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i. RESUMEN

La expresién del sexo tiene gran significado en la biclogia de una especie
porque existen importantes diferencias en las tasas de crecimiento, pairones
de comportamiento, momento de ocurrencia de la reproduccion, coloracion,
forma y tamafio entre los sexos. La naturaleza labil de la determinacién del
sexo de los peces junto con el conocimiento de los procesos reproductives
ha propiciado el desarrollo de técnicas de induccicn sexual, gue son
esenciales para impulsar el desarrolio de sistemas de produccion piscicola.

En este estudio se investigh el efecto de los factores ambientales,
temperatura y pH y de fa administracion oral de algunos esteroides sobre la
propercidn sexual del pez viviparo Poecilia sphenops.

Para conocer el efecto de los factores ambientales sobre la proporcion
sexual de P. sphenops, 18 grupos cada uno con 4 hembras virgenes y 2
machos sexualimente activos y sus respectivas progenies se cultivaron en
diferentes combinaciones de temperatura (22, 26 y 30 °C) y pH (6.0, 7.0 vy
8.0). Los resultados indican que el sexo de los peces depende de la
interaccién de estos factores (P<0.001). En todas las combinaciones el
numero de hembras superd a los machos y la menor proporcion de machos
se obtuve en la combinacion de 22 y 30 °C y pH 7; y de las hembras a 22 y
26 °C y pH 8. La Gnica condicién en la que ia proporcion sexual se aproximo
a la unidad, fue en 22 °C - pH 8.0. A diferencia de los resultados publicados
para ofras especies de la familia Poecilidae, se observdé que una
combinacion de alta temperatura (30 °C) y pH 6 y 7 inducen ias mayores
proporciones de hembras.

Para inducir el sexo de los alevines recién nacidos, estos se alimentaron por
cuarenta dias con una dieta enriquecida con los esteroides sexuales 17 &
etinilestradiol (EE) y 17 a metiltestosterona (MT); 0, 80,120, 160, 200, 400 y
800 mg kg~. La frecuencia de hembras y machos observada en 0s
organismos tratados con EE fue diferente del control con una proporcion de
tres hembras y un macho (P<0.001). En la concentracién mas baja de EE (80
mg kg ) la proporcion de hembras se duplicd con respecto al control
(6.69:13). Las frecuencias de hembras y machos tratados con las diferentes
concentraciones de hormonas, no revelaron diferencias significativas
(P>0.05); se observd un aumento gradual en la proporcion de hembras
(H/H+M) de 0.76 en el controt a 1.0 cuando la cencentracion de EE fue de
400 mg kg *'. Cuando se suministraron 800 mg kg ~' de EE se observo un
100% de mortalidad.

En referencia a la MT, la frecuencia de machos y hembras fue diferente del
control (P>0.001); la proporcion sexual {H/M) se redujo de 3%:17 en el
control a 147 1< en el grupo tratado con 80 mg Kg ' de MT. La
concentracion de esteroides de 80 mg kg' no causdé mortalidad a los



alevines; sin embargo, en ias conceniraciones superiores la mortalidad
aumenté en grado variable con un méaximo de 13 % en el grupo desificado
con 400 mg kg™ de MT.

El analisis histclégico comprobd que los esteroides tienen un efecto inductor
sobre el sexo de las gonadas (caréacter sexual primario). Cuando se
suministro EE, dos tercios de la progenie se diferenciaron como hembras
W2, siguiendo su programa genético normal (igual que el control); del tercio
restante, aprcximadamente el 79% adquirid el sexo primario ($x) como
consecuencia del efecto inductor del EE, en contra de su programa genético,
determinado por los cromosomas ZZ (7). Ef mayor éxito en la conversion
sexual correspondié a los peces tratades con 160 mg kg" de EE, donde el
100% de la fraccién ZZ de los alevines se transformaron en hembras.
Cuando se suministrdé MT, un tercio de !a progenie se diferencid como
machos ZZ, siguiendo su programa genético normal (igual que el control), los
otros dos tercios de los alevines (WZ) se transformaren por el efecto inductor
de la MT, y de estos, aproximadamente el 85% fueron machos (WZ27); los
restantes desarrollaron gdnadas intersexuadas (WZ<J). El mayor éxito en la
ransformacion ocurrié con los tratamientos de 120 y 160 mg kg, donde el
88% de la fraccion WZ se convirtié en macho (WZ) y la mortaiidad fue de 6.5
y 1.6% respectivamente.

{ a dosificacion de los alevines de P. sphenops con EE y con MT produjeron
alteraciones en el tejido ovarico, lo cual se acentud en proporcion directa a la
alta concentracion del esteroide. La tendencia general se puede resumir en
tres procesos de desarroilo principales: ovarios o testiculos con distinios
grades de alteracion (todas las concentraciones), gonadas que resistieron la
transformacién, pero con diferentes grados de alteracion, y gonadas
intersexuadas con un predominio de tejido espermético (en 200 y 400 mg
kg con EE y en todas las concentraciones con MT). La longitud total de los
organismos expuestos a los diferentes tratamientos indico que con la MT el
crecimiento se redujo significativamente (P < 0.05) en comparacién con el
control y con los organismos que recibieron EE. Las aletas y las Proporciones
anatdémicas de los peces expuestos al efecto de MT resultaron con
alteraciones morfologicas importantes, principalmente asociadas con la
region cefalica y las aletas dorsal y anal.

Los resultados obtenidos indican que el sexo de P. sphenops se puede
inducir de manera efectiva confrolando el pH y la temperatura o
suministrando esteroides sexuales. En consecuencia, la aplicacion de los
resultados de esta investigacion pueden inducir el sexo mas vistoso de esta
especie ornamental, ya sea exponiendo a l0s peces a ias hormonas como
tradicionalmente se ha hecho o modificando las condiciones ambientales
como se comprobd en este trabajo.



ii. ABSTRACT

The expression of sex plays an important rote in the biclogy of a species due
to important differences in refation to growth rate, behavior, reproductive age,
coloration, size and body form within the sex. The weak nature of the sex
determination in fishes combined with the knowledge of the reproduction
processes has favored the development of sex induction techniques, which
are essential to the development of fish cuiture.

In this study the sexual proportion of the live bearing fish Poecilia sphenops
were svaluated in relation to temperature, pH and the oral administration of
some steroids.

In order to understand the effects of the environmental factors on the sex
ratio of P. sphenops, 18 groups each one comprised of four virgin females
and two sexually active males were cultured in different temperature (22, 26
and 30 °C) and pH (6.0, 7.0 and 8.0) combinations. The results indicated that
the sex of these fish depended on the interaction of these factors (P<0.001).
in ali combinations, the number of females was supericr to that of males and
the lesser proportion was obtained at combinations of 22 and 30 °C and pH 7
in comparison to females at combinations of 22 and 26 °C and pH 8. The only
condition in which the sex ratio had come close to the unit was at 22 °C and
pH 8.0. As opposed to the results published for other species of Poeciliidae, it
was observed that a combination of high temperature (30 °C) and pH 6 and 7
induced a higher proportion of females.

To induce sex in the fry, it was necessary to feed them during forty days with
an enriched steroid diet with 17 a ethynilestradiol (EE) or 17 «
methyltestosterone (MT) at 0, 80, 120, 160, 200, 400 and 800 mg kg 1 The
frequency in which female and male were observed in the treated fish with EE
was different than that of the conirol group with a propoertion of three females
to one male (P<0.001). In a lower EE concentration (80 mg kg !y the
proportion of females was duplicated with respect to the control group
(6.6%:13). The frequency of male and female treated with the different
concentrations of hormones did not reveal significant differences (P>0.05); a
gradual increment in female proportion (H/H+M) of 0.76 in the control group,
to 1.0 when the EE concentration was at 400 mg kg ' was observed. When
800 mg kg ' of EE was administered 100% mortality was observed.

With reference to MT, the frequency of males and females was different from
the contro! group (P>0.001); the sex ratio (F/M) was reduced to 32:1% in the
control group to 1.42:13 in the group treated with 80 mg kg ' of MT. The
concentration of steroids at 80 mg kg *' did not cause mortality of the fry,
although higher concentrations causes mortality at a variable rate with a
maximumn of 13% in the group treated with 400 mg kg ** of MT.



The histological analysis proved that the steroids had a sex induction effect
on the gonads (primary sexual trait). When EE was administered, two-thirds
of the species was differentiated as females WZ, continuing with their nermal
genetic program {same as the control group); the latter third, approximately
79% acquired the primary sex (2¢) as a consequence of the inductor effect
of EE against their normal genetic program, determined by the ZZ
chromosomes (4&). The greatest success in the sex induction corresponded
1o the fish treated with 160 mg kg ** of EE, where 100% of the ZZ fraction of
fry transformed into females. When MT was administered, one third of the
individuals was differentiated as males ZZ, continuing with their normal
genetic program {same as in the control group), the other two thirds of fry
(WZ), transformed due to the effect of MT, and these, approximately 85%
were male (WZ33); the remaining fry developed intersex gonads (WZ22).
The greatest success occurred in the treatments of 120 and 160 mg kg -
where 88% of the WZ fraction converted to male (WZ) and the mortality was
6.5 and 1.6% respectively.

P. sphenops fry treated with EE and MT produced alterations in the ovary
tissue, which was increased in direct proportion to the high steroid
concentration. The general trend could be summarized into three principal
developmental processes: distinct levels of aiteration to ovaries and testicies
(in all concentrations), gonads that resisted transformation but with different
tevels of alteration and intersexes gonads with predominant spermatic tissue
(in 200 and 400 mg kg ' with EE as well as in ali the MT concentrations). The
total length of the test individuals exposed to the different treatments
indicated that, with MT, the growth reduced significantly (P<0.05} in
comparison to the control group and those specimens that received EE. The
fins as well as the anatomical proportions of the fish exposed to the effect of
MT resulted in important morphological alterations, principally associated with
the cephalic region as well as the dorsal and anal fins.

The results obtained indicate that the sex of P. sphenos could be effectively
induced by controlling the pH and the temperature or by administering sexual
steroids. In conclusion the application of the results of this study may serve to
induce the sex most conspicuous omaments of the species, through
exposure to hormones as was traditionally done or by modifying the
environment as was shown in this work.



I. INTRODUCCION

L os vertebrados han desarrollado mecanismos reproductores muy variados
como una respuesta de adaptacion a la gran diversidad de condiciones
ambientales en las que habitan, por ello ocupan un lugar preponderante en ia
biclogia de los organismos. Asimismo, la reproduccion es fundamental en la
herencia de los caracteres y en los procesos evolutivos (Blackwelder y
Shepherd, 1981).

La palabra reproduccion se refiere a la produccion de nuevos individuos de
una especie, no obstante, este hecho entrafia un complejo conjunto de

procesos genéticos, fisioldgicos y de comportamiento.

Los peces teledsteos con mas de 20000 especies, constituyen uno de ios
grupos de animales més diversos, asi también son diversas sus formas de
reproduccién. Muchas especies son gonocoricas 0 dioicas, donde cada
individuo posee un fenotipo sexual estable; mencs comunes son las especies
hermafroditas asincronicas protandricas como Amphiprion clarkii  {Hattori,
1994) o protoginas como Centropyge potteri (Jobling, 1995). En otras, en la
misma goénada existen células germinales masculinas'y femeninas que
maduran simultaneamente y el organismo se reproduce por autofecundacion
como Rivulus marmoratus (Chan y Wai-Sum, 1981). También hay especies
ginogenéticas unisexuales, en las cuales el genoma de la progenie es
enteramente de origen matermno como en Poecilia formosa y Foeciliopsis
gracilis (Miller y Schultz, 1959; Hoar, 1969).

La mayoria de los peces son oviparos, donde la fecundacion y el desarrollo
son externos y un gran numero de huevos son liberados al medio sin ningln
cuidado de los padres o con distintos grados de atencién a estos, las larvas o
los alevines. Menos comunes son los peces viviparos, donde la fecundacion

es interna y los machos tienen estructuras intromitentes especializadas. El



desarrollo embrioldgico interno puede involucrar algunas adaptaciones

especializadas para la nutricion y la respiracién (Balon, 1975; 1981).

El sexo de los peces, al igual que en ofros organismos, es generaimente
determinado por el material genético aportado por los progenitcres. A
diferencia de las aves y los mamiferos, en la mayoria de los peces existe un
sistema primitivo de determinacion cromosomica del sexo, en el cual los
cromosomas sexuales no son heteromérficos (Kirpichnikov, 1881). Se
conocen diferentes sistemas de determinacién det sexo, en los que participan
dos cromosomas, SXX-ZXY (como en los mamiferos) y $WZ-2ZZ (como en
las aves); cromosomas muitiples, 2XX1XaXa-EX1XoY, CZW Wo-3ZZ y 2 XX-
IXY 1Y, un solo cromosoma, @XX-ZX0 y $Z0-FZZ; tres cromosomas WXY,
(OXX, SWX, QWY)- (XY, LYY) (Jobling, 1995). En teoria, fa determinacion
y diferenciacion sexual son dos procesos diferentes; sin embarge, en la
practica no lo son, particularmente en el caso de los peces, donde el destino
de las células germinales no estd totaimente determinado por el sexo

genético (Adkins-Regan, 1987).

Se ha demostrado que el sexo de los peces puede cambiarse si durante una
etapa sensible del desarrollo cercana a la eclosion los organismos se
exponen a diferentes factores ambientales, principalmente, la temperatura de
confinamiento, el fotoperiodo, la salinidad y el pH (Rubin 1885; Sullivan y
Schultz, 1986; Jobling 1995). En Menidia menidia la interaccion del genoma
y el ambiente determinan el sexo, de manera que las temperaturas frias
producen mas hembras y las temperaturas célidas producen mas machos
(Conover y Kinard, 1981; Schultz, 1983, Jobling, 1995).

Las gonadas de los peces, al igual que las de otros vertebrados se originan
en el epitelio dorsolateral de la cavidad abdominal y su desarrollo esta
intimamente asociado con el del sistema renal. Las células germinaies, que

originan a los ovocitos y a los espermatozoides, se forman fuera de ta cresta



genital y durante el desarrolic embrionario migran desde el endodermo del
saco vitelino hasta la cresta germiral por varias rutas, incluyendo el
pedtinculo del saco vitelino y los vasos sanguineos; la tincion tipica con ia
fosfatasa alcalina ha permitido su identificacion facil y rapida en estcs tejidos.
Durante su migracion, algunas células germinales se pierden entre los tejidos

y finalmente degeneran {Austin et al., 1581)

Las crestas germinales crecen y se transforman en los primordios gonadales:
el cortex y la médula. A diferencia de los elasmobranquios vy de los
tetrapodos, las gbnadas de los peces teledsteos s desarrollan a partir de un
solo primordio que es equivalente al cértex de otros vertebrados (Hoar, 1969)
y que contiene las células germinales que daran origen a las células
reproductoras femeninas o masculinas. La ambivalencia de este primordio ha
levado a algunos autores a suponer que esta puede ser la causa del
hermafroditismo y de la labilidad del sexo entre los peces (Hoar, 1969;
Hunter y Donaldson, 1983; Adkins-Regan, 1987).

Adn cuando el sexo de un organismo se define por la unidn de los gametos
masculino y femenino, por un periodo del desarrollo ontogenico no existe
manifestacion alguna de este hecho hasta que el programa genético inicia la
diferenciaciéon y se forma un ovario o un testicuio. Los mecanismos de
diferenciacién de la gonada no se conocen. Al respecto, Yamamoto (1869)
propuso que los genes sexuales no son Jos determinantes sexuales directos,
ya que hay otros factores inductores como los estercides sexuales que
intervienen en la diferenciacion. Esta teoria se sustenta en los resuitados
exitosos de la induccidn sexual experimentada en diferentes organismos
después de la exposicion a los esteroides sexuales y también en el hallazgo
de la enzima A%3B-HSDH en las génadas embrionarias de algunos
elasmobranquios como Scyliorhinus caniculas, S. stellaris y Torpedo
marmorata, esta enzima participa en la conversion de prognenolona en

progesterona, que es la hormona precursora de los estrégenocs {estrona y



estradiol) y androgencs {testostercna y dihidrotestosterona) (Mathews vy
Hoide, 1996).

La hipodtesis del inductor sexual no explica por completo el fendmeno, ya que
la sintesis de esteroides no se ha detectadc en todos los casocs de las
gbénadas embrionarias analizadas o sélo se detecta después que ha ocurrido
la diferenciacion sexual. La teoria propuesta por Yamamoto (1869} es una
alternativa a la de Witschi (1967), que establecia que una sustancia de
origen protéico era la responsable de inducir la diferenciacion del sexo.
Watchel y Koo (1981) revisaron la evidencia encontrada por diferentes
autores sobre la existencia de un sistema inmunologico que fue detectado en
experimentos de transplante de tejidos entre mamiferos que resultd estar
intimamente asociado con el cromecsoma Y de los machos, ¢ mas
generalmente, con el cromosoma sexual del sexo heteromérfico (Y en IXY'y
W en PWZ), el producto del gen se denominé antigeno H-Y. Se ha
demostrado en diferentes vertebrados incluyendo el hombre, que la
presencia del antigeno H-Y induce la diferenciacion del sexo. Actuaimente
existe un cumulo de evidencia que apoya esta hipotesis (Zaborski, 1882); sin
embargo, en el caso de los peces no se ha confirmado que este tipo de
diferenciacion se presente en la gran diversidad de formas de reproduccion

gue existen.

Como antes se menciond, la diferenciacion del sexo en los peces tiene un
alto grado de labilidad. Tomando en cuenta esta caracteristica, se han
desarrollado diferentes técnicas de control sexual, principalimente en lo
referente a la manipulacion cromosomica y al control fisiologico del sexo a
través de esteroides sexuales. Para ta manipulacion cromosémica se utilizan
los choques térmicos, lo que produce gametos poiiploides, es decir, con
nimero cromosomico superior a 2n. También se emplean la irradiacion de

gametos y los choques de presion, lo que induce ginogenesis artificial en la



gue no existe participacién genética del macho y fas crias resultan hembras
{Yamazzki, 1883; Pandian, 1993).

El éxito en la reversién fisiolégica del sexo dependera en cierta medida del
momento en que se suministre la dosis adecuada del agente transformador.
Yamazaki (1983) y Piferrer y Donaldson (1992) han demostrado que existe
una etapa durante el desarrollo de un organism en que las génadas son

especialmente sensibles al efecto inductor de los esteroides sexuales.

La proporcién natural de sexos es el criterio basico utilizado para evaluar ef
éxito de la reversion en organismos tratados con esteroides sexuales, de
manera que la variacion observada en la proporcion sexual sera atribuible al
efecto del tratamiento inductor. En ios peces, la proporcidn sexual mas
cominmente observada es producto de la compaosicidon genotipica de los
progenitores de un macho YY por cada hembra XX (Yamazaki, 1983),
aunque Breder y Coates (1932) encontraron en Lebistes reticufatus (sin.

Poecilia reticulata) que la proporcidén sexual fue de un macho y dos hembras.

Farr (1981) sefiald que aunque la composicidon primaria de los sexos (al
momento de la fertilizacion) no ha sido estudiada, la proporcion sexual
secundaria (al momento del partc) ha sido evaluada como 1:1 y no debe ser

muy diferente de la primaria.

Cuando se suministran esteroides también se pueden producir efectos no
deseables, entre los que destacan la disminucion del crecimiento, la
alteracion del tejido ovarico y testicular, esterilidad y la ocurrencia de altos

porcentajes de mortalidad (Hunter y Donaldson, 1983).

Hamaguchi y Egami (1980) aplicaron un tratamiento de metiltestosterona a
una concentracion de 30 ug g ' de alimento durante 137 dias a juveniles de

Poecilia formcsa con la finalidad de inducir la generacidon de machos



(necmachos) en una pobiacion natural de puras hembras, pero Unicamente
observaron transformaciones importantes en la estructura de la aleta aral y
alteraciones en los ovarios, perc no ocurrié desarroiio del tejido espermatico.
En contraste, Takahashi (1975a, b) logrd un 100% de reversion de hembras
a neomachos en Poecilia reticulata aplicando una dosis prenatal de 11-
ketotestosterona a una concentracion de 400 mg kg ™' de dieta durante 8 a 10
dias a las hembras gravidas. El mismo autor (1975c), logré la reversion de
machos a nechembras administrando etinilestradiol a una dosis de 120 mg

kg™ de dieta por un mes a la progenie recién nacida.

La expresion del sexo tiene un gran significado en la biologia de una especie
ya que existen importantes diferencias en las tasas de crecimiento, patrones
de comportamiento, momento de ocurrencia de la reproduccion, coloracion,
forma y tamafio entre los sexos (Yamasaki, 1683). El conocimiento de los
fendmenocs que interactGan sobre los procesos reproductivos en conjunto con
las técnicas de induccion sexual son esenciales para impulsar el desarrolio
de sistemas de produccién piscicola con base en poblaciones monosexuales.
Al utilizar técnicas simples que faciliten el desarrollo de esta actividad, se

incrementaran los beneficios y minimizaran ios costos.

Al respecto, México es un pais con una gran rigueza de peces ornamentales
entre los que se destaca la familia Poeciliidae, que comprende un grupo de
especies que se distribuyen en Ameérica desde el Oeste de Ecuador y Norte
de Argentina hasta los Estados de Delaware, lllinois y Arizona en Estados
Unidos de Norteamérica (Darlington, 1957). Los pecilidos viven en una
amplia variedad de ambientes, tienen gran tolerancia térmica, habitan desde
las zonas templadas donde el agua se cubre de hielo, hasta las aguas
termales con temperaturas de 42 a 44 °C. Sus habitos alimenticios son
variados porque hay especies piscivoras, omnivoras o herbivoras; algunas
son selectivas, mientras que otras son oportunistas. Toleran muy baias

concentraciones de oxigeno disuelto y pueden respirar oxigeno del aire.
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Tipicamente habitan pequefios cuerpos de agua somercs 0 areas marginales
de lagos y rios; también habitan ambientes marinos e hipersalinos. Este
grupo de peces, tiene la capacidad de colonizar una gran variedad de
ambientes, productc de su amplia tolerancia ambiental, que les confiere
grandes posibilidades de dispersién. Su forma peculiar de reproduccion
vivipara, con sus diferentes grados de especializacién (almacenamiento de
esperma, superfetacion) los faculta para que una sola hembra fecundada,
pueda colonizar un nuevo habitat y fundar una poblacion exitosamente
(Meffe y Sneison, 1989).

Algunas de las especies de la familia han sido ampliamente estudiadas,
aunque son escasos los conocimientos que se tienen sobre los
requerimientos de P. sphenops, que es una especie eurihalina, que se puede
encontrar desde 0 a 135 %o de salinidad; habita pequefios arroyos y pozas
someras, prefiere fondos rocosos cubiertos de algas filamentosas,
diatomeas, microorganismos, fragmentos vegetales en descomposicion y

exhibe una amplia folerancia a la turbidez (Darnell, 1962).

Con base en lo expuesto, esta investigacion se hizo con el prop¢sito de
controlar la proparcion sexual de poblaciones cultivadas de P. sphenops 'y se

plantearon los siguientes objetivos particulares:

e Estudiar el efecto inductor de la temperatura y el pH sobre la

proporcion sexual de P. sphenops
e Estudiar el efecto del 17 a etinilestradiol y de la 17 a metiltestosterona

sobre la proporcion sexual, fa estructura histologica de las gonadas, el

crecimiento y la morfologia de P. sphenops.
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il. MATERIALES Y METGCDOS

Poecilia sphenops, una de las especies de mayor taila dentro de ia familia
Poecilidae, se distribuye en el Atlantico Mescamericana desde Costa Rica
hasta 48.3 km al norte de la ciudad de Veracruz, México y en el Pacifico
desde Costa Rica hasta Aguililla, Michoacén, México (Fig. 1) (Miller, 1966).
Los ejemplares juveniles y aduitcs de P. sphenops utllizados en este trabaijo
se recolectaron durante el verano de 1995 en la represa Piedra Azul, en la
comunidad de Teotitlan del Valle (17° 02 Lat. N. y 96° 30" Long. O.),
Municipio de Tlacolula, Estado de Oaxaca, México (Fig. 1). La muestra
recolectada se identifico por medio de las claves de Alvarez (1970} y
posteriormente se colocd en un estanque de mantenimiento de fibra de vidrio
de 1500 | con recambio constante de agua bioidgicamente filtrada (1 | h™™y.
Los organismos han permanecido en el laboratorio durante cinco afos
expuestos a las condiciones ambientales de la regidn norte de Baja
California, México. Durante este periodo los peces se alimentaron con la
dieta comercial para bagre PURINA (Tabla 1) y adicionalmenie se
alimentaron de la produccion natural de algas que crecieron en el estanque.
De esta poblacion se recolectaron jos organismos empleados en ios

diferentes experimentos.

Con el fin de conocer el efecto conjunto de la temperatura (22, 26 y 30 °C) y
el pH (8.0, 7.0 y 8.0) sobre la proporcion sexual de P. sphenops, se
distribuyeron por triplicado grupos de 4 hembras virgenes vy 2 machos
sexualmente activos (proporcion 2:1) en cada una de las combinaciones de
pH-temperatura (8 x 3= 27 grupos; ¥= 108; 4= 54). El intervalo de masa para
hembras y machos fue de 0.81-1.48 g y 0.36-0.63 g respectivamente {Tabla
2). Los grupos de organismos se colocaron de manera aleatoria en acuarios
de 20 |. Los acuarios se colocaron en un estanque rectangular

termorregulado con un calentador sumergible de 1000 W y un control
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electrénice ajustaba las temperaturas expenmentaies (ES £0.03°C) (Fig. 2).
El pH del agua se modificé con fosfato monobasico de sodio {(NaHPO:) o
bicarbonato de sodio {Rubin, 1985), el oxigeno disuelto se maniuvo en
promedio en 6.85 £ 0.21 mg | 1 1a alcalinidad en 143 + 39.23 mg CaCOs; Iy
ia dureza en 318 = 26.3 mg CaCOs; I'. Los peces fueron alimentados con
una dieta comercial (45% de proteina; Tabla 3) a razon del 5% del peso

hiimedo corporal.

Durante once dias ocurrio el apareamiento de los peces, después de lo cual
se retiraron los machos. Las hembras permanecieron en los acuarios el
tiempo necesario para que se produjera la gestacion y una vez ocurrido el
parto también se retiraron de los acuarios. Para evitar el canibalismo durante
el parto, ias hembras se confinaron en cajas de plastico disefiadas para que
los alevines escaparan de la depredacion materna (Fig. 28). El desarrollo de
los alevines se llevo a cabo bajo el efecto de las diferentes condiciones de
oH y temperatura, hasta que se obsenvo la apariciéon del gonopodio y el
comportamiento reproductivo caracteristico de los machos (Balsano et al.,
1985; Fig. 3), momento en el cual se termind el experimento. La proporcion
de hembras y de machos de cada una de las condiciones de cultivo se

analizd empleando una tabla de contingencia tridimensional (Zar, 1984).

Una vez que se conocié el efecto del pH y la temperatura sobre la proporcion
sexual de P. sphenops, se estudid el efecto inductor que tienen los
esteroides 17 o etinilestradiol y 17 o metiltestosterona scbre el sexo. Un
grupo de 120 hembras juveniles de P. sphenops se mantuvo en un estanque
de 400 | hasta que maduraron sexualmente a una temperatura constante de
28 + 0.5 °C. Después, se colocaron grupos de tres hembras virgenes (1.78
0.04 g) con dos machos adultos que tenian un comportamiento sexual
activo (0.78 + 0.03 g) en 40 acuarios de 20 | sumergidos en cuatro
estanqgues circulares de 400 | (Fig. 4). Las caracteristicas fisicoquimicas del
agua fueron 28.3 + 0.1 °C, pH de 7.9 £ 0.0ty oxigenc disuelto de 6.48 +



0.08 mg Oz | " (Tabla 4). Diariamente se recambié el 100 % del agua de los
acuarios y los peces se alimentaron con una racion equivalente al 5% de ia
masa hGmeda corporal. El fotoperiodo se mantuvo en 12 @ 12 h iuz —
oscuridad. Después de 10 dias ocurrieron los apareamientcs y se retiraron
los machos de los acuarios. Durante la gestacion, las hembras se confinaron
en cajas de pléstico fiotantes disefiadas para gue los alevines escaparan de
la depredacion materna; una vez terminado el parto, las hembras también se
retiraron de los acuarios (Fig. 2B). A los alevines recién nacidos se les
suministrd durante 40 dias alimento enriquecido con los esteroides sexuales
17 « etinilestradiol (EE) (Sigma E 4876) para inducir la diferenciacion de las
hembras y 17 a metiltestosterona (MT) (Sigma M 7252) para la induccién de

los machos.

Los esteroides se agregaron al alimento en solucion aicohdlica, ia cual se
rocié de manera homogénea sobre las hojuelas del alimento colocadas en un
vaso de precipitado y durante el proceso de adicion se mezclaron
vigorosamente con un agitador automatico; posteriormente el alcohol se
evapord a temperatura ambiente. lLas concentraciones de estercides
empleadas tanto de EE como de MT fueron 80, 120, 160, 200, 400 y 800 mg
kg" vy se mantuvieron en refrigeracion. Se preparé una dieta control

siguiendo el procedimiento descrito con alcohol absoluto pero sin esteroides.

Con el alimento enriquecido proporcionado a los alevines se inicié un
experimento factorial de 2 x 6 con tres repeticiones para cada una de las seis

concentraciones de las dos hormonas (N=36) y el control (N=4).

A los alevines se les alimentd, a razén del 5% de su peso humedo corporal,
calculado de acuerdo con la refacion masa (g) - longitud (mm) a partir de una
muestra de 136 ejemplares con una longitud patrén (LP) entre 6.7 y 120

mm.
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M=142x10°+LP*®"® (1)
? =0.99

donde: M =masa, LP= longitud patron.

Transcurrido el periodo de exposicion a los esteroides, los peces se siguieron
alimentando con la dieta comercial y el experimento se dio por concluido
cuando se observd la formacién del gonopodio y el comportamiento
reproductivo caracteristico de los machos (Balsano et al., 1985) ( Fig. 3). En
todo el periodo experimental se registrd la mortalidad y con base en los
caracteres sexuales secundarios se calculé la frecuencia de hembras y

machos de cada una de las condiciones de cuitivo.

Con el fin de conocer si existian diferencias entre los fratamientos se empleo

ol analisis de contingencia (2 x 7) y de X® (Zar, 1984).

£n muestras de 15 organismos de cada uno de los tratamientos y del control
(N7om= 180) se realizé un andlisis histologico de las gonadas con el fin de
confirmar el sexo de los peces expuestos a los esteroides; también se hizo
para estudiar el efecto de la MT y det EE gue se comparé con el control. Este
analisis se efectud disecando la masa visceral incluidas las génadas y se
fijlaron en solucion de Davidson (NOAA, 1983), deshidratadas a través de
una serie de alcoholes e incluidas en parafina. Se cortaron secciones de 4
pm de grosor que se tifleron con hematoxilina y eosina. Los cortes se
observaron en un microscopio compuesto Olympus BH2 equipado con un

filtro azul LBD en la fuente de luz.

Con base en los resultados del analisis histologico de las gonadas, la
frecuencia de hembras, machos y organismos intersexuados resuitantes se
compararon por separado mediante un analisis de contingencia (3 x 7) y tas

diferencias se comprobaron con un analisis de X2 (Zar, 1984).
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Para estudiar los efectos secundarios de los tratamientos con las hormonas
se analizé la morfologia de lcs peces, para lo cual se evaluaron tas
relaciones entre la concentracion de los esteroides sexuales suministrados,
el crecimiento y el grado de deformaciéon morfoidgica; se tomaron 14
caracteres morfométricos de P. sphenops (Fig. 5) de 15 ejemplares elegidos
al azar de cada una de las repeticiones de los 12 tratamientos incluyendo el

control (N = 180).

La longitud total de los peces se compard con un analisis de varianza y ias
diferencias de crecimiento para cada tratamiento (P < 0.05) se contrastaron
con una prueba de Tukey de comparacion multiple (Zar, 1984). Para conocer
la similitud de las proporciones corporales entre los grupos de organismos
expuestos el efecto de los esteroides, se hizo un analisis de clasificacion
numérica tomando como criterio de aglutinacion la distancia euclidiana
(Gauch, 1984).
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Figura 1. Distribucion geogréfica de Poecilia sphenops en America
(lineas diagonales punteadas) y localizacion geogréfica de
Teotitlan del Valle (sitio de recoleccion) en el Estado de
Oaxaca.

17



Tabla 1. Compcsicibn proximal porcentual del alimento
comercial para bagre , suministrado a ios adultos
de Poecilia sphenops. ELN = exiracto libre de

nitrdgeno caiculado por diferencia.

COMPONENTE CONTEN}DO
{gkg™)
Proteina minimo 320.0
Grasa minimo 35.0
Fibra maximo 80.0
Humedad 120.0
Cenizas 100.0
ELN 327.0
Calcio 10.0
Fosforo 8.0

Tabla 2. Masa promedio (g) de !os reproductores hembras (%) y machos (£)
de Poecilia sphenops expuestcs a diferentes temperaturas y pH. X =
Sx (N= 162; 108 hembras y 54 machos).

Temperatura (°C) pH N < o)
30 6 18 2.06 £ 0.04 1.06 £ 0.03
7 18 1.99 £ 0.17 0.99 +£0.04
8 18 1.91£0.22 1.44 +0.56
26 6 18 0.81+£0.05 0.53+£0.02
7 18 1.04 £0.20 0.47 £0.08
8 18 1.16 £ 0.16 0.48 £ 0.01
22 6 18 1.24 £ 0.20 0.451003
7 18 1.15 £ 0.05 0.49 £ 0.04
8 18 1.20+0.14 0.45 + 0.01
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Ira 2. A. Dispositivo para cultivar Poecifia sphenops. B. Proyeccion del reservorio
para las hembras gravidas. a, acuarios de 20 |; b, estanque termorregulado;
¢, suministro de aire; d, filtrc de esponja; e, calentador; f, controlador de
temperatura; g, tapa para acuario; h, caja de plastico para confinar a las
hembras; i, nivel del agua; |, salida paralos alevines.
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Tabla 3. Composicion proximal del alimento comercial TETRAMIN,
suministrade a juveniles de Poecilia sphenops.

COMPONENTE CONTENIDO
(gkg ™)

Proteina cruda 450.0

Grasa cruda 50.0

Fibra cruda 20.0

Humedad maxima 60.0

Vitaminas (por cada 454 g de alimento) 200.0 mg kg ™




Figura 3. Comportamiento reproductivo observado en Poecilia sphenops. 1:
Macho en persecucion aproximandose por debajo del abdormen de
la hembra. 2 Macho nadando junto a la hembra. 3: Macho
olfateando la regidon genifal de la hembra. 4y 5: Macho empujando
a la hembra en un infento de copula. & Macho copulando ¢ la
hemibra.
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-igura 4. Esquerna del dispositivo experimental para inducir el sexo de Poecilia sphenops
con los esteroides sexuales 17 o etinilestradiol y 17 o metiltestosterona. a, red de
tuberias para repartir el agua; b, red de tuberias para repartir el aire; ¢, acuarios con
peces,; d, estanque que contiene los acuarios; e, calentador de 1000 W con control
electronico; f, lamparas de neon.
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoguimicas del medio de cuitivo de Poecilia
sphenops. mg kg '=concentracion de la hormona; CTRL = controf;
EE = 17 « stinflestradiol; MT = 17 « metiltestesterona; Valores X =
Sx

Hormona Oxigeno pH Temperatura
(mg kg™) (mg ! ™) (°C)

CTRL 0 645+ 014 790+ 0.02 282+ 0.02

EE 80 650+ 007 785+ 0.07 28.1% 0.21
120 641+ 005 794+ 002 290+ 0.39
160 6.51+ 0.14 7.86+ 0.02 28.0+ 0.59
200 654+ 0.09 7.91% 0.01 285+ 0.52
400 7.62+ 0.22 7.91% 0.03 282+ 0.41
800 671+ 0.06 780+ 0.03 276+ 0.28

MT 80 6.75+ 0.07 792+ 0.00 278+ 0.23
120 6.43+ 0.04 789+ 0.03 29.1+ 040
160 667+ 0.98 789+ 0.02 281+ 0.24
200 661+ 0.15 790 0.03 28.1x 0.25
400 6.60* 0.05 792+ 0.01 284 = 0.20
800 641+ 0.14 791+ 0.01 28.8=x 046
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Figura 5. Diagrama de las caracteristicas morfométricas de Poecilia
sphenops consideradas para evaluar el efecto de 17 a
metiltestosterona y 17 a etinilestradiol. A, Vista lateral; B, Vista
dorsal. AM=altura maxima; Am=altura minima; BAD=base de la
aleta dorsal; DIO=distancia interorbital; DO=diametro ocular;
DPD=distancia predorsal; DPQO=distancia preorbital,
LAPT=longitud de las aietas pectorales; LAPV=longitud de las
aletas pélvicas; LC=longitud cefdlica; LP=longitud patron;
LAC=longitud de la aleta caudal; LT=longitud total; MA= ancho
maximao.
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lil. RESULTADOS

0.1 Efecto de la temperatura y el pH sobre la proporcién sexual de

Poecilia sphenops

Los progenitores fueron aclimatados durante 15 dias a las condiciones de
temperatura-pH; después del apareamiento que se ilevo a cabo durante 11
dias, la segunda generacion nacio, aproximadamente, después de 22, 10y
11 dias para 22, 26 y 30 °C de manera respectiva. El desarrolio de los
alevines hasta la edad reproductiva demord 151, 154 y 126 dias para las

mismas temperaturas.

Ef mayor namero de alevines (hembras y machos) se obtuvo en pH 7 (N =
119,171 y 137) a 22, 26 y 30 °C respectivamente. Se observd un nimero
reducido de organismos a 22 °C (N = 32) y 26 °C (N = 58) a pH 6, en tanio
que a 30 °C el menor numero de descendientes ocurric a pH 8 (N = 83)
(Tabla 5).

Los resultados indican que las proporciones sexuales se alteraron
significativamente (P<0.05) y el sexo de P. sphenops es el resultado de la
interaccion de ta temperatura y el pH (P<0.001). En todas las combinaciones
de los factores ambientaies ensayados, el naumero de hembras superé al de
los machos y la menor proporcion de machos se observe a 22y 30 °C en pH
7. La Gnica condicion en la que la proporcidn sexual se aproximé a uno, fue
en 22 °C y pH 8 (Tabla 5). En una de las repeticiones para la combinacion 22
°C — pH 7.0 se observé un 100% de hembras en la progenie; sin embargo, la
sobrevivencia para esta temperatura fué inferior a la registrada a 26°C, esta
situacion se agudiza cuando los valores del pH son extremos (6 y 8). En los
tratamientos mantenidos a pH bajo (6.24 en promedio) se observaron las

menores sebrevivencias.

29



Tabla 5. Composicion sexual de los grupos de peces mantenidos en
SX). N =

diferentes combinaciones de pH y temperatura (X =
ntimero total de alevines; & = machos; ¥ = hembras.

Temperatura, pH N & < &% Q.2
°C
6.23 +0.03 32 5 27 0.19 5.40
22.56 £ (0.02 7.02+£0.02 119 13 106 0.12 8.15
8.00 £ 0.01 78 32 46 0.70 1.44
6.24 £ 0.01 58 12 46 0.26 3.83
26.00 £ 0.02 7.09 + 0.01 171 33 138 0.24 418
8.05+0.02 104 39 65 0.60 1.67
6.23 £ 0.01 130 20 110 0.18 5.50
29.74 +£0.03 7.20 £ 0.01 137 13 124 0.10 9.54
8.10x0.04 83 20 63 0.32 3.13
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.2 Induccién del sexo de Poecilia sphenops con 17 a etinilestradiol y

17 a metiitestosterona

Como resultado de la dosificacién de EE y MT se produjeron cambios en las
oroporciones sexuales. El andlisis de contingencia indica que la frecuencia
de hembras y machos observada en los organismos iratados con EE difiere
del control (P<0.001); la proporcién sexual def control fue de tres hembras
por cada macho (Tabla 6). En la concentracién mas baja de EE (80 mg kg™
la proporcidon de hembras se duplicd con respecto al control {6.6H:1M). Un
segundo analisis de contingencia, considerande sdlo las frecuencias de
hembras y machos de las diferentes concentraciones de EE suministradas,
no reveld diferencias significativas (P>0.05). Sin embargo, se observo un
aumento gradual en la proporcion de hembras con respecto al total de los
organismos {H/H+M) de 0.76 en el control a 1.0 cuando la concentracién de
EE fue de 400 mg kg™ (Tabla 6).

En las concentraciones bajas de EE de 80 a 120 mg kg™, ni en el control se
observo mortalidad, pero en las concentraciones mas aitas la mortalidad se
incrementd lineaimente (M = 0.1472 x EE - 18.122; R 2= 0.9985). Con Ia
dosis de 400 mg kg™ la mortalidad fue 40.35% y con 800 mg kg™ todos los

crganismoes murieron.

Cuando se suministro MT, la frecuencia de machos y hembras fue diferente
del control (P>0.001). En los alevines tratados con MT, la proporcion sexual
(H/M) se redujo y cambid de 3%:15 en el control a 1.4 hembras por cada
macho con la concentracién de 80 mg kg’ y en las concentraciones
superiores (120 a 800 mg kg") se observo que en todos los organismos la
aleta anal se habia modificado (n=262) y aunque no se constituyo en un
gonopodio bien desarrollado los organismos se clasificaron como machos.
En los peces expuestos a concentraciones de 200 a 400 mg kg de MT, se
observo el desarrollo conspicuo de los tubércules cefalicos, que normalmente

se presentan en la regidon antercdorsal de la cabeza de los machos; en 10s
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alevines expuestos a concentraciones de 800 mg kg dichas estructuras no

se desarroilaron.

La concentracion de 80 mg kg' no causé mortalidad a los alevines. La
conversion del sexo por el efecto de esta concentracion solo fue superior en
un 17.8% con respecto al control. En las concentraciones superiores del
esteroide, la mortalidad aumento en grado variable y el maximo de 12.9% se

observé con 400 mg kg™ (Tabla 8).

Al efectuar la diseccién de 15 organismos de cada uno de los tratamientos,
se observo que algunos alevines que fueron tratados con EE, tenian los
ovarios maduros y los ovocitos estaban en un estado avanzado de
vitelogénesis, mientras que en otros, los ovarios eran sumamente pequefios
para distinguir el sexo en un microscopio estereoscopico. Las génadas de los
organismos tratados con MT siempre fueron pequefias, por lo que €l sexo no

se pudo reconocer en el microscopio.

E| analisis histolégico reveld que los esteroides tienen un efecto inductor
sobre ef sexo de las gonadas (caracter sexual primario) que no coincide con
los caracteres sexuales secundarios. La proporcion de hembras ( {HEM+)
derivada del analisis histologico fue de 0.64 para el control (Tabla 7},
ligeramente menor si se compara con el resultado obtenido del andlisis de
los caracteres sexuales secundarios para la misma condicion (0.76) (Tabla
6). El analisis de contingencia comprobd que el suministro de EE no indujo
cambios significativos en las frecuencias de 10s sexos cuando se comparan
con el control (P>0.05). Sin embargo, cuando los organismos fueron
expuestos a concentraciones de 200 y 400 mg kg de EE se detectaron

génadas masculinas e intersexuadas.

Al comparar la frecuencia de machos y hembras entre el control y los
organismos expuestos al efecto inductor de la MT, el analisis de contingencia

comprobd gue hay diferencias significativas (P<0.001), pero en una
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comparacién de las frecuencias sexuales ente las diferentes
concentraciones de MT no se encontraron diferencias (P>0.05). Entre los
organismos expuestos a la MT no se observaron avarios, pero en todas las
concentraciones se observaron génadas intersexuadas que representan el

14% de los organismos histolégicamente analizades (Tabla 7).

Al relacionar la secuencia experimental esquematizada en la figura 6 con los
resultados contenidos en la figura 7, se evidencia que los alevines expuestos
al efecto del EE se diferencian en machos ZZ (Z&), hembras WZ (9%),
machos inducidos en hembras ZZ (29) y organismos intersexuados ZZ
(24). Los alevines expuestos al efecto inductor de la MT se diferencian en
machos ZZ (33), hembras convertidas en machos WZ (£3) y organismos

intersexuados WZ (23).

La proporcion sexual observada en el control es de 3C:1& (Tabia 6), es
decir, un tercio de cada 10 organismos que nacen, portara los cromosomas
ZZ vy el resto tendra la constitucion WZ. Como lo ilustra ia figura 7 (mitad
superior), dos tercios de la progenie se diferencian como hembras WZ,
siguiendo su programa genético normal (igual que el control), del tercio

oy

restante, aproximadamente el 79% adquiere el sexo primario (2%) como
consecuancia del efecto inductor del 17 o etinilestradiol [en contra de su
programa genético determinado por los cromosomas ZZ (&3)]. El mayor
éxito en la conversion sexual corresponde a 160 mg kg’1 de EE, donde el
100% de la fraccion ZZ de los alevines se transformaron en hembras (ZZ) y

la mortalidad fue solo del 5%.

£n la parte inferior de la figura 7 (tratamientos con MT) un tercio se diferencia
como macho ZZ, siguiendo su programa genético normal (igual que el
contro!), los otros dos tercios de los alevines (WZ), son transformados por el
efecto inductor de la 17 « metiltestosterona, de estos, aproximadamente el

85% son machos (WZ =)y el resto desarrollaron gdnadas intersexuadas
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(WZ =7) El mayor éxito en ia transformacién ocurrié con ios tratamientos de
120 y 1680 mg kg™ donde el 88% de ia fraccion WZ se convirtid en machos y

la mortalidad fue solamente del 6.5y 1.6% respectivamente.
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Tabla 6. Proporcion sexual y mortalidad de Poecilia sphenops expuesta al
efecto del 17 « etinilestradiol (EE) v de la 17 o« metiteswosterona
(MT). M= machos; H= hembras; m= mortalidad.

Tratamiento Ndmero H M m (H/H+M) (M/H+M) H/M
(mg kg™) de
alevines
Control 0 91 69 22 O 0.76 0.24 3.14
EE 80 61 5 8 O 0.87 0.13 6.63 -
120 53 519 2 0 0.96 0.04 25.50
160 67 61 1 5 0.98 0.02 61.00
200 o6 47 4 5 0.92 0.08 11.75
400 57 34 0 23 1.00 - -
800 45 0 0 45 - - -
MT 30 57 33 24 O 0.58 042 1.37
120 46 0 43 3 - 1.00 0
160 64 0 63 1 - 1.00 0
200 56 0 54 2 - 1.00 0
400 62 0 54 8 - 1.00 0
800 51 0 48 3 - 1.00 0

31



Tabla 7. Proporcién sexual de Poecilia sphencps observada en los cortes
histologicos de ias gbnadas después de ia exposicion al efecto del
17¢ etinilestradiol {EE) y de la 17a metiltestosterona (MT). M=

machos:; H= hembras; [= intersexuados.

Tratamiento  Numero H M | (H/H+M+I) {(M/H+M+) {(I/H+M+1) H/M
mg kg™ de
alevines
Control 0 14 9 5 0 0.64 0.36 0 1.80
EE 80 14 12 2 0 (.86 0.14 0 6.00
120 13 11 2 0 0.85 0.15 0 5.50
160 14 14 0 0 1.00 0 0 -
200 14 12 1 1 0.86 0.07 0.07 12.00
400 14 13 0 1 0.93 0 0.07 -
800 todocs muertos
MT 80 6 0 5 1 0 0.83 0.17 0
120 12 0 11 1 0 0.92 0.08 0
160 13 0 12 1 0 0.92 0.08 0
200 11 0 9 2 0 0.82 0.18 0
400 5 0 4 1 0 0.80 0.20 0
800 10 0 8 2 0 0.80 0.20 0
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...............

Figura 6. Esquema del procedimiento experimental disefado en este trabajo
para la induccidn del sexo en Poecilia sphenops con 17 «
etinilestradiol (EE) y 17 a metiltestosterona (MT) suministradas por
cuarenta dias a partir del nacimiento. WZ y ZZ indican la
constitucion cromosdmica hipotética de los organismos.
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Figura 7. Proporcién sexual de Poecilia sphenops expuesta a diferentes
concentraciones de 17 o etinilestradiol (EE) y 17 o metiltestosterona (MT).
WZ y ZZ indican la constitucion cromosomica hipotética de los
organismos.
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li1.2.1 Efecto del 17 a etinilestradiol y la 17 a metiltestosterona en la

estructura histolégica de las gonadas de P. sphenops

Efectivamente, el 17 « etinilestradiol y la 17 o metiltestosterona inducen la
transformacion del sexo de los juveniles de P. sphenops y en sus génadas se
producen alteraciones que no corresponden a la estructura normal de los
ovarios o de los testiculos. El analisis microscopico del tejido gonadal de F.
sphenops evidencié alteraciones que se incrementan en relacién directa con

la concentracion de los esteroides suministrados a través de la dieta.

A continuacion se analiza la estructura normal del ovario y del testiculo de P.
sphenops y se sefialan las principales diferencias causadas por los

esteroides EE y MT siguiendo el procedimiento experimental antes descrito

(Fig. 6).

Las hembras normales de P. sphenops (control) tienen un solo ovario,
ubicado en la regién dorsal de la cavidad abdominal. En un organismo
inmaduro, el ovario es un filamento delgado ubicado en la regién dorsal de la
cavidad abdominal. Cuando el organismo estd maduro, la gonada ocupa
gran parte del espacio abdominal desplazando a las visceras en sentido

anteroventral.

El ovario esta cubierto externamente por un epitelio delgado (Fig. 8A, a) que
en la regidn posterior de la gdénada forma un conducto ovarico que
internamente tiene un epitelio glandular que forma laminillas dispuestas
longitudinalmente (Fig. 8A, recuadro). Internamente el ovario tiene una
cavidad que lo recorre longitudinalmente y que se ramifica profusamente
hasta alcanzar a cada ovocito en desarrollo (Figs. 8A y 8B, e). También hay
una red vascular abundante asociada con cada ovocito (Fig. 8B, h). En la
génada se observa un epitelio germinal interno y ovocitos en diferentes

estadios de desarrollo (vitelogénesis) con un niclec conspicuo y varios



nuciéolos (Fig. 8A, b, ¢, d). En los ovocitos en desarrollo hay una gran
cantidad de vesiculas que aumentan su didmetro en proporcion directa con el

crecimiento de la célula germinal.

En las figuras 9A y 9B se presenta un corte transversal de foliculos OV&FiCOS
donde se observa que la membrana de los ovocitos tiene proyecciones
digitiformes que convergen con las células de la granulosa y forman la zona
radiata (Fig. 9B, k). Aparentemente, esta zona se observa sobre toda la
superficie del ovocito formando canales (Figs. 9A, j; 9A, ) que se asocian
con las células foliculares. La granulosa (Fig 9B, ) esta constituida por una
sola capa de células. Las células tecales (Fig 8B, m) que son muy escasas
constituyen el tejido intersticial asociado con lcs capilares sanguineos (Figs.
8A, hy 9B).

En los machos normales de P. sphenops (control) existe un solo testiculo,
revestido por una delgada cubierta epitelial que en la region distal se
transforma en un conducto deferente (Fig 10A, 1). En un corte histelégico de
la gonada se observa que las células germinales estan organizadas por
grupos en estructuras esféricas que constituyen los quistes (Figs. 10A y 108,
7). Cada quiste esta rodeado por una cubierta delgada de ceiulas muy
planas, que corresponden a las células de Sertoli {Meffe y Snelson, 1989).
Dentro de cada quiste las células espermaticas estén en el mismo estadio de
desarrollo y se diferencian de otros grupos porque en la medida que
transcurre la maduracion se reduce el diametro, hasta que alcanzan su
menor talla en el estadio de espermatozoide (Burkitt, 1993). Entre el estadio
de espermatogonia y espermatozoide se pueden reconocer quistes en
diferentes grados de desarrollo (espermatocitos de diferentes diametros y sin
flagelo), espermatidas (con el flagelo en formacion) o espermatozoides con
las cabezas orientadas hacia la periferia del quiste y los flagelos alineados

hacia el centro (Figs. 1CA 'y 10B).
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E! testiculo esta profusamente vascularizado (Fig. 10B, 5) y se observan
conductos eferentes de diferentes diametros (Figs. 10A, 3), con paredes
glandulares de espesor variable (Figs. 10A, 4; 118, 4; 11B', 4). En el interior
de los conductos eferentes se encuentran los espermatoforos (quistes
maduros). Los espermatdforos no estan rodeados por una membrana visible
y es probable que las cabezas de los espermatozoides estén embebidas en

alguna matriz que los aglutina (Figs. 11A’, 11B, 11y 118", 11).

La exposicién de los alevines de P. sphenops al EE produjo alteraciones en
el tejido ovéarico que se acentuaron en proporcion directa con la
concentracion del esteroide. La tendencia general se puede resumir en tres
procesos de desarrollo principales: ovarios con distintos grados de alteracion
(todas las concentraciones), testiculos que resistieron la transformacién pero
con diferentes grados de alteracion (80 y 120 mg kg™) y gdnadas

intersexuadas con un predominio de tejido espermatico (200 y 400 mg kg™

En los peces expuestos a concentraciones bajas de EE (120 y 160 mg kg™
(Figs. 12A y 12B) los ovocitos se desarrollaron como en el control (Fig. 8A),
pero se observé una proliferacion anormal de tejido somatico, donde no hay
ovocitos (Figs. 12A y 12B, p). Cuando la concentracion de EE aumento a 160
mg kg el cuadro histolégico previamente mencionado se hizo mas
conspicuo; fa cavidad ovérica que normalmente es un conducto estrecho
recubierto por un epitelio (Fig. 8, e), se ensancho formando grandes lagunas
y tejido intersticial abundante (Fig. 12B, ey p respectivamente). Cuando la
concentracion del esteroide fue de 400 mg kg', ademas de los procesos
degenerativos ya mencionados y que aumentan con respecto al control, se
desarrollaron ovocitos atrésicos (Fig. 13A, q). En esta concentracion tambien
ocurrid un desarrollo precoz de los ovarios donde se encontraron ovocitos
totalmente vitelados (Fig. 13B, r) en una goénada muy pequefia en

comparacion al control (Fig 8A).
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Cuando la concentraciéon de EE fue de 80 y 120 mg kg’ se observaron 14y
15% de machos respectivamente, pero en sus testiculos se generaron
alteraciones importantes, como {a proliferacién anormal de tejido intersticial
(Fig. 14 A y B) y la infiltracién de celulas fagociticas en los conductos
eferentes, donde se observo la reabsorcidon de espermatozoides (Figs. 14A,
12 y 14B, 12).

El suministro de EE en concentraciones superiores a 160 mg kg™ resulté en
la inducciébn parcial del sexo. Las goénadas de estos organismos
principalmente se desarrollaron como testiculos (Fig. 15A y B, 13). Entre los
quistes, en diferentes estadios de desarrollo se encontraron ovocitos en
menor cantidad (Fig. 15A, b) con un ndcleo central grande y uno o varios
nucléolos (Fig. 15B, ¢, d). Los organismos intersexuados sdlo se encontraron

cuando la concentracion fue de 200 y 400 mg kg™

En los peces que fueron expuestos a la MT no se encontré un proceso
degenerativo de las génadas que estuviera directamente correlacionado con
la concentracion del androgeno, como se observé en los peces expuestos al
EE. En todos los tratamientos (80 a 800 mg kg™) se desarrollaron machos y

organismos intersexuados, pero no se encontrd ninguna hembra.

La caracteristica mas sobresaliente en la génada de estos machos fue ia
maduracion precoz; presentaron una gran cantidad de conductos eferentes
llenos de espermatéforos con espermatozeides maduros (Figs. 16A y 16B).
Cualitativamente, la proporcion entre los tejidos germinal y somatico (G/S)
cambiaron con respecto al control (G/Sconra > G/Swr) debido a que los
quistes en desarrollo (con espermatocitos, espermatidas y espermatozoides)
fueron menos abundantes (Fig. 10A). Cuando la concentracion de fa MT
aumentoé a 800 mg kg™, se desarroliaron grandes vacuolas (Fig. 17A y B, 14).

En ninguno de lcs testiculos analizados se encontré infiltracion de fagocitos.
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En los organismos con génadas intersexuadas se reconociercn dos areas
correspondientes a cada sexo, el patrdbn mas comin consistio en el
predominio del tejido espermatico (Fig. 18A). En un ejemplar expuesto a 80
mg kg~ de MT, se desarrollaron de forma simultanea ovocitos vitelados y
espermatsforos maduros, pero en este caso el area con caracteristicas de
ovario fue dominante (Figs. 18A y 18B). Cuando la concentraciéon de MT fue
mas alta (800 mg kg™), los ovocitos del area femenina de la génada no
maduraron y el nimero y didmetro de estas células fue muy pequefio con
vitelogénesis reducida (Fig. 19A y B, b); sin embargo, los ovocitos se
caracterizaron por tener un nicleo grande y varios nucléolos (Fig. 198, d).
Comparativamente un ovocito maduro tiene un citoplasma denso (Fig. 13B, r)
y el nucleo no es visible. En esta gonada no se observé ninglin proceso de

reabsorcion en el que participaran fagogcitos.
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igura 8. A. Ovario de Poecilia sphenops (control)(50X). A'. Detalle del conducto
ovarico (50X}. B. Detalle de una seccion del ovario (control)(200X). a, epitelio
ovarico exterior; b, ovocitos en diferentes estadios de desarrollo; ¢, nicleos;
d, nucléolos; e, cavidad ovarica; {, conducto ovarico; g, gotas de aceite; h,

vaso sanguineo; i, epitelio folicular.
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igura 9. A y A'. Caracteristicas de la membrana primaria de un ovocito de Poecilia
sphenops (control}(200X). B. Detalle de la membrana primaria del ovocito
{controt)(500X). b, ovocito; ¢, nicleo; d, nucléolos; g, gotas de aceite: h,
vaso sanguineo; i, epitelio folicular; j, proyecciones digitiformes de la
membrana del ovocito; k, zona radiata; |, células de la granulosa; m, células
de lateca.
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Figura 10. A. Testiculo de Poecilia sphenops (control{50X). B. Detalle de una seccion
del testicuio {(controf)(200X). 1; tinica propia; 2, quistes en diferentes
estadios de desarrollo; 3, conductos eferentes; 4, canal eferente; 5, vaso
sanguineo; 7, espermatocitos; 10, quiste maduro; 11, espermatoforo.
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Figura 11. A. Quistes de Poecilia sphenops en diferentes estadios de desarrollo
(control)(200X). A'. Espermatdéforo maduro extraido por presion abdominal
(200X). B. quiste ingresando al canal eferente (control}(50X). B'. Detalle de
B (200X). 4, epitelio glandular del canal eferente; 7, espermatocitos; 8,
espermatidas; 9, espermatozoides; 10, quiste maduro; 11, espermatéforo
en conducto eferente.
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Figura 12. A. Ovario de Poecilia sphenops expuesta al efecto de 17 « etinilestradiol
(120 mg kg }(50X). B. Ovario de Poecilia sphenops con la cavidad ovarica
alterada (160 mg kg")(200X). a, epitelio ovarico exterior; b, ovocitos en
diferentes estadios de desarrollo; ¢, nlcleos; d, nucléolos; e, cavidad
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ovarica; h, vaso sanguineo; p, tejido intersticial.
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igura 13. A. Ovario de Poecilia sphenops expuesta al efecto de 17 « etinilestradiol
(400 mg kg") con ovocitos atrésicos (20X). B. Ovario precoz (400 mgkg ™
de EE)(50X). a, epitelio ovarico; b, ovocitos en diferentes estadios de
desarrollo; e, cavidad ovarica; g, ovocitos atrésicos; r, ovocitos vitelados.
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igura 14. A. Testiculo de Poecilia sphenops expuesta al efecto de 17 o etinilestradiol
(120 mg kg }(50X). B. Reabsorcion de espermatozoides (120 mg kg ")(200X).
1, tunica propia; 2, quistes en diferentes estadios de desarrollo; 3, conducto
eferente; 4, tejido intersticial; 11, espermatéforo; 12, fagocitos reabsorbiendo
espermatozoides; 13, tejido intersticial.
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Figura 15. A. Gdnada intersexuada de Poecilia sphenops, efecto del 17 «
etinilestradiol (400 mg kg™)(50X). B. Detalle de la génada intersexuada
(200X). b, ovocitos en diferentes estadios de desarrollo; ¢, nucleo; d,
nucléolo; 2, quistes en diferentes estadios de desarrollo; 3, conducto
eferente; 7, espermatocitos; 8, espermatidas; 10, quiste maduro; 13,
tejidointersticial.
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16. A. Testiculo precoz de Poecilia sphenops, efecto de la 17 «
metiltestosterona (80 mg kg')(12.5X). B. Detalle del testiculo precoz (80
mg kg'}B50X). 2, quistes en diferentes estadios de desarrolio; 3,
conductos eferentes; 7, espermatocitos; 8, espermatidas; 9, quiste con
espermatozoides; 10, quiste maduro; 11, espermatéforo; 15,
hepatopancreas.
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Figura 17. A. Testiculo precoz de Poecilia sphenops, efecto de la 17 «
metiltestosterona {800 mg kg )(50X). B. Testiculo atrofiado (800 mg kg')
(10x5). 1, tinica propia; 2, quistes en diferentes estadios de desarrolio; 3,

conductos eferentes; 5, vaso sanguineo; 7, espermatocitos; 11,
espermatoforos; 13, tejidointersticial; 14, lagunas.
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Figura 18. A. Génada intersexuada de Poecilia sphenops, efecto de la 17 «
metiltestosterona, la linea continua separa los tejidos masculino (1) y
femenino (i) (80 mg kg")(12.5X). B. Detalle de la génada intersexuada
(50X); b, ovocitos en diferentes estadios de desarrollo; ¢, nucleo; d,
nucléolo; r, ovacitos vitelados; 2, gquistes en diferentes estadios de
desarrollo; 3, conductos eferentes; 7, espermatocitos; 10, quiste maduro,
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Figura 19. A Gonada intersexuada de Poecifia sphenops, efecto de la 17 o
metiltestosterona (800 mg kg'}(50X). B, detalle de la génada
intersexuada (200X)}. b, ovocitos en diferentes estadios de desarrollo; ¢,
nucleo; d, nucléolos; 1, epitelio testicular; 2, quistes en diferentes estadios
de desarrollo; 3, conductos eferentes; 11, espermatoforos; 13, tejido
intersticial; 14, lagunas.
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i11.2.2 Efectos secundarios del 17 a etinilestradiol y la 17 a metiitestosterona
en la morfoiogia externa de P. sphenops

La exposicion de P. sphenops al EE y a la MT indujo alteraciones morfologicas. La
longitud total de los organismos expuestos a Jos diferentes tratamientos con la MT
se redujo de manera significativa {P<0.05) en comparacion con el control y con los
organismos que recibieron EE (Fig. 20). En el grupo de organismos tratados con
MT, el mayor crecimiento en longitud total (31 mm) ocurrié con la concentracion
hormonal de 400 mg kg™ sin embargo, las diferencias observadas no fueron

significativas con respecto a las otras concentraciones.

En referencia al EE la mayor longitud (40 mm) se observo en los organismos
expuestos a 120 mg kg” y fue similar al control (P>0.05). En concentraciones
mayores, el crecimiento disminuyd de manera significativa en un 5% de los peces
dosificados con 400 mg kg™ (P<0.05). En la concentraciéon de 800 mg kg de EE

murié el 100% de los organismos.

Las aletas y las proporciones anatomicas de los peces dosificados con MT
resuliaron con alteraciones morfolégicas importantes (Tabla 8). En la region
cefalica (Fig. 21, a) se observaron alteraciones de [a boca con la mandibula
inferior exageradamente prognatada (Fig. 21, b). La cabeza que normalmente
tiene la forma aguzada (Fig. 21, a) se torno abultada y con una region frontal muy
prominente (Fig. 21, b). Los tubércuios cefalicos, caracteristicos de los machos,
se desarrollaron de manera conspicua en el 100 % de los organismos (Fig. 21, ¢).
Visto en posicion lateral se observd el cuerpo arqueado desde la cabeza hasta la
aleta caudal, con la region dorsal muy convexa. La aleta dorsal se trunco; los
radios se notaron acortados y retorcides (Fig. 21, e). La aleta anal (Fig. 21, f) se
transformo en grado variable, desde una especie de gonopodio mal diferenciado

hasta un mufon (Fig. 21, g).

El analisis "cluster" de las 14 medidas corporales (Tabla 9) reveid que aquellos

organismos tratados con MT difieren de los expuestos a EE y del control can un
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valor de disimilitud de 8.28. En los peces tratados con EE la disimilitud se
incrementé al aumentar la concentracién de !a hormona; el tratamiento con 120
mg kg fue similar al control; los tratamientos de 160 y 200 mg kg™ fueron los mas
disimiles. En el grupo de organismos tratados con 80 mg kg" de MT no se
ochservaran alteraciones morfoldgicas; sin embargo, su fenotipo es caracteristico
de un macho de esta especie, por lo que la distancia que lo separa del resto del
subconjunto EE-control es de 4.43, pero la distancia con el grupo de MT
aproximadamente es el doble (8.28). La formacion de dos grandes grupos esté
asociada con el grado de deformacién corporal observado en los organismos
tratados con MT (120, 160, 200, 400 y 800 mg kg™') que difiere de ia anatomia de
la especie de manera tal que la similitud entre los tratamientos con EE y el control
es 2.68 (Fig. 22).
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Tabla 8. Caracteres morfométricos de Poecilia sphenops, expuesta a diferentes concentraciones de 1/ o

metiltestosterona (MT) y 17 a etinilestradiol (EE) (X + Sx). AM= altura maxima; Am= altura minima; BAD=
base de la aleta dorsal; DIO= distancia interorbital; DO= diametro ocular; DPD= distancia predorsal, DPO=
distancia preorbital, LAPT= longitud de las aletas pectorales;, LAPV= longitud de las aletas pélvicas; LC=
longitud cefélica; LP= longitud patron; LAC= longitud de la aleta caudal; LT= longitud total; MA= ancho
maximo.

17 a metiltestosterona (mg kg™)

(0) (80) (120) (160) (200) (400) (800)
AM 074023 104+062 58%019 55+014  62+026 66+033  66£031
Am 534014  66+027 39%019 35013 38017  41£017 394015
BAD 45:011 604080 32%005 30008 32043 34015  3.0x0.M
DIO 50+012  43:021  24£012  24+008 25:009  28£015 262009
DO 05+004 26£013  1.7£004  17:004  18:£005  1.9£007 22030
DPD 1974056 192+112 12.2+038 11.5%033 126%048 136060 138036
DPO 571007 204041  18+006 16004 18:007  19£010 182005
LAPT 61+015 6.6+021  45%010 420410  45x014  47£013  43:031
LAPV 424049 564051 27+006 26008 27£012  25%022 282010
LC 88+018 854032 54:015 51+015 55%015 59021 5.3 +0.15
LP 3304073 341£181 224079 207+059 229:085 243:106 226171
LAC 864019 03+096 65012 64+015 68%020  7.1:021 662032
LT 400+099 4424206 283+095 269075 291115 314:126 2082119
MA 674020 6.7+078  42+014  41%012  46x021  50x025 512024
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1 abla 8. {Lontinuacion)

17 a etinilestradiol (mg kg™)

(0) (80) (120) (160) (200) (400)
AM 07+023 B88+025 94x021 85%033 86+018  92x027
Am 53+014 47012  49:+011  44:017 45009  45:013
BAD 45+041  40+010  43%041  37x043  39%009  36£0.09
DIO 504012 46009 48:010  44x012  44x008  42:0.09
DO 264004 244004 24004  23:005 23003  23£003
DPD 19.7+056 17.8+041 189041 172:075 176+036 1752049
DPO 57+007 23+007 25008 22008 23x006  24£007
LAPT 61+015 54+011 57+011  53£014  52x012  49£0.10
LAPV 42+019  35+£011 37011  34%009 34012  31%005
LC 88+018 7.0+015 82%£018  77£016  77x015  7.6£0.15
LP 43.0+0.73 305+084 31.6£071 289%090 291:059 29.0x0.85
LAC 86+019 78+017 81:011 7.6£016 752021  7.2+0.14
LT 400+009 37.6+085 239.6:085 362:101 364£074 357:0.92
MA 67+020 62+017 66+016 58£025 61£015  68£023




Figura 21. Diagrama de las alteraciones morfolégicas causadas por el efecto de
la 17 a metiltestosterona (MT) en Poecilia sphenops. a, region
cefalica normal; b, boca prognatada; ¢, tubérculos cefalicos; d, aleta
dorsal normal: e, aleta dorsal anormal; f, afeta anal normal
(gonopodio); g, aleta anal anormal (K).
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Tabla 9. Matriz de las distancias euclidianas entre los tratamientos con las
hormonas 17 a metiltestosterona (MT), 17 ¢ etinilestradiol (EE} y el
control  (Ctrl), calculadas de las medidas del cuerpo de Poecilia

sphenops.
Ctrl MT mg kg EEmg kg™
0 80 120 160 200 400 800 80 120 160 200 400
Ctrl 0 | 0.0
MT 80| 44 0.
1201 19.5 228 0.0
160 121.8 2561 24 00
200 1 184 216 13 35 0.0
400|155 188 42 64 3.0 00
800 176 209 26 45 1.7 25 00
EE 80| 51 89 145 169 134 105 126 0.0
1201 26 6.5 17.2 195 16.0 13.1 152 27 0.0
160, 7.3 11.0 123 146 111 83 103 23 49 00
200} 69 106 128 151 116 88 108 19 45 07 00
400 7.6 11.3 124 147 113 84 104 27 51 16 13 0.0
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Figura 22. Diagrama de arbol de las medidas corporales de Poecilia sphenops
expuesta a diferentes concentraciones de 17 a etinilestradiol (EE)y 17
a metiltestosterona (MT) durante 40 dias.
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V. DISCUSION

Los mecanismos genéticos de determinacion del sexo estdn presentes en los
peces incluyendo aquellos con hermafroditismo ocasional; si bien, algunas
especies y taxa completos se encuentran en diferentes niveles en ia secuencia
evolutiva de este proceso. La determinacion poligénica del sexc observada en
algunos miembros de la familia Poecilidae pertenece al tipo mas primitivo
{Kirpichnikov, 1981).

Se ha demostrado que la proporcion sexual en Poeciliopsis lucida es influida por la
temperatura; el porcentaje de machos se correlaciond en forma positiva con este
factor (Sullivan y Schultz, 1986). Los autores mencionan que esta respuesta
depende del linaje de los reproductores, uno de los cuales principalmente produce
machos cuandc el desarrollo ocurre a 30°C y el otro da como resultado
proporciones 1:1 independientemente de la temperatura. Por otra parte, el pH
influyé en las proporciones sexuales de diferentes especies de peces incluyendo
al poecilido Xiphophorus helleri (Rubin, 1985); con valores bajos de pH (5-6) se
obtuvo una proporcién mayor de machos, mientras que a pH 7 la mayor
proporcion sexual fue de hembras. En contraste con lo observado por Sullivan y
Schultz (1986) y Rubin (1985), en P. sphenops una combinacion de alta
temperatura (30°C) y un pH 6 y 7 indujeron las mayores proporciones de hembras
y en fa combinacion de 22 y 26°C y pH 8 la proporcion de machos se incremento.
Sin embargo, como lo mencionan Adkins-Regan (1987) y Schultz (1893), no existe
una correlacion Unica entre la temperatura y el sexo inducido, ya que en diferentes
especies es posible observar que altas y bajas temperaturas pueden propiciar de
manera indistinta el desarrollo de machos o hembras. L.os autores refieren que la
temperatura afecta la proporcion sexual de otros vertebrados como los reptiles y la
de los peces, cuando coincide con un periodo de sensibilidad que sucede durante
una etapa critica del desarrollo ontogénico cercana a la eclosion, aunque tampoco

se conoce el mecanismo por el cual la temperatura altera el sexo.
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Con respecto al pH, se ha observado que puede influir en ta reproduccién de los
peces de diferentes formas, reduciendo fa motilidad de los espermatozoides o
afectando el sistema endocrino de las hembras durante el proceso de maduracion;
también puede inhibir ta produccion o la actividad de las hormonas (Rubin, 1985;
Vizziano et al, 1995). En este estudio, tanto los progenitores como su
descendencia se expusieron al efecto de la temperatura y el pH durante los
periodos de aclimatacion, apareamiento, gestacion y desarrollo (210 dias
aproximadamente), por lo que es posible que las alteraciones provecadas por los
factores ambientales, ocurrieran en todos o en algunos procesos fisioldgicos o

mecanismos controladores de la proporcion sexual.

Durante el tiempo que durd el experimento se registré una mortalidad importante a
pH de 6.2 y 8.0 en todas las temperaturas estudiadas; al respecto, Farr (1981)
afirma que la diferencia en [a proporcion sexual no es consecuencia de un proceso

de mortalidad diferencial ocurrido durante el desarrollo ontogénico.

La mortalidad observada se podria atribuir a alteraciones en el balance i6nico del
pez. Se conoce que el pH acido puede inhibir el transporte de los cationes H" y
NH4* y por lo tanto la entrada de Na™. Bajo condiciones alcalinas, los niveles de
amonio en el agua se incrementan, inhibiendo su excrecion e incrementando el

contenido total de amonio (NH4™ + NH3) en el organismo (Randall y Lin, 1993).

Algunos autores mencionan que el mecanismo de determinacion sexual puede
depender de un sistema variable de desarrollo homeostatico que resulta del efecto
combinado de dos factores: la ausencia, presencia o balance de los genes
sexuales y el cambio durante el desarrollo de un mecanismo de naturaleza
genética y/o ambiental para determinar el momento y la ocurrencia de los dos
programas sexuales alternativos (Chan y Wai-Sum, 1981). Ei resultado de esto es
una proporcion sexual alejada de las predicciones del modelo heterogamético
tradicional que implica el balance entre los sistemas de determinacion ambiental

del sexo (SDAS) y la determinacion genética del sexo (SDGS) mencionados por
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Shultz (1993). Por otra parte, se ha argumentado que tanto el SDGS como el
SDAS permiten que Menidia menidia se adeclie mejor a un ambiente particular,
que con una proporcidn sexual rigida 1:1 (Conover y Heins, 1987). Cabe sefialar
que muchas poblacicnes de poecilidos son temporalmente variables, crecen y
declinan de manera arratica bajo la influencia de agentes reguladores bidticos y
abidticos (Constantz, 1979; 1989; Meffe y Snelson, 1989).

La poblacion caxaquefia de Poecilia sphenops, objeto de este estudio, habita en
una cuenca hidrografica que tiene prolongadas estaciones de sequia y extensos
periodos de lluvia (Fig. 23) con importantes avenidas de los rios. La temporada de
lluvias representa la transicion entre dos estadios poblacionales, al final de la
época de sequia (abril-mayo), es comuin observar una gran cantidad de
organismos congregados en las zonas someras del cuerpo de agua (10 a 20 cm
de profundidad); contrariamente, al final de la época de lluvias (septiembre-
octubre), no fue posible capturar ni un solo ejemplar. El ambiente extremo
ocasionado por la secuencia de estos periodos de sequia y lluvia probablemente
han desarrollado en P. sphenops la capacidad reproductiva que le permite

repoblar el habitat en cada ciclo anuai.

Al final de la época de lluvias y por efecto de la avenida de los rios ia temperatura
disminuye (otofio-invierno) y el tamafo de la poblacién también decrece
notoriamente. Después de la temporada de lluvias, el nimero de machos se
podria incrementar como una consecuencia del pH basico y la proporcion sexual
se acercaria a la unidad; en consecuencia, la poblacién se recupera debido al
aumento de la probabilidad de apareamiento. Después de la estacion lluviosa, la
temperatura ambiental de la regién alcanza su maximo (Fig. 23) y el pH del agua
decrece; en estas condiciones de alta temperatura y pH 6.0, se produce un gran
nimero de hembras. La disminucién en el valor del pH (6-4) asociado con la
descompaosicion de la materia organica vy ta turbiedad del agua puede ser atribuido
a la presencia de acidos organicos los cuales contribuyen a la formacién de acido

sulftrico (Hutchinson, 1857).
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De manera similar a la determinacién ambiental del sexo, ta determinacion
poligénica también pertenece a esta condicion primitiva de determinacion sexual,
donde el balance de los genes masculinos y femeninos, que estan localizados en
diferentes cromosomas, determinan el sexo. En Xiphophorus helfleri, Limia vittata y
en L. caudofasciata de la familia Poecilidae cada gene individualmente afecta el
desarrollo gonadal en forma débil y por fo tanto una condicién ambiental particular
o una variacion en el genotipo pueden conducir a cambios en la proporcion sexual
(Kirpichnikov, 1981).

La determinacion sexual, mediada por cromosomas especializados, representa
una condicion mas avanzada. Los cromosomas sexuales Xy Y o Wy Z son
diferentes porgue contienen uno o varios genes masculinos o femeninos, sin
embargo, en muchos peces su tamafio y su forma son identicos. Este modo de
determinacion sexual, es caracteristico de los salmones, de los ciprinidos y de
algunas especies de la familia Poecilidae como Poecilia reticulata y P. variatus y
también de Oryzias latipes de la familia Cyprinodontidae (Kirpichnikov, 1981). En
P. sphenops la hembra es heterogamética; el sexo es determinado por los
cromosomas sexuales maternos W o Z, los que después de la fertilizacion
(cromosoma sexual paterno Z) dan como resuitado una hembra (WZ) o un macho
(ZZ) respectivamente (Rishi y Gaur, 1976).

En los peces la proporcion sexual mas comunmente observada de un macho por
cada hembra se deriva de la composicion genotipica de los progenitores XX-XY o
ZZ-WZ (Yamazaki 1983). La proporcion sexual primaria (al momento de la
fertilizacion) y secundaria (al momento del nacimiento) de diferentes especies de
pecilidos coincide con la proporcidon 19:13 (Snelson, 1989). Sin embargo, las
poblaciones de los peces adultos estan dominadas por hembras; este sesgo se
atribuye a causas secundarias que no estan relacionadas con el proceso de
determinacion del sexo. Farr (1981) sefiala que la composicion primaria de los

sexos no ha sido estudiada, que ta proporcion sexual secundaria ha sido evaluada
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como 1:1 y ésta no debe ser muy diferente de la primaria. Este autor tambien se
refiere a que no es comun observar grandes mortalidades durante el desarrollo
embrionario, lo cual podria alterar dicha proporcion. En los organismos utilizados
como controles en el presente estudio, no ocurrio mortalidad despugs del
nacimiento y la proporcion observada fue de tres hembras por un macho.
Recientemente, Marafion et al. (1999) observaron que la proporcion sexual en
Xiphophorus helleri después de 120 dias fue aproximadamente de 20 hembras por
cada macho v la mortalidad fue del 20%. Los autores consideran esta mortalidad
como la causa del sesgo. En este caso la proporcion sexual seria de cuatro
hembras por cada macho, muy similar a la observada en P. sphenops, en el

presente trabajo.

En un estudio de la dinamica poblacional de Lebistes reticulatus (sin. Poecilia
reticulata) en condiciones de laboratorio, se ha encontrado que la proporcion
sexual primaria v secundaria (evaluada cuando el crecimiento de la pobiacion
alcanzo el equitibrio) fue de dos hembras y un macho (Breder y Coates, 1932).
También se sabe que cuando una poblacion de L. reticulatus esta sujeta a un
proceso con diferentes intensidades de explotacion (sin discriminacion entre |0s
sexos), la proporcion de machos aumenta y comparativamente supera a i0s
controles cuya proporcion fue de 12:13 y 29:14. Es posible que las diferencias
genéticas pueden ser la causa de las diferentes proporciones sexuales

observadas en los pecilidos (Silliman y Gutsell, 1958).

La estimacion preliminar de la proporcion sexual de P. sphenops expuesta a los
esteroides EE y MT con base en los caracteres sexuales secundarios (el
gonopodio, la conducta sexual y la morfologia caracteristica de las hembras)
condujo a una sobrestimacion del namero total de hembras y machos inducidos

por cada hormona.

El subsecuente analisis histolégico de las gdnadas de P. sphenops revelo que en

los organismos expuestos a 200 y 400 mg kg” de EE se desarrollaron génadas
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intersexuadas (7%). Se ha mencionado que la falta de efectividad de los
esteroides para inducir el sexo puede estar relacionada con la dosis optima; en
este sentido se han suministrado esteroides en la dieta a diferentes especies del
género Oreochromis colocados en estanques a diferentes densidades; en aquellos
tratamientos donde la densidad fue alta (2600 alevines m™) se encontraron
organismos intersexuados (Resenstein y Hulata, 1993). El desarrollc de estos
organismos anormales se atribuyd a un tratamiento hormonal subdptimo, que
pudo resultar de la competencia por el alimento entre los organismos en
cautiverio. Asl, es posible que en los experimentos con P. sphenops, la racion de
alimento proporcionada al 5% de la biomasa fuera subdptima o es bien posible
que ocurrieran interacciones jerarquicas propiciando asi el desarrcilo de génadas

anormales.

Otra causa probable del desarrollo de organismos intersexuados o de ia
incapacidad de transformar el sexc se relaciona con el periodo sensible a la
induccion. En P. reticulata, la induccion del sexo con EE es efectiva durante los
Gltimos 5 a 10 dias del periodo de gestacion (Kavumpurath y Pandian, 1993). En
P. sphenops se ha lograron transformar el sexo suministrando B-estradiol (E2)
durante los 30 dias siguientes al nacimiento (George y Pandian, 1995). En la
presente investigacion, es muy probable que en los primeros dias de vida de P.
sphenops se encuentre el periodo de maxima sensibilidad para inducir el sexo, ya
que la transformacion fue efectiva cuando los esteroides se suministraron

inmediatamente después del nacimiento y durante los siguientes cuarenta dias.

Si se considera que en P. sphenops casi el 36% de la poblacion se diferencio
naturalmente como machos, el esteroide EE produjo la transformacion del 58 al
100% en hembras, el mayor porcentaje de transformacion con la minima dosis
ocurrié en 160 mg kg™ Al respecto, Kavumpurath y Pandian (1993) expusieron a
hembras gravidas de P. reticulata al efecto de diferentes estrégenos en
concentraciones entre 100 v 1000 mg kg™ de atimento durante 5 a 10 dias antes

del parto y encontraron que EE, dietilstilbestrol (DES) v B-estradiol (E2) indujeron
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el 100% de hembras, siendo el estrogeno mas efectivo el EE ya que la dosis mas
baja de 200 mg kg" indujo ta maxima transformacién. Contrariamente el B-
estradiol 3-benzoato no alterd la proporcion sexual de la progenie, alun cuando las
concentraciones fueron altas (600-800 mg kg'). George y Pandian (1995)
probaron el efecto del E2 y DES en P. sphenops y encontraron que E2 fue mas
efectivo ya que produjo los porcentajes mas bajos de mortalidad y con las

concentraciones de 200 a 400 mg kg™’ se desarroltaron el 100% de hembras.

La induccién del sexo masculino en diferentes especies ha sido exitosa con la
administracién de la 17 a metiltestosterona, en cambio, la induccién de hembras
con estrégenos, con frecuencia es parcial o no tiene exito. Una explicacion posible
puede estar relacionada con la “hipStesis del sexo naturaimente inducido”, de
acuerdo con la cual, la génada indiferenciada XX, en ausencia de un factor
inductor masculino (andrégeno) se diferenciard como un ovario. En cambio, en la
gonada indiferenciada XY el desarrolio testicular con su capacidad intrinseca de
producir esteroides, no puede ser contrarrestado adn cuando se suministren
estrogenos exdgenos (Komen y Richter, 1993). De igual manera, en P. sphenops
las concentraciones de 80 y 120 mg kg™ de EE no logran contrarrestar la fuerza
determinante de los cromosomas ZZ del macho. Cuando fa concentracion es
mayor (200 y 400 mg kg) la resistencia al cambio de sexo se vence y se

desarrollan organismos intersexuados, en los que predomina el tejido masculino.

Al comparar el desarrollo de las génadas del grupo control (Fig. 8A) con aquellas
de los organismos de edad similar pero expuestos al efecto del EE, se observé un
desarrollo precoz que fue muy evidente en la concentracion mas alta (400 mg kg™
Fig. 13B) y que se caracterizé por la ocurrencia de ovocitos vitelados. Se conoce
que la vitelogénesis en los peces es inducida en forma directa por el estradiol; en
condiciones normales (control) esta hormona producida por el foliculo ovarico es
liberada a la sangre y estimula en las células hepéticas la produccion de la
vitelogenina (glucolipofosfoproteina precursora del vitelo). Esta sustancia penetra

la membrana del ovocito a través de ias capas foliculares y se enlaza a un
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receptor (Vtg) que facilita su incorporacién por endocitosis (Jobling, 1995; Kraak et
al., 1997). Es posible gue el suministro de EE en dosis elevadas (400 mg kg™
activaran y aceleraran la vitelogénesis y el proceso de desarrollo ovarico. Al
respecto se ha observado un efecto similar en Odontesthes bonariensis cuando se
suministran 50 mg kg de 17B-estradiol (Strissmann et al., 1996). En las gonadas
de estos organismos hubo un desarrollo precoz de la cavidad ovarica y de los

ovocitos en comparacion con los controles de la misma edad.

Se ha observado una mortalidad del 30% después de suministrar una dosis de 10
a 50 mg kg~ de MT por 57 a 70 dias a juveniles de lubina (Dicentrarchus labrax),
pero cuando la dosis fue superior (100 mg kg™) la mortalidad se increment6 hasta
un 60% (Piferrer et al, 1986). Dicha mortalidad es similar (52 al 68%) a la
observada en L. reticufatus (Clemens et al., 1966) al suministrar metiltestosterona
en una concentracion de 20 a 30 pg g’ durante 146 dias. En el presente trabajo Ia
mortalidad de Poecilia sphenops fue menor en las diferentes concentraciones de
MT (0 a 13%) y es posible que esta diferencia sea consecuencia del menor

neriodo de exposicion al andrégeno (40 dias).

La proporcion sexual de L. reticulatus cambio de 1.32:18 en el control a 0.0¢:12
con diferentes dosis de metiltestosterona (Clemens et al. 1866), pero en estos
resultados no se consideraron los efectos que produce la hormona en la
morfologia de las gonadas, ya que de 58 machos, aproximadamente el 80%
produjeron esperma y sblo el 14% engendrd descendencia. Es posible que la
incapacidad de estos organismos para reproducirse tenga su origen en algdn

trastorno relacionado con el eje hipotalamo-hipd&fisis-gonadas.

Cuando se suministré MT a P. sphenops, en todas las concentraciones se
desarrollaron organismos intersexuados (8 a 20%). El 58% de los peces
expuestos a 80 mg kg preliminarmente clasificados como hembras, porque no
tenian un gonopodio conspicuo, desarroltaron un testiculo. De manera adicional,

cuando uno de los organismos, erréneamente clasificado como macho {por el



desarrollo de su gonopodic) se tratd de cruzar con una hembra, no la cortejé ni se
apared con ella. Transcurridas varias semanas, cuando este macho desarrolld un
vientre abultado, caracteristico de una hembra sexualmente madura, la hembra
fue remplazada por un macho maduro que la cortejé e intentd copular sin éxito. El
examen histologico de las gbnadas de este organismo confirmo que se trataba de
un intersexuado (Fig 18A y B). Por lo tanto, las observaciones de Clemens et al.
(1966) que se refieren a la ausencia de un cortejo en los organismos que
producian esperma y que fueron incapaces de copular y engendrar descendencia,
pueden estar relacionadas con la imprecision en ia clasificacion de los organismos
inducidos, ya que al tomar en cuenta soélo los caracteres sexuales secundarios o la
verificacion de la funcionalidad de los testiculos, no se corrobord con un analisis

histolégico la coexistencia de tejido ovarico.

El analisis histologico de las goénadas de P. sphenops indicd que cuando se
suministrd MT no se desarrollaron hembras, en cambio en todas las
concentraciones se observaron organismos intersexuados. Los cortes histoldgicos
de las gonadas intersexuadas de P. sphenops revelaron que el tejido testicular
siempre fue dominante, con algunas pequefias areas de tejido ovarico, lo cual
contrasta con lo observado en el salmdn Salmo salar, cuya gonada inmadura era
predominantemente femenina con pequefias areas de tejido masculino (Johnston
y Maclachlan, 1994). La diferencia entre las génadas intersexuadas de estos
organismos no ha sido explicada auin; sin embargo, es posible que exista relacion
con el mecanismo de determinacion del sexo (XY y WZ). Acorde a [a “hipotesis del
sexo naturalmente inducido” (Komen y Richter, 1993), el 60 % de la fraccion de
organismos WZ (Fig. 7 porcién inferior) debieron ser menos susceptibles a la
transformacion, pero como lo mencionan Austin et af. {(1981) aunque el modo de
accion de los cromosomas sexuales es poco claro, al comparar el efecto de los
cromosomas W (en aves) y Y (en humanos), encontraron que cuando un pollo es
triploide con los cromosomas sexuales ZZW desarrolla una gonada de apariencia
intersexuada, pero que sblo contiene tejido testicular. En cambio, un ser humano

triploide recién nacido con cromosomas sexuales XXY (n=69) tiene testiculos,
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aunque los genitales externos sean ambiguos. En contraste, un ser humano
diploide con un cromosoma sexual adicional ( 47, XXY) es un macho normal. El
hecho que los pollos triploides con un cromosoma W tengan testiculos en lugar de
ovarios, sugiere que el cromosoma W puede ser un determinante sexual menos

poderoso que el cromosoma Y de los machos heteromorficos.

Hamaguchi y Egami (1980) aplicaron un tratamiento de metiltestosterona a
juveniles de la especie ginogenética P. formosa en una concentracion de 30 ug g
de alimento durante 137 dias con la finalidad de inducir la generacion de machos
(neomachos) y Unicamente observaron transformaciones importanies en la
estructura de la aleta anal; ademas observaron alteraciones en los ovarios que se
caracterizaron por tener mayor tamario que el control y también porque la cavidad
ovarica se expandio6 al llenarse de un fluido coloidal ecsinofilico, pero no ocurrio el
desarrollo de tejido espermatico. En el presente trabajo, al suministrar MT a P.
sphenops no se desarrollaron hembras, pero en la gonada se observé un proceso
de maduracidn precoz con una gran cantidad de conductos eferentes llenos de
espermatoforos. En los organismos con génadas intersexuadas se constataron

grandes areas con vacuolas y la proliferacion de tejidos intersticial.

En diferentes especies de peces, el periodo sensible para la induccion de machos
con el suministro de andrdgenos esta circunscrito a los primeros dias de vida
posteriores a la eclosion (Piferrer y Donaldson, 1989; Gomelsky et al. 1994). En P.
sphenops, estudiada en esta investigacion, el suministro de MT durante los 40
dias siguientes al nacimiento logré inducir el sexo masculino en el 69 al 88 % de
los organismos en tanto que el grupo control estaba compuesto sélo por hembras.
Por otra parte, Takahashi (1975a, b) logré un 100% de reversion de hembras a
neomachos de P. reticulata aplicando una dosis prenatal de 11-ketotestosterona a
una concentracion de 400 mg kg ' de dieta durante 8 a 10 dias. Asi, es posible
suponer la existencia de diferencias interespecificas en cuanto al momento en que
ocurre la diferenciacion del sexo como lo sefiald Nakamura (1994). En hembras

del salmon Oncorhynchus rhodurus, la transformacion en machos con 400 pg I
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de MT fue efectiva cuando se suministré en bafios de 2 h en diferentes periodos.
Entre los dias 3-14 y 22 jogré una induccion de machos del 10 ai 25% y un 55 % el
dia 17. Estos resultados indican que el periodo de susceptibilidad a los
androgenos exdgenos difiere entre individuos de esta especie, por o que
recomienda un tratamiento de mayor duracion para obtener el 100% de induccion.
En P. shpenops la exposicion de los peces durante 40 dias a los esteroides no
resultd en un 100 % de transformacion, pero indujo trastornos en ia estructura

histolégica de las gbénadas y alteraciones en la morfologia externa.

El efecto de la 17« metiltestosterona sobre el crecimiento de P. sphenops coincide
con lo observado para otras especies; por ejemplo, la tasa de crecimiento de L.
reticulatus se redujo cuando se alimentd con dietas que contenian 20, 25 y 30 pg
de metiltestosterona en el alimento (g) (Clemens ef al., 1966). De manera similar
Piferrer et al. (1990) encontraron que el suministro de 30 mg de MT kg™ de
alimento redujo el crecimiento de los juveniles de lubina Dicentrarchus labrax y
que en dosis bajas (10 mg kg™), el crecimiento fue mayor que el de los controles
pero no significativo. Piferrer y Donaldson (1991) encontraron un incremento
significativo en masa, en longitud y en el factor de condicién en grupos del salmon
Oncorhynchus kisutch, tratados con dosis altas de MT. En contraste Lim et al.
(1992) encontraron que la administracion de MT no tuvo efectos significativos
sobre el crecimiento de Xiphophorus helleri, aunque la masa promedio de los
organismos tendi® a disminuir. En estos trabajos no se describen cambios
morfolégicos de la anatomia externa de los organismos tratados con las diferentes

dosis de estercides.

Segun Higgs et al. (1982) se ha utilizado MT con el fin de acelerar el crecimiento
de varios teledsteos, pero es necesario tener en cuenta que este esteroide es
anabdlico en dosis bajas (Matty y Lone, 1985) y catabdlico en dosis altas, 10 que
causa una reduccion del crecimiento (Lim ef al., 1992). Piferrer et af. (1990)
estudiaron diferentes indices de condicidn somatica (indice de grasa- IG;

hepatosomatico- 1HS; gonadosomatico- IGS y de organismos sin visceras- ICYy
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inicamente encontraron un efecto dependiente de la dosis de MT sobre el IG e
IHS: la sobrevivencia y el aspecto externo no fueron afectados y el IC no se

modificd, por lo que no influyd en las partes comestibles de los animales.

Asi, las altas dosis de esteroides disminuyen las tasas de crecimiento, pero
también tienen efectos colaterales sobre otras caracteristicas de los organismos.
Ciemens et al. (1966) observaron en Lebistes reticulatus (sin. P. reticulata) que el
crecimiento de la aleta anal aumentaba después de 60 dias del tratamiento con
metiltestosterona en comparacion con los organismos control. Transcurridos 60
dias mas sin esteroides, los organismos control desarrollaron una aleta mas
grande que cualquiera de los tratados con hormonas. Por otra parte, se conoce
que la poblacién de Paecilia formosa sélo se reproduce por ginogénesis y esta
constituida sélo por hembras, a las cuales cuando se les suministran 30 pg g'de
MT en el alimento se observé la transformacion de la aleta anal en un gonopodio

(Hamaguchi y Egami, 1980).

En el presente estudio, se observaron procesos de deformacion en las aletas y el
cuerpo de P. sphenops cuando se suministrd MT; sin embargo, no se comprobo
una dependencia de la deformacion con la concentracién de la hormona
suministrada. Al respecto, el analisis de clasificacion de las dosis fue
80<120<200<800<160<400. Asi, dosis altas de MT (>120 mg kg™) afectaron ia
estructura corporal de los organismos, incluyendo la malformacion o la supresion

del desarrollo del gonopodio lo cual imposibilita la reproduccion.

Los esteroides también pueden afectar la conducta sexual de los organismos
(Liley, 1869). En L. reticulatus (sin. P. reticulata) se ha observado una alteracion
de la conducta sexual asociada con la exposicidn a la metiltestosterona (Clemens
et af., 1966); comparativamente P. sphenops tratados con 80 mg kg de MT no se
reprodujeron y en algunos casos no se observd ei cortejo caracteristico de la

especie.
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Con respecto a los estrogenos el tratamiento de P. sphenops con diferentes
concentraciones de EE por 40 dias redujo el crecimiento en comparacién con el
grupo control. En Xiphophorus helleri el estrégeno 17 B-estradiol (E») provoco un
crecimiento insignificante en relacién con un incrementc en la concentracion {(Lim
et al. 1992). La diferencia puede estar relacionada con la potencia inductora de EE
que es 3.5 veces superior a £z (Yamamoto, 1969). Piferrer y Donaldson (1992)
expusieron al salmon “chinook” (Oncorhynchus tshawytscha) de un dia de edad a
una dosis de 400 pg de E; o EE y dnicamente observaron incrementos

significativos en el crecimiento para aquellos tratados con EE.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion y los observados por otros
investigadores indican que el crecimiento de ios organismos no tiene una relacion
directa con la concentracion del esteroide empleado. Cuando se suministran dosis
altas es frecuente que ocurra una disminucion de la talla o de la biomasa. En
Poecilia sphenops las dosis de esteroides (EE y MT) superiores a los 80 mg kg™
redujeron el crecimiento y, particularmente con la MT, ocurrieron alteraciones
importantes en la anatomia de los organismos tratados. Es recomendable que
para encontrar la dosis mas adecuada para transformar el sexo de los peces y
evitar efectos secundarios adversos, se consideren el momento de maxima
sensibilidad a la induccion, la dosificaciéon del esteroide vy la duracion del

tratamiento.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES PARA EL CONTROL DEL SEXO

EN Poecilia sphenops

Desde hace mas de 60 afios se ha demostrado que la administracion de
hormonas sexuales influye en la determinacién del sexo de los peces, lo cual
evidentemente tiene aplicacion en Acuicultura. Al respecto, existen diferentes
técnicas que permiten obtener macheos o hembras con caracteristicas morfoldgicas
o fisiologicas deseables para sistemas de cultivo particulares, entre las que
destacan el manejo de cromosomas y la administracion de hormonas (Yamamoto,
1969; Donaldson y Hunter, 1982; Hunter y Donaldson, 1983; Yamazaki, 1976,
1983; Piferrer y Donaldson, 1988). Por ejemplo, la induccidon sexual seria
beneficiosa en peces de orato con alto valor comercial; en estas especies los
machos tienen, generaimentie, colores mas brillantes y aletas mas grandes que las
hembras como en P. reficulata (sin. L. reticulatus), Xiphophorus maculatus y Betta
splendens. Otro ejemplo lo constituyen los salménidos, que sustentan una de las
industrias acuicolas méas desarrolladas del mundo, donde el control sexual es
importante debido al comportamiento migratorioc reproductivo de las especies,
consecuencia de o cual es la muerte de machos vy la reduccion del crecimiento de
las hembras, asi como la disminucion de la calidad de la carne. Un aspecto
importante que también se debe examinar es la reproduccidon precoz, con
consecuencias indeseables, de los ciclidos de los géneros Tilapia y Oreochromis,
que tienen un gran potencial en Acuicultura (Hunter y Donaldson, 1983; Blazquez
et al., 1995; Al-ablani y Phelps, 1997; Gomelsky et al., 1999).

Uno de los procedimientos para transformar el sexo de P. sphenops consiste en
controlar las caracteristicas fisicoquimicas del ambiente en el que se desarrolia la
especie. Para lograr una mayor produccién de hembras el pH y la temperatura
deben mantenerse entre 22 y 30 °C y pH 7. Para inducir una mayor proporcion de
machos es necesario mantener el cultivo entre 22 y 26 °C y pH 8 y para obtener
una proporcidn sexual cercana a la unidad, las condiciones ambientales del cultivo

deben ser 22 °C y pH 8. De acuerdo con {as evidencias aportadas en este trabajo,
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el control ambiental del sexo no promueve la transformacion en el 100% de los
peces. En este sentido, es necesario continuar investigando el efecto de diferentes
niveles de estos factores y de otros, para perfeccionar un procedimiento que

promueva el desarrollo de un sexo en particular.

Para lograr la induccién sexual de los peces es necesario tomar en cuenta varios
factores que influyen en el procedimiento, tales como, el periodo de maxima
sensibilidad de los especimenes, el tipo y caracteristicas de los esteroides a
utitizar y fa dosis a emplear, con el fin de evitar efectos secundarios. También es
necesario considerar la via de administracién y la disponibilidad de las hormonas

en el mercado, asi como el coste econdmico.

Para la mayoria de las especies estudiadas, la etapa del desarrollo en que el tejido
gonadal es sensible corresponde al momento de la eclosién en las especies
oviparas y del nacimiento en las viviparas. Sin embargo, varios autores indican
que en los ciclidos, Oreochromis, Tilapia y Sarotherodon es recomendable que el
estimulo inductor se aplique durante el primer mes de vida libre o cuando los
alevines tienen 9 a2 12 mm de longitud, ya sea via alimento o a través de bafos
(Odunze y Antony, 1985; Meyer, 1991; Rosenstein y Hulata, 1993; Vera-Cruz y
Mair, 1994). En P. sphenops se puede inducir el sexo si durante los cuarenta dias
posteriores al nacimiento se suministran androgenos o estrégenos, periodo en que

los peces son sensibles a la induccion.

Con respecto al tipo de esteroides, los mas utilizados en la actualidad son los
sinteticos como los estrogenocs 17 a-etinitestradio! y etilbestrol y los androgenos 17
a-metiltestesterona, androstenediona, propionato de testosterona,
metilandrostenediol y 19-noretiniltestosterona (Yamamoto, 1869; Hunter vy
Donaldson, 1983; Guerrero y Guerrero, 1993; Sehgal et al., 1995). Los esteroides
sintéticos se prefieren a los naturales debido a que tienen una mayor potencia
inductora, probablemente debido a que los esteroides naturales son

metabolizados por el organismo (Yamazaki, 1983; Piferrer y Donaldson, 1988).
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Los estercides sintéticos 17 a etinilestradiol y 17 a metiltestesterona inducen el
sexo en P. sphenops, pero existen otros estercides que podrian ser empleados

tomando en cuenta su potencia, el coste y la disponibilidad.

En referencia al modo de empleo de los esteroides, las formas mas eficaces son fa
administracion via alimento, ya sea incorporando los esteroides en ei alimento
balanceado 0 bien utilizando como vehiculo nauplios de Arfemia. También se ha
empleado la exposicidn de los especimenes a soluciones de las hormonas a
iravés de bafios, en aquellas especies cuya sensibilidad es mayor antes de la
eclosién o inmediatamente después (Hunter y Donaldosn, 1983; Baker et al,
1988; Piferrer y Donaldson, 1989 y 1992; Meyer, 1991; Rosenstein y Hulata, 1893;
Gomelsky ef al., 1999).

Cabe sefialar que ademas de los factores mencionados el éxito de la induccidon
hormonal del sexo depende de la especie. En los peces de las tres familias mas
ostudiadas, Cyprinidae, Cichlidae y Salmonidae, se logrd la transformacion del

sexo con diferentes concentraciones de esteroides y vias de administracion.

~n lo concerniente a las dosis a emplear, en algunas especies se requieren
concentraciones muy pequefias para alterar la proporciéon sexual como en el
salmoén Oncorhynchus tshawystscha donde el 82 a 100% de machos se obtuvo
-on una dosis de 200 ug I' de MT (Piferrer y Donaldson, 1988); en cambio en el
ez de omato Xphophorus helleri se requirieron 750 mg de MT por kg™ de

alimento, suministrado durante 10 dias (Lim et af,. 1992).

Cuando las hormonas se administran con el alimento, los salmones requirieron
fosis de | a 50 mg kg™, las carpas 100 a 300 mg kg y las mojarras 50 a 100 mg
" (Meyer, 1991; Rosenstein y Hulata, 1993; Sobhnana y Nandeesha, 1994;
Vera-Cruz y Mair, 1994; Basavaraja et al., 1997; Gimeno et al., 1898). En Poecilia
sphenops una dosis de 160 mg kg™’ de EE es suficiente para inducir la produccion

e hembras, concentraciones mayores provocan mortalidades importantes, que
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pueden ser del 100% cuando la concentracion es de 800 mg kg™'. Con una dosis
de 80 mg kg de MT se obtendran un 83% de machos y 17% de organismos

intersexuados.

En general, los esteroides administrados en dosis altas pueden producir efectos
deletéreos con un aumento de la tasa de mortalidad (Guerrero y Guerrero, 1993}y
efectos adversos como la degeneracién del tejido ovarico (Kramer et al., 1888),
esterilidad en las carpas y salmones (Solar ef al., 1984; Das et al., 1990,
Basavaraja ef al., 1997) y reduccién del crecimiento (Abdelghany, 1995; Guerrero
y Guerrero, 1993). También se han observado individuos intersexuados (Garret,
1989; Alam y Monwar, 1998; Blazquez et al., 1998; Hartley et al., 1998). Por otra
parte, se ha censtatado que altas dosis de andrégenos producen efectos
anabdlicos aumentande |a tasa de crecimiento en algunas especies (Meyer, 1991;
Ron et al., 1995; Degani, 1986). Si se suministran en P. sphenops dosis
superiores a 80 mg kg de MT se produciran ligeros incrementos en la mortatidad
(13%), alteraciones en la estructura histologica de las gonadas y en la morfologia

externa de los peces.
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