treinta (b) y cien (c) dias respectivamente.

La diferenciacibn que se hace entre ovarios y testiculos en las
disecciones de los organismos esta basada en las observaciones hechas
por Nikoisky (1963), contenidas en su tabla de maduraciéon gonadica, que
sefialan a los testiculos como estructuras pareadas alargadas Yy
transiicidas como se observa en la fig. 4, mientras que los ovarios de
acuerdo con el mismo criterio son estructuras mas tubulares y opacas con
indicio de gametos, ademas esto se sustenta por las observaciones de
Eisenberg (1923) quien dice que las génadas pareadas de las hembras
de Xiphophorus helleri se fusionan y forman un ovario sencillo y la
superficie media de las gbnadas forman la cavidad del ovario, mientras
que en los machos las génadas permanecen siempre pareadas. Esto se
puede apreciar en la fig. 5 en las que las génadas se aprecian como dos

sacos estrechamente unidos.
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Fig. 4. Organismo de cien dias de nacido del grupo control en el que se observan los
testiculos (T) como un par de tubos alargados blanquecinos sin evidencias de gametos,
inmersos en la cavidad abdominal (Ca), muy cerca del higado (H), aumento 60X.

Fig. 5. Ovarios de un individuo de cien dias de nacido del grupo control en donde se
distinguen claramente los ovocitos (Ov), cerca del intestino (1), aumento de 80X.

En base a estos criterios, se procedié a determinar el sexo de todos los
individuos procesados, obteniendo asi, la siguiente tabla donde se
muestra la proporcién sexual entre los diferentes tratamientos y el grupo

control:
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Tabla 3. Proporcién sexual tanto en las génadas de los organismos disectados como en

el fenotipo de los individuos de las peceras alternas con el mismo tratamiento y las
mismas condiciones.

Sexo T= Testiculo O= Ovario
= gbnada indiferenciada
Edad en | muestra | 8mg/kg 12mg/kg control
dias
1 I I I
10 2 I I |
3 I I 1
1 | l 1
20 2 I I 1
3 I | I
] I [ |
30 2 I I I
3 I [ [
1 0 0 0
40 2 0] T 0
3 T O T
] T O T
50 2 0 (0] 0
3 0] T 0]
] 0 (6] T
60 2 (0] 0] 0
3 0 0 0
1 0] 0] T
70 2 (0] 0] 0]
3 0 O 0]
1 O T T
80 2 0 0 0
3 T (0] (0]
1 0] 0 0
90 2 (0] T (0]
3 O (0] (0]
1 0 0O (0]
100 2 i i O T
3 (6] 0) T
% O 71.4 71.4 66.6
% T 28.5 28.5 333
% Hembras fenotipicas 92.3 92.8 65.3
% Machos fenotipicos 2.7 7.14 34.6

Esta tabla muestra que la hormona no tiene efectos drasticos sobre la

diferenciacién de las génadas, que de acuerdo con Krisfalusi (2000) es el



proceso por el cual las células comienzan a especializarse en estructura y
funcion y el fenotipo gonadal es expresado, incluyendo a ambas
gonadogénesis, la formacién de los componentes somaticos de la gonada

y la gametogénesis que es la formacion y desarrollo de los gametos.

100+
90
80
70

2 60 838 mg/kg |
E H 12 mg/kg
8 50 ‘OControl
S 40

30
2017 E
10

OVARIOS  TESTICULOS Hembras Machos
fenotipicas fenotipicos

sexo

grafica 3, proporcion sexual fenotipca y gonadal en los tres
tratamientos

La hormona si afecta notablemente las caracteristicas sexuales
secundarias de los organismos, promoviendo que la mayoria de los
peces se expresen como hembras fenotipicas aunque en el sexo

gonadal se mantenga con un porcentaje similar al del grupo control
(grafica 3).

Algunos de los efectos del dietiletilbestrol en dosis de 12 mg/kg, pudieron
ser apreciados de manera macroscopica durante la diseccion de las
gbénadas a un individuo de cien dias de nacido que presentaba las

caracteristicas sexuales de hembra como se observa en la figura 7, una
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coloracion poco llamativa sin la prolongacion de la aleta caudal ni la
fusion de la aleta anal como un gonopodio, pero que al ser disectado

present6 un par de testiculos.

En la fig. 6 Y 7 se observa que la administracion del dietiletilbestrol tiene
un efecto directo sobre las caracteristicas sexuales secundarias de los
organismos, retrasando en los machos la aparicion de estas ya que en el
grupo control a los cien dias ya se manifestaban claramente (fig.7),
aunque esta hormona no altera por lo menos de manera macroscopica al
sexo gonadal, lo que sugiere que la hormona puede ser utilizada para

inducir el sexo fenotipico de los peces, pero sin revertir su sexo gonadal.

Fig. 6. Organismos con un tratamiento completo de 12 mg/kg presentando caracteristicas
sexuales de hembra.
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Fig. 7. Mismo individuo disectado en el que se aprecia un par de testiculos (T) bien
definidos en la cavidad abdominal (Ca), cerca del higado (H), con los radios de la aleta
anal no fusionadas (Rnf), con aumento de 30X.

Las figuras siguientes muestran que la diferenciacién de las génadas de
Xiphophorus helleri no se presenta durante los primeros treinta dias
posteriores al nacimiento, ni en el grupo control, ni en los dos
tratamientos administrados. Coincidiendo con las observaciones de

Tavolga (1949) que sefiala que en las primeras semanas de vida los

poecilidos presentan gonadas indiferenciadas.

Fig. 8. Se muestra un pez de veinte dias del grupo control, en el cual se aprecian las
gonadas (Gi) justo por debajo de la vejiga gaseosa (Vg), muy de cerca del intestino (1).
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Fig. 9. Corte representativo de la estructura gonadal de los organismos del grupo control
de cero a treinta dias de nacidos en donde se aprecia el lumen (L), algunas células
germinales indiferenciadas (Cgi) aumento de 800X.

Fig. 10 Corte representativo de la estructura gonadal de los organismos con tratamiento
de 8 mg/kg y 12 mg/kg de cerc a treinta dias de nacidos en donde se aprecia el lumen
(L), algunas células germinales indiferenciadas (Cgi) aumento de 800 X.
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A los cuarenta dias ya se aprecia en las tres unidades experimentales
que las génadas se encuentran diferenciadas como ovarios o testiculos,
en el caso de la dosis de 8 mg/kg no se observan diferencias muy
marcadas en cuanto a la disposicién y grado de desarrollo de los ovocitos
con el grupo control, o que sugiere que a esta edad la hormona no causa
efectos notorios en los ovarios del pez, sin embargo, en el caso de la
dosis de 12 mg/kg se observa una gonada muy particular con
caracteristicas tanto de ovario como de testiculo, lo que indica que esta
dosis de la hormona ocasiona un cierto grado de reversiéon sexual
gonadal en los testiculos pero, no logra desarrollar ovocitos sanos, es

decir, no lleva a una reversion completa.

Fig. 11. Corte longitudinal de un pez del grupo control de cuarenta dias de nacido en
donde se aprecia el intestino (1), la musculatura (Mu) y un ovario (Ov) bien definido que
muestra un saco alargado, aumento de 200X.
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Fig. 12. Corte transversal del ovario de un organismo de cuarenta dias de nacido con
tratamiento de 8mg/kg en donde se aprecian los ovocitos (Ov) con sus nucleos (N),
ovocitos previtelogénicos (Pv) y el lumen (L),aumento de 400X.

Fig. 13. Corte longitudinal de la génada de un individuo de cuarenta dias de nacido con
tratamiento de 12 mg/kg, en donde se aprecian un par de ovocitos (Ov) con sus nucleos
(N) y nucleolos (n) bien definidos, junto a varios paquetes de espermatogonias (Eg),
aumento 400 X.

Los cortes siguientes muestran que la dosis de 8 mg/kg a la edad de
cincuenta dias es capaz de retrasar el desarrollo normal de los testiculos
impidiendo que se formen los cistos en la cantidad en lo que hacen los
del grupo control, en lo que respecta a la dosis de 12 mg/kg se muestra

un ovario bien diferenciado muy similar al grupo control de la misma

edad, aunque con algunas alteraciones celulares por su cercania con el
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Intestino infectado, lo que sugiere que las condiciones de salud de los

organismos pueden también afectar el desarrollo normal de las génadas.

Fig. 14. Corte transversal de un ovario perteneciente a un individuo control de cincuenta
dias de nacido, en donde se aprecia el conducto central (L) y los ovocitos (Ov) con su
nucleo (N), aumento de 400X.

Fig. 15. Corte transversal de un testiculo de un individuo control de cincuenta dias de
nacido en el que se distinguen algunos cistos (Ci) y conductos espermaticos (Ce)
inmersos en el tejido conectivo (Tc), aumento 400X.



;:
Fig. 16. Corte transversal de un individuo de cincuenta dias de nacido con dosis de
8mg/kg que muestra una estructura testicular inmadura (Ti), sin los cistos encontrados en
el grupo control, aumento 400X.

Fig. 17. Corte transversal del ovario de un individuo de cincuenta dias de nacido con
dosis de 12 mg/kg que muestra ovocitos normales (Ov) y otros en proceso de necrosis
(On) debido a la cercania con el intestino (l) que se encuentra afectado por alguna
patologia de origen bacteriano, aumento 400X.
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Entre los sesenta y los ochenta dias pueden verse bien diferenciados los
ovocitos previtelogénicos en el ovario y cistos con espermatogonias y
espermatides en el testiculo de los organismos del grupo control. Asi
mismo en estas edades para la dosis de 8 mg/kg no se observan
diferencias importantes en el desarrolio de las génadas con respecto al
grupo control, pero en la dosis de 12 mg/kg se aprecia un retraso muy
severo en el desarrollo de las gonadas, lo que sugiere que el
dietiletilbestrol afecta el crecimiento de los testiculos dejandolos como

gonadas inmaduras pero no alcanza a llevarlos hasta ovarios.

wop RE DR
l — b 'M ot i ;
Fig. 18. Corte representativo de un ovaric de los organismos del grupo control de

sesenta, setenta y ochenta dias de nacidos, donde se observan los ovocitos (Ov), con su
nucleo (N), nucleolo (n), y el lumen (L), aumento 400X.
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Fig. 19. Corte representativo de un testiculo de los organismos del grupo control de
sesenta, setenta y ochenta dias de nacidos, donde se observan cistos de
espermatogonias (Eg) y espermatides (Ea), también se observan los conductos
espermaticos (Ce), aumento 400X.

Fig. 20. Corte representativo de un ovario de los organismos con dosis de 8 mg/kg de
sesenta, setenta y ochenta dias de nacidos, donde se observan los ovocitos (Ov),
aumento 400X.
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Fig. 21. Corte representativo de la génada de los organismos con dosis de 12 mg/kg de
sesenta, setenta y ochenta dias de nacidos, donde se observa que las células germinales
indiferencias (Cgi), entre la vejiga gaseosa (Vg) y el intestino (1), que no concuerdan con
el grado de desarrollo del grupo control tanto en ovarios como en testiculos, aumento
400 X.

Finalmente los cortes de noventa y cien dias muestran que el
dietiletilbestrol tiene un efecto negativo en el desarrollo de los ovarios,
atrofiando los ovocitos en ambas dosis, aunque de manera mas severa
en el caso de la dosis de 12 mg/kg en donde el numero de ovocitos

atrésicos es mucho mayor.

Fig. 22. Corte representativo del ovario de los individuos del grupo control de noventa a
cien dias de nacidos en el que se aprecia algunos ovocitos muy desarrollados (Ov) que
muestran Nicleos (N) y nucleolos (n), aumento a 400X.
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Fig. 23. Corte representativo del ovario de los individuos con dosis de 8 mg/kg de noventa
a cien dias de nacidos en el que se aprecia algunos ovocitos atresicos (at) y varios
ovocitos desarrollados (Ov), aumento a 400X.

Fig. 24. Corte representativo del ovario de los individuos con dosis de 12 mg/kg de
noventa y cien dias de nacidos en el que se aprecia muchos ovocitos atresicos (at) y
varios ovocitos bien desarrollados (Ov), aumento a 400X.
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CONCLUSIONES

El dietiletiibestrol inhibe la expresion de las caracteristicas sexuales
secundarias de macho ya que no se presentan en ninguno de los
organismos tratados con las dosis aplicadas, pero si en algunos

individuos del grupo control.

Esta hormona no logra provocar una reversion sexual gonadal completa
ya que la proporcion entre ovarios y testiculos no se altera

considerablemente en relacion con el grupo control.

Tanto la dosis de 8 mg/kg como la de 12 mg/kg son adecuadas para
lograr una induccién sexual fenotipica a hembras, con un tiempo minimo
de administracion de cuarenta dias, pero ninguna de ellas consigue una

reversion gonadal total en los peces.

Ambas dosis tienen un efecto negativo en el desarrollo de los testiculos
impidiendo su maduracion normal e induciendo a la presencia de aigunos
ovocitos que tampoco se desarrollan normalmente, y en el caso de los
ovarios la hormona no impide su desarrollo pero degenera un importante
namero de ovocitos, por lo que su aplicacién no es recomendable en

peces que se requieren como reproductores.
La dosis de 12 mg/kg es adecuada para incrementar el peso y la talla de

los organismos, por lo que puede ser utilizada como un agente anabdlico

con muy buenos resultados.
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APENDICE

1. Técnica histolégica

U.NAM Camrys

La realizacion de la técnica histolégica se llevaran a cabo los

siguientes pasos.

Génada en formol al 10% por 24 horas, como minimo.
2. Lavar en agua corriente de 15 a 30 minutos como minimo.

3. Deshidratar con alcoholes de concentracion ascendente.

Alcohol Tiempo
70% 1 hora
80% 1 hora
96% no mas de dos horas
100% no mas de dos horas

4. Aclarar en aceite de cedro-cloroformo (1:1) minimo por 12
horas.
Aceite de cedro, minimo 24 horas.
Paso rapido con cloroformo.

7. Inclusion en parafina.

Impregnacién Parafina | 2 horas
Parafina Il 2 horas
Paraplast 2 horas

Bloque Paraplast hasta que solidifique

8. Cortar al micrétomo y colocar la serie de cortes en un porta-
objetos, agregando Ruyter para que estiren los tejidos y se

ponen en el horno para que se adhieran al portaobjetos.
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9. Una vez que las laminillas con los tejidos estan listas, se llevan

a cabo la tincion.

REACTIVO TIEMPO
DESPARAFINAR Xilol | 5 min.
Xilol Il S min.
HIDRATAR OH-100% 1a 3 min.
OH-96% 1 a 3 min.
OH-90% 1 a3 min.
OH-80% 1 a3 min.
OH-70% 1 a3 min.
Agua corriente paso rapido
Hematoxilina de Harris 7 a 10 min.
Alcohol acido paso rapido
Agua corriente paso rapido
Agua amoniacal paso rapido
Agua corriente paso rapido
Eosina 3 a4 min.
DESHIDRATAR OH-70% 5 min.
OH-80% 5 min.
OH-90% 5 min.
OH-96% 5 min.
OH-96% 5 min.
OH-100% 5 min.
OH-100% 5 min.

10. Ya concluida la tincién se observa al microscopio.

(Junqueira,
1991)

Nota: La técnica anterior se encuentra estandarizada para génadas.
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Apéndice 2.- Informaciéon nutrimental del alimento utilizado

para los tres tratamientos

PRESENTACION HARINA

HUMEDAD 12.0% MAX
PROTEINA 50.0% MIN
GRASA 15.0% MIN
FIBRA CRUDA 4.0% MAX
CENIZAS 12% MAX
CALCIO 2.0% MIN
FOSFORO 1.20% MIN

E.L.N. 7.0% PIDIF
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