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RESUMEN

En el cultivo de truchas se encuentran varias alternativas para obtener mayor
rentabilidad, siendo la produccién de lotes todo hembra una de ellas. En este trabajo
se busco determinar cual es el método mas adecuado para producir neomachos
(truchas genéticamente hembras pero fenotipicamente machos funcionales), los
cuales al cruzarse con hembras normales produciran una progenie 100% hembra. Se
evaluaron dos métodos de suministro de la hormona 17 a -metil testosterona asi: 1. En
alimento con una dosis de 0.5 mg/kg de alimento y 2. En inmersion de las ovas y
posteriormente las larvas en una solucion que contenia la hormona a una dosis de 1.0
mg/l de agua. En estos protocolos se evalud el porcentaje de reversion para la
produccion de neomachos y se establecio la relacidon costo/beneficio para cada uno de
los tratamientos. El porcentaje de reversion se determino a través de la técnica de
“squash” sobre el tejido gonadal de los animales. Los resultados mostraron en el
tratamiento Alimento un 29% de animales revertidos y 11.5% de animales revertidos
parcialmente (intersexo). En el tratamiento Inmersién el porcentaje de animales
revertidos fue 11% e intersexo 11%. En el tratamiento Control se obtuvo un porcentaje
de 100% de animales hembras. Lo anterior permitié establecer una mayor efectividad
en la utilizacion de la hormona en el alimento. Sin embargo, el costo de produccién de
un neomacho con este tratamiento fue de $329 pesos, mientras que el uso de la

inmersion significo un costo de $14.7 pesos.

PALABRAS CLAVES: Oncorhynchus mykiss, reversion sexual, 17 a-metiltestosterona,

neomacho, inmersion.



ABSTRACT

In the trout culture there are some alternatives to increase the business profit, being
the production of all female stocks one of them. These work tried to determinate the
suitable method to produce neomales (genetic female trout but phenotypic functional
males) which crossing itself whit normal females will produce a 100% female lineage.
Two methods to supply the 17 alpha methyl testosterone hormone were evaluated: 1 in
the food with a dose of 0.5mg/kg of commercial trout food and 2. By the immersion of
the eggs and later the larvae in a solution that contain the hormone at a dose of 1.0
mg/l of water. In these two protocols the percentage of reversion of the two treatments
were evaluated for the production on neomales and the benefit cost relation was
established for each treatment. The sex reversal percentage was determinate by the
“squash” technique. In the food treatment the result shows that 29% of the animal was
totally reverted and 11.5 of the animals were partially reverted. In the immersion
treatment the percentage of totally reverted animals was smaller (11%) and the
partially reverted was similar (11%) to the food treatment, in the control group was
obtained a percentage of 100% females. This allows to establish that is more effective
the use of the hormone in the food, nevertheless the production cost of a neomale for
the treatment food was of $329 (pesos) whereas for the treatment immersion was of
$14,7 (pesos).

KEYWORDS: Oncorhynchus mykiss, sexual reversion, 17alpha-methyltestosterone,

neomale, immersion.



INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO),
reportd una produccién mundial anual que alcanzé las 550.473 toneladas de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (FAO, 2006). Los principales paises productores son a
su vez exportadores de sus excedentes, alcanzando cifras de exportacion de 53.000
Ton. y 22.000 Ton, en paises como Noruega y Dinamarca respectivamente,
representando un poco mas del 70% del volumen de sus producciones. Asi mismo, La
produccion chilena aumentd un 51.3% durante la primera mitad del 2007 comparado
con el mismo periodo del 2006, siendo la produccion total para el 2006 de 150.000

toneladas, lo que significo el 27.25% de la produccién mundial )

El cultivo de truchas o truchicultura se ha venido presentando como una opcion
productiva en el sector agropecuario colombiano, con muy buenas ventajas para su
implementacion y desarrollo debido a diversos factores como la cantidad y calidad de
las aguas en las regiones andinas. La trucha arcoiris (O. mykiss) representa una
importante fuente de proteina de origen animal, su cultivo puede fortalecer la
seguridad alimentaria de las comunidades pobres y aisladas del pais. Igualmente
presenta una buena demanda en los principales mercados nacionales, ya que es
apreciada por su sabor y valor nutricional. Es importante considerar la productividad
por unidad de area que se puede alcanzar con esta explotacion, ya que si se dispone
de una cantidad de agua adecuada, las necesidades de tierra no son muy extensas, lo
cual representa una ventaja frente a otras producciones pecuarias, teniendo en cuenta
que la tierra es una de las mayores limitantes hoy en dia para la produccién pecuaria

en el pais.

La produccién acuicola nacional de peces en cultivo concierne principalmente a las
especies de tilapia roja (Oreochromis spp.) que ha participado con el 49% de la
actividad piscicola, trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con el 16% y cachamas
blanca (Piaractus brachypomus) y negra (Colossoma macropomum) con el 31%, su
participacion conjunta durante los ultimos 12 afos ha sido del 96% del total de la
piscicultura y del 65 % de la produccién acuicola, el 4% restante de la piscicultura se

ha destinado a otras especies como el bocachico (Prochilodus magdalenae), la carpa



(Cyprinus Carpio) y el yamu (Brycon amazonicus), entre otros, las cuales se producen
como acompafiantes de la produccion inicial ®.

Para 1999, los departamentos de Antioquia, Boyaca y Cundinamarca constituyeron el
78% del total de la produccién nacional de trucha arcoiris O. mykiss, con un 51%,
10,5% y 15,8%, respectivamente. Desde entonces, la producciéon descendié en un
71% en los siguientes afios por la situacion de conflicto en los departamentos
mencionados. El departamento de Antioquia disminuy6 su produccion en un 84%,
Boyaca 63%, Cundinamarca 82%, Cauca 77%, Huila 61% y Narifio 83% ®. Para el
2004, la produccion nacional de trucha alcanzé 1.717 Toneladas, de éstas, el
departamento de Antioquia participé con el 60% de la produccién (1.039 Ton) ©®. Para

el 2006 se reportd una produccion nacional de trucha de 2.416 toneladas. '

La trucha arcoiris O. mykiss siempre ha contado con una buena demanda tanto a nivel
nacional como regional, por lo que su comercializacion esta garantizada. Evidencia de
lo anterior son las afirmaciones de los comerciantes del departamento de Antioquia
quienes manifestaron que no se cuenta con un volumen de produccién apropiado a

nivel regional 2.

Por lo tanto, es necesario desarrollar tecnologias con el fin de optimizar la produccion
y suplir esta necesidad del mercado. Una de ellas es contar con poblaciones de
animales solo hembras bajo un manejo hormonal. El tratamiento consiste en aplicar
una hormona masculina para que los individuos genotipicamente hembras se
conviertan en machos funcionales (neomachos = produccion de semen), que puedan
ser utilizados como reproductores para cruzarlos con hembras normales, y producir
una poblacién de solo hembras. En este trabajo de investigacion se utilizara esta
técnica para conocer los porcentajes de reversion sexual mediante dos métodos de

aplicacion hormonal (ingestion e inmersion) en trucha arcoiris O. mykiss.



1. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe un déficit en la produccion de trucha arcoiris O. mykiss a nivel nacional, por lo
que es necesario implementar y adaptar tecnologias empleadas en otros paises, para

ser mas competitivos frente a la industria internacional.

En Colombia no se ha desarrollado un cultivo de alevinos de trucha arcoiris O. mykiss
de buena calidad debido a que ésta es una especie foranea y en los reproductores
nacionales que se han utilizando existe alta endogamia y poca eficiencia biolégica, por
lo que se recurre al mercado externo (importacion) para la provision de la semilla. De
acuerdo con la Asociacion Colombiana de Acuicultores ASOACUICOLA, el 95% de las
ovas cultivadas en el pais son importadas de los Estados Unidos, por cuanto se tienen
garantias de obtener un 100% hembras, ya que éstas poseen un mayor desarrollo

® Las

corporal y el producto final es de mayor aceptabilidad en el mercado. !
importaciones de trucha arcoiris O. mykiss en Colombia, se estan realizando sin tener
en cuenta las consideraciones éticas como importacién ilegal de ovas de otras
especies, evasion de los controles sanitarios necesarios para evitar el entrada de
enfermedades exdticas, desconocimiento de la calidad genética de lineas
establecidas, procedencia de reproductores, manipulacion genética o pruebas de
progenie, y los altos costos econdmicos que representa para el productor debido al

valor agregado que trae por la aplicacion de la biotecnologia de solo hembras.

Dentro de las opciones de optimizacion de la produccion y la competitividad en el
mercado de esta especie, se encuentra la reversion sexual a través del uso de las
hormonas exdgenas, en busca de animales hembras genéticamente, pero machos
fenotipica y funcionalmente (llamados neomachos), los cuales pueden ser utilizados
como reproductores para cruzar con hembras normales y producir en la siguiente

generacion una descendencia de 100% hembras.

Se han reportado para este fin, el uso de 31 esteroides diferentes, en los que se

incluye la 17 a —metiltestosterona, una de las mas utilizada por su facil obtencién, gran



estabilidad quimica, aunque no necesariamente es la mas potente . Estas hormonas
han sido utilizadas en 47 especies de peces de las familias Cichilidae,

Cyprinodontidae, Anabantidae, Poecilidae, Salmonidae y Cyprinidae ©.

En este trabajo se plantea la reversidén sexual por medio del uso de la hormona 17 a -
metiltestosterona (MT), la cual puede ser suministrada en el alimento al alevino o por
inmersion a la ova. Se desconoce cual de los dos métodos de suministro de la
hormona es mas efectivo y rentable en la obtencién de neomachos. Por lo tanto, se

buscara dar respuesta a esta inquietud.
1.2. JUSTIFICACION

Debido a las exigencias actuales del mercado y el aumento de la competitividad de
todos los sectores productivos, la piscicultura, y en este caso especifico la
truchicultura, debe buscar mecanismos de mejoramiento hacia la alta productividad y
rentabilidad. Asi mismo, los requerimientos diarios de proteina de origen animal en la
dieta de una poblaciéon en constante aumento, hacen de este subsector un elemento
valioso para el mercado nacional. Evidencia de esto, es que en el pais en los ultimos
10 afios el consumo de pescado y sus productos se ha incrementado de 3 Kg a 6.5 Kg
por persona/afio ?”, lo que abre nuevos caminos para esta industria. Ademas, en la
actualidad existe un interés progresivo con el propdsito de incrementar la exportacion
de carnes rojas, creando un déficit interno y encareciendo su precio, lo que favorece el

desarrollo de la piscicultura como fuente de proteina animal suplementaria.

El empleo de la biotecnologia o manipulacién genética en la trucha arcoiris O. mykiss
contribuira al desarrollo y al progreso de todo el sector truchicola en general, debido a
que se estara trabajando con animales que daran un maximo de rendimiento, con un
menor costo de mantenimiento. La reversion sexual de estos organismos aportara las
bases para la obtencion de poblaciones solo hembras, mediante cruces de organismos
revertidos con las hembras normales. Este desarrollo en la produccion llevara a la
exportacion de productos provenientes del cultivo de la trucha, a la solucion parcial
problemas nutricionales en parte de poblacion colombiana, y a la liberacién de otras
carnes de amplia demanda en los mercados internacionales. Este trabajo es un
valioso aporte para el desarrollo de la industria truchicola porque aportara las bases de

una biotecnologia que ayudara a suplir las necesidades de los productores en el



subsector para que puedan ser competitivas tanto en el mercado nacional como

internacional.

1.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

Entre los métodos de administracion de la hormona 17 a -metiltestosterona para
obtener reversion sexual (inmersidon e ingestion) en hembras genotipicas, ¢cual
presenta una mejor eficacia y cual es el costo/beneficio de cada procedimiento para el

productor?



2. MARCO TEORICO Y REVISION BIBLIOGRAFICA

La trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss fue introducida hacia 1939 en Colombia para el
repoblamiento de aguas de uso publico en la zona andina con fines de pesca deportiva,
especificamente en el lago de Tota (Boyaca) '®. En la actualidad esta especie se
encuentra distribuida en los principales lagos y arroyos de aguas frias (alrededor de 13°C-
18°C), en alturas superiores a 1800 msnm ®.

Esta especie es un salmoénido que se caracteriza por presentar cuerpo alargado, fusiforme
y cabeza relativamente pequefia que termina en una boca grande puntiaguda hendida
hacia el nivel de los ojos y con una fila de dientes fuertes en cada una de las mandibulas
que le permiten aprisionar las presas capturadas. Su nombre genérico Oncorhynchus spp.
significa nariz ganchuda o belfo, caracteristica que se acentua mas en los machos en la
época de reproduccion @ (Ver tabla 1)

TABLA 1. Clasificacion taxonémica ¥

Phylum Cordata
Subphylum Vertebrata
Clase Osteichthyes
Subclase Actinopterygii
Super orden Teleosteica
Orden Clupeiformes
Familia Salmonidae
Subfamilia Salmoninae
Genero Oncorhynchus
Especie mykiss




2.1 DIFERENCIA EN EL DESARROLLO CORPORAL DEL MACHO Y DE LA HEMBRA

La maduracién sexual de los peces esta relacionada con modificaciones que conducen a
la reduccién del crecimiento y disminucion de la calidad del producto, debido a la alta
demanda de energia para el desarrollo gonadal. En salménidos, estos problemas afectan
mas a los machos, ya que ellos alcanzan su madurez sexual al afio de edad, antes de
alcanzar la talla comercial, en cambio la hembra al tener desarrollo gonadal mas tardio (a
los dos afios de edad) puede utilizar esa energia para la obtencién de una mayor
ganancia de peso y talla®. Por lo tanto, la produccion de poblaciones solo hembra
constituye una alternativa util para mejorar la productividad y calidad de los lotes

comerciales.
2.2 MECANISMO DE LA EXPRESION DEL SEXO

La expresion o manifestacion del sexo depende de dos procesos: la determinacion sexual,
responsable del sexo genotipico y la diferenciacion sexual responsable del desarrollo de

los distintos tipos de génadas, testiculos u ovarios, es decir el sexo fenotipico ('")

2.2.1 Determinacion sexual. En primer lugar es importante recordar que la determinacion
del sexo genético ocurre al momento de la fecundacion. En algunas especies de peces,
entre las que se cuentan algunos salménidos, como la trucha arcoiris Oncorhynchus
mykiss, el sistema de determinacion del sexo genético es del tipo XX (hembra) / XY
(macho) y la diferenciacién de los cromosomas sexuales es suficientemente evolucionada
ya que permite el reconocimiento de estos cromosomas al examinar el cariotipo de los

individuos ©.

2.2.2 Diferenciacién sexual. En peces teledsteos (peces 6seos), la diferenciacién gonadal
se puede dar de muchas formas, desde el caso mas comun en donde los individuos
desarrollan directa y finalmente solo testiculos u ovarios al completar la maduracion
sexual, hasta casos menos comunes como es el de las especies hermafroditas que

poseen tejidos gonadales funcionales tanto de hembra como de macho ©.



Muchos teledsteos son gonocoristicos, es decir que los individuos se desarrollan solo
como hembras 0 como machos y mantienen el mismo sexo durante toda su vida ®. Entre
las especies gonocoristicas hay especies indiferenciadas y diferenciadas, en las primeras
las gdénadas de todos los individuos inician en una estructura ovarica, el 50% de los
individuos contindian su desarrollo ovarico mientras el resto desarrolla el testiculo “?. En
las especies gonocoristicas diferenciadas el desarrollo gonadal temprano se da formando
ovarios o testiculos a partir de una génada indiferenciada. Este ultimo comportamiento es
el que presenta la trucha arcoiris O. mykiss. También es importante tener en cuenta que
los estados finales de madurez sexual encontrados en los peces pueden no reflejar la via

de desarrollo gonadal que se tomo inicialmente .

Las hormonas tipo esteroides son los inductores naturales de la diferenciaciéon sexual en
peces, que consiste en la formacion de lineas germinales macho o hembra con
organizacion somatica de las gonadas. La diferenciacion sexual primaria es seguida por el
desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias ©®. Sin embargo, en peces, el
desarrollo gonadal es influenciado también por fluctuaciones en factores intrinsecos como
crecimiento o comportamiento, o factores ambientales extrinsecos como la temperatura,

hormonas exdgenas o polucion ©.

El periodo donde el pez es mas susceptible a la intervencién endocrina es el tiempo
anterior a la diferenciacién sexual morfoldgica. En salmoénidos esto ocurre en el periodo
tardio pre-eclosién y el temprano post-eclosion . Es asi como el sexo genéticamente
prescrito puede facilmente ser anulado con esteroides exdégenos, siempre y cuando sean
aplicados en el momento y a las dosis apropiadas durante el desarrollo temprano 2. En
general, los estrégenos inducen feminizacion y los andrégenos inducen masculinizacion.
Sin embargo, hay reporte de reversiones sexuales paraddjicas tales como en el bagre de

canal (Ictalurus punctatus) donde los tratamientos con andrégenos inducen feminizacién
(22)



2.3 REVERSION SEXUAL MEDIADA POR HORMONAS

Es una técnica de control sexual directa en la cual se hace masculinizacion o
feminizacién por tratamientos con andrégenos o estrogenos durante el desarrollo

temprano de los peces de produccién .

En especies donde la hembra es cromosdmicamente homogamética (hembras: XX /
machos: XY), se puede utilizar una técnica donde en una primera etapa se realiza la
masculinizacion de hembras genotipicas (XX), provenientes de un lote de peces de
ambos sexos (XX y XY) generando asi un lote de hembras revertidas a machos
(neomachos), los cuales forman testiculos y producen semen, pero no poseen conductos
espermaticos y por esto las génadas deben ser removidas quirirgicamente, cuando
maduren para obtener el esperma ). Luego se realiza la fertilizacion de una ova normal
(X) con el esperma producido por los heomachos, la cual lleva solamente el cromosoma
(X) y todo esto llevara a una descendencia todo hembra (XX) genotipica y
fenotipicamente. (Fig. 1)®'" Unas de las especies en las cuales se ha llevado a cabo este
proceso han sido: goldfish Carassius auratus; la trucha arcoiris O. mykiss y el salmén del
Atlantico Salmo salar ©.

FIGURA 1. Método indirecto de feminizacion por tratamiento con andrégenos, apropiado

solamente para especies con hembras homogameéticas
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Fuente: Piferrer F. 2001(17)



De igual forma, en especies donde el macho es cromosémicamente homogameético, se
pueden producir progenies todo macho feminizando en un primer paso una progenie de
un cruzamiento normal, parte de la cual seran machos revertidos a hembras
(neohembras), que al cruzarse con machos homogameéticos produciran progenies todo

macho ©.

En trucha arcoiris O. mykiss, debido a la alta demanda de lineas monosexo hembras y
aprovechando que esta especie cuenta con hembras homogaméticas se ha utilizado la
primera técnica descrita, manejando como tratamiento androgénico, la hormona 17a-
metiltestosterona en estados tempranos del desarrollo del huevo y larva. Otras hormonas
utilizadas para este fin han sido andrégenos de origen natural como testosterona, 11

ketotestosterona y androstenediona ©.

También es factible la feminizacién, mediante el tratamiento hormonal con un estrégeno,
produciendo lotes todo hembra. Estos tratamientos son menos eficaces en revertir los
machos a hembras y por lo tanto se necesitan dosis mas elevadas para producir buenas
tasas de reversion. Otra diferencia importante con la masculinizacion es que los
tratamientos orales deben ser acompanados de inmersion en soluciones de estrégenos.
El estrégeno mas usado es el 17 [ - estradiol que es de facil obtencion y gran estabilidad

quimica ©.

2.3.1 La hormona 17 a —metiltestosterona. Es un androégeno sintético asociado al
desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias, la induccion
espermatica y la diferenciacion sexual. Ademas estimula el crecimiento del esqueleto,
posee efecto miotréfico selectivamente, que da lugar a un aumento de la masa muscular
en distintas especies y promueve el almacenamiento de nitrdgeno que se refleja en un

aumento del peso corporal .

2.3.2 Mecanismo de accion de la hormona. La hormona entra por difusién pasiva en la
célula diana, luego se une a un receptor proteico a quien induce un cambio en su
conformacioén vy, por ultimo, se da la accion directa de este complejo hormona-receptor
sobre el ADN, que determina la modulacion de la expresion génica que puede llevar a la

activacion o la inhibicién de determinados genes en la célula diana .



La localizacion celular de los receptores de esta superfamilia esta sujeta a bastante
controversia. En la trucha arcoiris O. mykiss la inmunorreactividad aparece confinada en

el nucleo celular cuando se utilizan anticuerpos contra el dominio de unién a la hormona
(14)

En peces teledsteos, la accion de esta hormona puede ser ejercida directamente sobre
las gdénadas o pueden ser el resultado de una accion indirecta sobre el higado, la hip&fisis
y/o el cerebro, que poseen también receptores de esteroides. Asi, como sucede en otros
vertebrados, las hormonas esteroides ejercen una regulacién mediante retroalimentacion
sobre el eje cerebro-hipofisis-génada. Esta retroalimentacién, tanto positiva como
negativa, incide sobre la sintesis y secrecion de gonadotrofinas y de GnRH ).

2.3.3 Administracion de la hormona. Basicamente existen dos formas para la
administracién de la hormona: por inmersion o por ingestién. La segunda es la mas
practicada, incorporando la hormona en la dieta normal y suministrandola por un periodo
establecido. Las variables a considerar son la naturaleza de la hormona, concentraciéon en

la dieta, lapso de tiempo del suministro y el momento del inicio del tratamiento ©.

Para el tratamiento por ingestion, la hormona sintética 17 a —metiltestosterona se incluye
en el alimento disuelta en etanol absoluto, el cual se evapora posteriormente. El rango de
concentracion se ha determinado por ensayo y error; pero la tendencia es usar la menor
concentracion que permita tener un porcentaje apropiado de reversion. El nivel normal
utilizado en la trucha arcoiris es de 3 mg/kg de alimento, lo que genera aproximadamente
un 100% de neomachos a partir de hembras genotipicas. Dosis de 1,0 y 0,5 mg/kg de
alimento producen igualmente buenos porcentajes de neomachos (80%). Con relacién al
tiempo de suministro a las concentraciones sefialadas, los mejores resultados se obtienen

con suministros entre 60 y 90 dias ©.

Para el tratamiento por inmersion se tiene en cuenta el periodo labil en los peces (periodo
tardio pre-eclosion y temprano post eclosion), ya que su determinacion ha facilitado el uso
de tratamientos con inmersiones de dos horas de duracion para inducir la feminizacién o
masculinizacién fenotipica ). Trabajos con salmén coho, (Oncorhynchus kisutch) sobre

tratamiento hormonal en inmersidén ha sugerido que para esta especie, el tratamiento



debe iniciarse cuando el 50% de las ovas estan eclosionadas y en una solucion de la

hormona de 400ug/L de agua ©.

2.3.4 Efectos de la hormona en tiempos diferentes. En las especies gonocoristicas
muchas influencias en la funcién gonadal que ocurren después de la diferenciacion sexual
estan asociadas con infertilidad, por ejemplo tratamientos en trucha arcoiris O. mykiss con
testosterona o estrogenos después de que la diferenciacion sexual ha iniciado pueden
detener la gametogénesis causando la suspension de la oogénesis en las hembras y la
regresion del testiculo en los machos ©®). Tratamientos realizados en tiempos superiores a
120 dias de edad producen porcentajes elevados de esterilidad, lo que también se

produce al aumentar la concentracion de la hormona ©.

Tratamientos en dietas con 17 a -metiltestosterona después de tiempo normal de
diferenciacién sexual en hembras de trucha arcoiris O. mykiss pueden inducir desarrollo
testicular, pero este efecto es transitorio y los efectos masculinizantes se reducen cuando
el pez es examinado seis meses después ©. Ademas, dosis altas en alevinos de trucha

arcoiris O. mykiss pueden producir, paradéjicamente, feminizacion. "
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3. HIPOTESIS
El tratamiento con la hormona 17 metiltestosterona en inmersion de ovas y larvas produce

resultados similares a los obtenidos por ingestion de la hormona con la ventaja de

presentar menores costos en el procedimiento.
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4.1.

4.2,

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar los porcentajes de reversion sexual mediante el uso de 17 a-metil
testosterona por ingestion e inmersién en larvas y ovas de trucha arcoiris

Oncorhynchus mykiss

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer los porcentajes de reversion sexual en cada uno de los tratamientos

hormonales.
Evaluar el efecto de la hormona sobre la talla y el peso.
Relacionar el costo/beneficio en cada uno de los procesos biotecnoldgicos y el

porcentaje de reversion de cada ensayo.
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5. METODOLOGIA

5.1 LOCALIZACION Y POBLACION

Este proyecto se realizo en la finca San Miguel (latitud 5°5524.38'N y longitud
75°18°14.69°°0), ubicada en la vereda San Miguel, La Unién — Departamento de
Antioquia (Colombia). A una altura de 2500 msnm, con una temperatura ambiente de 13°
y del agua de 11°, una humedad relativa de aproximadamente el 80% y una zona de vida
de bosque humedo montano bajo (bh-MB). La fuente de agua corresponde a la quebrada
San Miguel. El agua contiene un oxigeno disuelto de 8 a10 mg/L y un pH que oscila entre
7y7.5.

La poblacién de estudio se obtuvo de 1800 ovas embrionadas importadas desde los
Estados Unidos que fueron garantizadas como hembras en un 99%, las cuales llegaron
con 15 a 20 dias post-fertilizacion y fueron inmersas en incubadoras californianas. Estas
ovas se obtuvieron a partir de la empresa importadora ACUAGRANJA LTDA., localizada
en la ciudad de Santa Fé de Bogota, la cual a su vez compro las ovas a la empresa
TROUTLODGE ubicada en Washington (EEUU).

Las condiciones medio ambientales como calidad del agua (temperatura, oxigeno
disuelto) se mantuvieron controladas en cada uno de los grupos con el fin de disminuir el
error experimental.

5.2 TRATAMIENTOS DE REVERSION SEXUAL

Se evaluaron dos técnicas de reversion sexual mediante la hormona 17a-metil

testosterona asi:

Tratamiento 1: Reversion sexual por suministro de la hormona en el alimento.
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Al momento de la absorcion del saco vitelino y a partir de la apertura de la boca del
alevino, aproximadamente 15 dias post-eclosidon, se inicid el suministro de alimento

concentrado durante 60 dias, el cual contenia un 45% de proteina.

Preparacion del alimento concentrado:
La dosis empleada fue de 0.5 mg/Kg de alimento, disuelta en 57 ml de alcohol etilico al
97% vy luego vertida en 100 ml de aceite de cocina. La mezcla fue distribuida sobre una

capa fina del alimento y se homogenizé vigorosamente ©.

Tratamiento 2: Reversion sexual por inmersion.
Se realizaron tres inmersiones en una soluciéon de 1 mg de hormona diluida en 5 ml de

alcohol etilico/L de agua (En cada inmersion se utilizaron 2 litros de agua):

v' La primera inmersion se hizo al momento de la recepcion de las ovas durante la
aclimatacion, con aproximadamente 15 dias post-fertilizacion.

v' La segunda se realizé en el momento de la eclosion al cuarto dia después de la
recepcion cuando se encontraron mas del 80% de las ovas eclosionadas.

v La tercera se llevd acabo a 3 dias después de la ultima inmersion, cuando ya eran

larvas.
Tratamiento Control:
Este lote estuvo bajo las condiciones de cultivo estandar para trucha arcoiris (O. mykiss),
por lo tanto, no fue sometido a ningun tratamiento hormonal con el fin de realizar una
comparacion del desarrollo gonadal y en peso y talla con aquellos animales sometidos a

los tratamientos hormonales.

Se trabajo con tres replicas por tratamiento, cada replica con 200 ovas. Se asumid un
porcentaje de mortalidad hasta la etapa de juveniles del 25%.
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5.3 EVALUACION DE PARAMETROS PRODUCTIVOS

Se tomod, mensualmente, el 20% de los animales de cada replica en los tratamientos vy
grupo control, para hacer las mediciones de peso (g) y longitud total (cm), los cuales
fueron registrados por medio de una balanza digital con una precision de 0.2 g y un
calibrador Vernier con precision de 0.01mm, respectivamente. Las mediciones se tomaron
individualmente y los animales fueron anestesiados previamente para su manejo. La toma
de datos se llevo a cabo hasta los cinco meses de edad. La recoleccion de estos datos se
hizo a través de unas planillas (Anexo A).

El porcentaje de supervivencia se calculo con la féormula:

ECUACION 1.

# de juveniles sobrevivientes % 100
# de ovas sembradas

% de supervivencia =

Para establecer la efectividad de cada uno de los tratamientos sobre el desarrollo gonadal
de los animales, se sacrificd, a final del experimento, el 40% de ellos para realizar la
técnica de squash, el cual consiste en aplicar una fuerte presién sobre las génadas a las
que previamente se les realizo una tincidn con azul de metileno, puestas en un
portaobjetos para observar la morfologia del tejido con un microscopio, determinando asi,
si corresponde a un macho, si se observa tejido uniforme sin células redondeadas visible,
0 a una hembra, si todo el tejido presenta células grandes y redondeadas
correspondientes a las oogonias. Un animal con ambos tipos de células en la misma
gonada se consideré como intersexo. (Comunicacion personal: ASOACUICOLA: Jhon
James Betancur Lopez. 3 de diciembre de 2007). Este procedimiento se realizé en el

laboratorio de histologia de la Universidad CES sede Poblado.

Se tomaron registros de gastos generales en cada uno de los tratamientos utilizados para

establecer la relacién costo — beneficio general.

15



5.4 ANALISIS ESTADISTICO

Este trabajo de investigacion tuvo un muestreo aleatorio simple (MAS) con ftres
tratamientos cada uno con tres replicas con mediciones mensuales durante cinco meses
que incluye estadistica descriptiva y analisis de varianza. Por considerar las muestras

independientes, no se tratara como medidas repetidas en el tiempo.

Las variables morfométricas de peso y longitud total son cuantitativas de tipo numérico
continuo y las variables de porcentaje de mortalidad y de reversion sexual son
cuantitativas de tipo numérico discretas. Todos los datos fueron registrados en una hoja

(Microsoft Excel)

de calculo y procesados mediante el paquete estadistico JMP™,

5.5 CONTROL DE ERRORES Y SESGOS
El experimento se llevd a cabo bajo condiciones controladas, las mediciones y manejo de

los animales fueron realizadas por el mismo personal, los muestreos se realizaron de

forma aleatoria y al mismo tiempo en todos los tratamientos.
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6. CONSIDERACIONES ETICAS

Las ovas importadas que se utilizaron en este proyecto no fueron manipuladas en exceso
para evitar el estrés, y durante la toma de datos, los animales se anestesiaron para
facilitar su manejo. El tratamiento hormonal y la toma de datos se realizaron por personal
capacitado siguiendo los protocolos de buenas practicas de manejo establecidos en la
truchera San Miguel. Los tratamientos y los factores fisicos, quimicos y biolégicos del
agua estuvieron bajo control durante todo el tiempo. El sacrificio de los animales se
realizé por el método de disminucion gradual de temperatura, es decir, inmersién a bajas

temperaturas de agua (4°C) para que el metabolismo vaya disminuyendo su ritmo.

Adicionalmente, durante la aplicacién de la hormona, no se permitié el acceso directo a
ninguna mujer, ya que es una hormona masculinizante que podria tener efectos no
deseados sobre su metabolismo hormonal. Los efectos residuales de la hormona no son
acumulativos en el tiempo y su rapida degradacion no permite su presencia al momento
del sacrificio ®. Los animales sacrificados no fueron destinados al consumo humano. La
disposicion final de los animales sacrificados se realizo bajo los protocolos de sanidad

establecidos para la estacion piscicola.
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7. RESULTADOS

En la tabla 2 se presenta la cantidad de animales observados y el porcentaje de cada
sexo, identificados a través de la técnica de squash. En el Control se observaron los
resultados esperados al obtener solo hembras (100%) en el total de los animales
muestreados. En el tratamiento hormonal se observaron animales revertidos de forma
parcial (intersexo) (11.5% para ambos tratamiento) o totalmente (machos) (28.85% vy
11.36% en Alimento e Inmersion, respectivamente) (Ver anexo1-5). Se observé un mayor
efecto de la hormona en el tratamiento Alimento que en el de Inmersién. (Véase figura 2)

TABLA 2. Resultado del “squash” en cada tratamiento

Tratamientos=> Alimento Inmersion Control
Sexo Cantidad % Cantidad % Cantidad %
Hembras 31 59,62 68 77,27 64 100,00
Machos 15 28,85 10 11,36 0 0,00
Intersexo 6 11,54 10 11,36 0 0,00

FIGURA 2. Resultado del squash en cada tratamiento

RESULTADOS DE SQUASH
100,00%
50,00% }/l: I | I
0,00% m HEMBRAS
6\;\0 Qb\o\\ \{\@OV MACHOS
V{;}@ \@'-3’ & INTERSEXO
TRATAMIENTO

La correlacion peso vy talla fue alta y significativa, lo cual sugiere que el peso tiene un

comportamiento similar a la talla en cada uno de los tratamientos (véase tabla 3).
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TABLA 3. Correlaciones entre peso y talla de los animales analizados en los diferentes

tratamientos para los diferentes momentos del muestreo

Tratamientos Noviembre Diciembre Enero Febrero

Alimento 0,8314***  0,9285*** 0,9234*** 0,7871***
Inmersién 0,7673***  0,8791*** 0,9348*** 0,9017***
Control 0,7985***  0,9219*** 0,9457*** 0,9073***

*Significativo **Muy significativo ***Altamente significativo

El porcentaje de sobrevivencia fue mayor en el tratamiento Inmersién seguido por el

Control y finalmente el de Alimento. (Véase Tabla 4)

TABLA 4. Porcentaje de supervivencia.

Alimento Inmersion Control

Porcentaje de
. _ 21,83 36,67 26,83
supervivencia

En las figuras 3 y 4 se observan los resultados de la estadistica descriptiva para los pesos
y las tallas en los diferentes tratamientos. En ambos, la media aritmética siempre presento
un valor en aumento con varianza variable y un coeficiente de variacion para las tallas con
un rango entre 8 y 14, sugiriendo una homogeneidad en los datos. No asi para los pesos

que presentaron una mayor variacion.

FIGURA 3. Resultados estadisticos de la talla por tratamiento en el tiempo.

OCT MOV DEC ENE FEB
Tratamiento => A i c A i c A i L A I i A i C
MDA ARTUETICA AT 7 1945 28ER S041 55,12 553 #9445 BEle B4SD 5413 10RSD HELS 12197 B33 17 125496
[ S DI DM TR 263 354 318 S5A] 430 458 484 FOS5 B3S 19,10 47 1XSD JAEY IXEl 1063
VARBHTR 13 2% 9.8 3133 184 L1 2RI M5 BTG IPELY ZIBGD InGEd FELSE LELZA land:

CORFCENTE 06 vaRdmooN 3,64 2201 LDE4 134 T7E EAT H4% EBID S3E 13 13E9 118% 113 022 1R

" 53 a5 s &1 b B o & &7 p | | 42 i a0 =

*A: Alimento. I: Inmersién. C: Control
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FIGURA 4. Resultados estadisticos de peso por grupo en el tiempo

MOV DIC EME FEB
Tratamiento = A i L= A i C A i L= A J s
WD ASITMETICA 132 1% 184 393 6,69 738 11,69 1452 1495 1735 25499 2159
OESYIACIONESTANDER o490 054 049 090 168 181 465 566 523 353 648 5,06
WERIANTE 030 o299 o224 082 283 3328 21,62 32,01 2740 12,435 41,3F 35,52
COIEFRCIEMTE [ WARLE M 5,12 27,56 26,57 1301 25,16 2453 39,78 3&596 3500 Z0,3F X485 27,61

[ 55 0 80 49 51 3z 24 50 42 22 19 27

En todos los tratamientos se presentaron crecimientos en talla y peso través del tiempo
siendo muy similares el tratamiento Control y el de Inmersion seguidos por el de Alimento.
(Figura 5y 6)

FIGURA 5. Talla de cada grupo en el tiempo. FIGURA 6. Peso de cada grupo en el

tiempo.
CRECIMIENTO
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3 . —=— INVERSION @ 15 // —=— INMERSION

— i
2 —" CONTROL a 10 : CONTROL
S 5 e
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En el mes de octubre no se tomaron datos de peso, debido que el equipo utilizado para
realizar el pesaje no tenia la suficiente sensibilidad para arrojar los valores precisos del
peso de los alevinos, todavia con tamanos muy pequeios. Hasta el mes de noviembre se
observé un aumento de peso similar y desde alli se presentaron diferencias durante el

resto del ensayo.

El costo beneficio se determind partiendo de que los costos fijos para todos los
tratamientos fue exactamente el mismo (alimento, mano de obra, valor de ovas) y
conociendo el precio por gramo de la hormona utilizada, el cual fue suministrado por la
empresa Acuagranja LTDA. La hormona 17 a- metiltestosterona marca SHEBEN en una

presentacion de 10gr cuesta $145.000 pesos colombianos esto equivale a $ 14.500 pesos

20



colombianos por gramo. En el grupo alimento se prepararon tres porciones de 1 kg cada

una, teniendo en cuenta la dosis de 0.5 mg de hormona por cada Kg de alimento, se

utilizaron en total 1.5 mg de hormona. En el grupo inmersion se utilizaron 2 litros de agua

por cada procedimiento que fue realizado en tres oportunidades y la dosis utilizada fue de

1mg por litro de agua, en total se utilizaron 6 mg de hormona para este tratamiento. Con

base en este calculo, en el presente trabajo, el tratamiento hormonal suministrado por

alimento es mas costoso que por inmersion (Vér tabla 5).

TABLA 5. Costo de cada tratamiento (pesos colombianos)

ALIMENTO INMERSION
RUBRO COSTO/UNIDAD UNIDADES  COSTO TOTAL COSTO/UNIDAD UNIDADES COSTO TOTAL
HORMONA (mg) $14,5 1,5 $21.75,00 $14,5 6 $87,0
ACEITE (ml) $13,0 300 $3.900,00 $0,0 0 $0,0
ETANOL (ml) $6,0 171 $1.026,00 $6,0 10 $60,0
TOTAL $4.947,75 $147

La diferencia entre los dos tratamientos con respecto a los costos es de $4.800 pesos

colombianos. El costo de cada tratamiento con relacion a su eficiencia arrojé el dato de

cuanto costé un neomacho por inmersién y por alimento. Un neomacho creado a partir del

la utilizacion de la hormona en el alimento costdé $329,85 pesos colombianos, mientras

que por inmersion $14.7 pesos colombianos. (Ver tabla 6)

TABLA 6. Costo por animal revertido (pesos colombianos).

ANIMALES REVERTIDOS

TRATAMIENTO COSTO TRATAMIENTO COSTO POR NEOMACHO
TOTALMENTE
ALIMENTO $4.947,75 15 $329,85
INMERSION $147 10 $14,70
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8. DISCUSION

El tratamiento hormonal con androgenos se ha venido utilizando en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) para obtener lotes solo hembras (monosexo). Se han utilizado
diferentes dosis en alimento e inmersién suministradas en las primeras etapas de la vida
del pez, buscando la reversién y la formacion de los conductos espermaticos que

permitan la salida del semen de una manera fisiologica.

Con los resultados encontrados se pudo observar que hubo reversion sexual de células
gameéticas en los tratamientos con hormonas respecto al Control. La reversién sexual fue
mayor en el tratamiento Alimento que en Inmersién, en ambos, la reversion se dio en un
porcentaje bajo, comparado con los resultados esperados basados en estudios anteriores
que se mencionan a continuacion. Ademas, en los tratamientos hormonales se
presentaron animales con un combinacion de células en diferenciacion en la génada, este
estado se identific6 como intersexo, es decir, en sus gonadas existen tejidos tanto de
testiculo como de ovarios en distintas zonas. Debido a la edad de sacrificio (5 meses) no
se pudo determinar si finalmente serian machos funcionales o no, ya que estos intersexo

en su fase adulta pueden finalmente desarrollar completamente el tejido testicular.

8.1. HORMONA EN EL ALIMENTO

La reversion sexual en el tratamiento de Alimento fue baja comparado con resultados

arrojados por estudios previos.

Probablemente la dosis tan baja utilizada en este trabajo sumada al tipo de protocolo que
se ha manejado en Colombia con dosis mayores fue el punto para reducir la reversion. La
dosis de hormona se utilizé bajo un protocolo de preparacién diferente al que habia dado
los altos porcentajes de reversion. En el protocolo utilizado no se realizé la inmersién del
alimento en alcohol con la hormona como se hace en Brasil (comunicacién personal: Dra.
Yara Aiko Tabata. 3 de octubre de 2008), sino que se roci6 la hormona diluida en alcohol

sobre el alimento. Teniendo en cuenta la dosis tan baja utilizada, la inmersién del alimento
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garantiza la incorporacion y homogenizacion de todo el concentrado con la hormona,
llevando asi a que todos los peces puedan tener igual contacto con la hormona durante el

consumo.

En Chile, dosis de 1,0 y 0,5 mg/kg de alimento produjeron buenos porcentajes de
neomachos (80%)®. Segin la Dra. Tabata, las dosis administradas oralmente de
250ug/kg de alimento ofrecida durante 60 a 90 dias a partir del inicio de alimentacién
exdgena produce un 95% de masculinizacion en lotes 100% hembras. (Comunicacién

personal: Dra. Yara Aiko Tabata. 20 de enero 2009).

Por otro lado, el Dr. Ninhaus trabajo con dosis de 0.5mg/kg con un 80% de reversion
sexual desarrollando conductos espermaticos en los neomachos, evitando asi el posterior
sacrificio de éstos. (Comunicaciéon personal: ASOACUICOLA: Zootecnista Francy Rojas.
10 de octubre de 2007). Para este ensayo, esta fue la dosis utilizada pero a causa de la

duracién del ensayo, no se pudo determinar si se habian formado o no los conductos.

La dosis utilizada para la aplicacion de la hormona en tratamientos con el alimento habia
sido de 3 mg/Kg alimento con una reversiéon del 90% (Comunicacién personal:
ASOACUICOLA: Zootecnista Francy Rojas. 20 de junio de 2006). De otra parte, en
Venezuela, se utilizdé la misma dosis con un 57% de las hembras masculinizadas, 27%
presentaron génadas atrofiadas y 16% no fueron afectadas por el tratamiento ). En Chile,
con una dosis de 3 mg/kg de alimento, obtuvieron aproximadamente un 100 % de
neomachos a partir de hembras genotipicas. © Sin embargo, con estas dosis se reporta la
necesidad de sacrificar los ejemplares debido a que origina el cierre de conductos
seminales en las hembras masculinizadas, y en el momento de la maduracion el semen
no encuentra salida por lo que es necesario extraer los testiculos para poder realizar las

actividades de reproduccion ©*
8.2. HORMONA EN INMERSION

En el tratamiento de Inmersion los bajos porcentajes pueden explicarse por el momento

en que se realizaron los tratamientos.
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La reversidon que se obtuvo en el tratamiento de Inmersion probablemente se debid a que
la hormona fue almacenada en el saco vitelino durante los banos pero fue suministrada en

un periodo mas temprano del indicado, lo que hizo que se diluyera el efecto hormonal.

Esta afirmacion se hace después de haber consultado estudios que muestran periodos
diferentes para realizar este tratamiento aunque ninguno reporta porcentajes de reversion.
Los bafios de inmersién en salmonidos aplicados préximos a la eclosion son eficientes
para vehiculizar los esteroides, ya que estas especies poseen un gran volumen de vitelo,
que sirve como reservorio para la hormona, que es absorbida durante la fase de
diferenciacion sexual """ Sin embargo, en este trabajo se mostré que inmersiones en esas
etapas no dieron muy buen resultado. La Dra. Tabata afirma que el momento mas
adecuado para realizar la inmersion es la diferenciacion sexual que en trucha arcoiris (O.
mykiss) corresponde al tiempo de absorcién del saco vitelino. (Comunicacién personal:
Dra. Yara Aiko Tabata. 20 de enero de 2008). Ademas ya se ha establecido que el
periodo de mayor sensibilidad al tratamiento hormonal es a partir de la primera

alimentacion en la especie en mencién. ¢

En cuanto a la dosis, en el pais no se han reportado ensayos al respecto. En salmén coho
(O. kisutch), el mayor porcentaje de machos se produce al aplicar una sola inmersioén a
los 514 grados dia en una soluciéon de 400 ug de 17a-metiltestosterona por un lapso de
dos horas, obteniéndose un 78% de machos ©. En el salmén coho la diferenciacion
sexual se da antes de la primera alimentacion y por esto las inmersiones se realizan en
estos periodos (Comunicacion personal: Dra. Yara Aiko Tabata. 20 de enero de 2008). En
Chile Dazarola et al., (1990), obtuvieron truchas monosexo por inmersion e ingestién de
17 a-metiltestosterona, alcanzando un 81% de machos ®, pero se desconoce las dosis y

los tiempos de inmersion.

En un ensayo posterior podria probarse si el mejor momento para realizar la inmersion es

en el que las larvas estén absorbiendo el saco vitelino.
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8.3. CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA

El crecimiento en el Control fue mayor comparado con el de los tratados hormonalmente,
sugiriendo que existidé una relacion negativa de la hormona sobre el crecimiento de los
otros dos tratamientos. Sin embargo, en Sea Bass europeo (Dicentrarchus Zabrax L.)
tratadas con 17 ametiltestosterona en la racién, menciona que el tratamiento hormonal
acelera el crecimiento en juveniles (hasta los 3 meses) y suprime el crecimiento de
adultos . Para la tilapia roja (Oreochromis spp) se realiz reversién sexual por

inmersion pero la hormona no afecté los parametros de peso, longitud y altura *¥

Resultados arrojados en un ensayo en Venezuela con reversion sexual en trucha arcoiris
(O. mykiss), bajo la utilizacién de 17 a-metiltestosterona en el alimento, son similares a los
del presente estudio. Para ellos el peso promedio del grupo control fue mayor que el
experimental, 245,07 + 178,23 vs. 187,03 + 138,82 g + DE, respectivamente. Los pesos

fueron también diferentes a lo largo del tiempo de cultivo.®

El menor crecimiento lo mostré el tratamiento de Alimento, el cual en sus primeras etapas
de alimentacion tuvo problemas al adquirir el concentrado debido a que el tamafio de la
particula fue el mismo desde la primera alimentacion hasta el final del tratamiento (dia 60)
dificultando en los ultimos dias la aprehension de la racion. Aunque el almacenamiento se
realizd en las condiciones Optimas establecidas, es posible también que la utilizacién de
aceite en esta preparacion haga mas susceptible el concentrado al enranciamiento y de
esta forma hacer que los peces lo rechacen. Por su parte, el tratamiento de Inmersion
tuvo un bajo crecimiento debido probablemente a la densidad que se manejo, ya que a
pesar de que siempre estuvieron confinados en el mismo espacio, siempre hubo mayor
nuamero de peces en el tratamiento de inmersion debido a que fue el grupo con mas baja

mortalidad del ensayo.

En cuanto a la sobrevivencia, en los tres grupos fue baja comparada con la esperada para
la especie (80%) y se encontrd que el tratamiento hormonal no afecto la sobrevivencia. El
grupo de Inmersién tuvo una mayor sobrevivencia que los otros dos. La sobrevivencia
baja pudo responder a otros factores medioambientales como turbidez del agua (en

invierno), escasez del agua (en verano), enfermedades y altas densidades manejadas en
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la granja. Sin embargo se afirma que tratamientos con esteroides sintéticos resultan en
alta mortalidad en la mayoria de las especies. Asi, la masculinizacién de especies con

machos heterogaméticos puede llevar a una menor sobrevivencia (24%) de machos XX.
(16)

En estudios previos obtuvieron una sobrevivencia menor en el grupo tratado con
hormona; sin embargo, en ambos casos el valor fue muy similar (sin descender del 95%),
indicando que la hormona utilizada bajo las condiciones de ese estudio no afectd la

sobrevivencia de las truchas. ©

En tilapia roja se observaron valores de sobrevivencia similares entre el grupo tratado y el
control de mas del 75% reportado para la especie durante los tres primeros meses de vida
¥ Para este trabajo la sobrevivencia de los alevinos sometidos al tratamiento de
inmersion también fue levemente superior a la de los alevinos del tratamiento de reversion

por alimento.

8.4. RELACION COSTO/BENEFICIO

El mayor porcentaje de reversion fue obtenido suministrado la hormona con el alimento,
pero en este trabajo resulto mucho mas costoso producirlo, por lo tanto, para aprovechar
los bajos costos por el tratamiento por inmersion se sugiere modificar los momentos de

exposicion a la hormona.
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9. CONCLUSIONES.

La hormona 17 a-metitestosterona, a las dosis utilizadas, produjo un efecto
masculinizante tanto en el tratamiento Inmersiéon como en el de Alimento. La reversion fue
baja en ambos, sin embargo se presentd una mayor reversion en el tratamiento Inmersion
que en el de Alimento En ambos tratamientos se obtuvieron animales revertidos

parcialmente (intersexo).

Se presentaron menores valores en las variables de peso y talla en los animales tratados
con hormonas respecto al control, debido a factores ambientales (tamafo de la particula
de concentrado en el tratamiento alimento y densidades mayores por menor mortalidad

en inmersion) que no fueron controlados.
Es mas rentable producir neomachos a través del uso de la hormona por el método de

inmersién en una solucién que contenga la hormona que la aplicacién de la misma en el

alimento.
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10. RECOMENDACIONES

Es necesario alargar el tiempo del ensayo y evaluar la eficacia de los tratamientos
realizando pruebas de progenie en los animales aparentemente revertidos para tener

resultados mas precisos.

La utilizacion de una técnica de histologia especifica para las gonadas permitira tener

resultados mas obijetivos y préximos a la realidad.

Se sugiere que en proximos ensayos se realice una previa dilucién de la hormona en
alcohol para luego hacer la inmersion del alimento, posteriormente secar el concentrado

en un horno y almacenar para administrarlo a los peces diariamente.
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ANEXOS

Anexo 1
Fotografia en objetivo 10X de génadas del tratamiento Alimento.

A y B Fotografias de gdénadas con caracteristicas masculinas (neomachos). Se
observa presencia de tubulos seminiferos por todo el tejido gonadal en forma de
lineas tortuosas. No se observan oocitos.
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Anexo 2
Fotografia en objetivo 10x de génadas del tratamiento Inmersion.
A y B Fotografias de goénadas con caracteristicas masculinas (neomachos). Se

observa presencia de tubulos seminiferos por todo el tejido gonadal en forma de
lineas tortuosas. No se observan oocitos.

(A)

(B)
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Anexo 3
Fotografias en objetivo 10X de génadas de animales control.
A y B Fotografias de goénadas con caracteristicas femeninas. Se observa

presencia de oocitos (células esféricas) por todo el tejido gonadal. No se observa
tejido gonadal masculino.

(A)




Anexo 4
Fotografias de gonadas de animales no revertidos (hembras) de Alimento e Inmersion.

A y B Fotografias de génadas con caracteristicas femeninas. Se observa presencia de
oocitos (células esféricas) por todo el tejido gonadal. No se observa tejido gonadal

masculino. La fotografia B es vista a través de un objetivo de 100x. En estas se observa la
forma cilindrica de los oocitos.

(A)

(B)
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Anexo 5

Fotografias de génadas por el método de squash de animales revertidos parcialmente
(intersexo) en tratamientos de Alimento (A y B) e Inmersion (C y D).

A, B, C y D Fotografias de génadas con caracteristicas femeninas y masculinas
(intersexo). Se observa presencia de oocitos (células esféricas) y de tejido gonadal
masculino caracterizad por tubulos seminiferos (lineas tortuosas).

(©) (D)
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