UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y
AGROPECUARIAS

DIVISION DE CIENCIAS VETERINARIAS

USO DE LA FLUOXIMESTERONA EN LA INVERSION SEXUAL DE
LA TILAPIA DE LA LINEA Niloticus Stirling EN EL CENTRO
ACUICOLA JALA, TECOMAN, COL.

TESIS PROFESIONAL QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MEDICO VETERINARIO Y ZOOTECNISTA
PRESENTA:

PMVZ. JACQUELINE VILLAFUERTE RINCON

DIRECTOR:
BIOL. MAURILIO SOTO ESPINOZA

ASESORES:

MC. DAVID AVILA FIGUEROA
MC. MARTIN PEREZ PENA

LAS AGUIJAS. ZAPOPAN, JALISCO, JULIO DE 2008



BN AR

Agradecimientod

En nuestras vidas nos enconframaos siempre una mano amiga que nos ayuda &
levantarnos cuando bhemos caido o nos da alguna leccion de vida

Varias personas han estado en mi camino y se han converlido en pieza

@ importante desde ¢! principio de mi preparacion académica o de la vida misma.

Aoradezco enfonces:

A Dios, por darme vida, por colocar a mi paso a fodas aquellas personas que
mediante &l han sido guia en mi camino. También por darme fuerza cuando
me be senfido vencide,

A mis “Padres. a quienes adoro, por cuidar cads uno de mis pasos, gracias por
su amor y comprensién, por ustedes soy fo que soy.

S mis hermanos, por los pocas o muchos momentos que disfrute su comparia,
especialmente a Claudia que ba sido como una madre y una gran amige,
sabes que fe quiero mucho !

i profesor “Francisco Bmezcua, quien me hizo ver que valia lo pena confinuar
Y que gracias a ¢ renacid en mi el infeds por prepararme, pues ba sido de las
personas que mas ba creido en mi

A i amige Bérbars, por su amistad y fodos los momentas divertidos que hemas
pasamos, espero fener fu amistad por stempre

A1 bidlogo Floaguin Campos, a quien admiro por ser ef gran ser humano gue es
Gracias por orientarme en la cleccion y realizacion del proyecto y levantarme
ef énimo,

q RBdolfo, gracias por u paciencia, amistad i ayuda en lo realizacion de éste
trabajo. De # be aprendido mucho, gracias por fodo. &res alguien especial

A las familias que conoci en Tecomén, que me brindaron apoyo desde mi llegads,

me dieron su amistad y me abrieron las puertas de su bhogar

4 Iz memoria de Dora Clemen (gpd)



CONTENIDO

BEBUMENL.co.oiim vt irimasiissmansisisns s
INTRODUCCION Y MARCO TEORICO........ooueeeerrereererseeeeseersesssesesssens 1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.........cocovimucicrecseiesessiesssesssesasnns 10
JUSTIFICACION, csuvussisiminmimimmmimmisisnaanviminsmmmasssss 0

HIPOTESIS. ..ot eee e eeeeeeee e eees e s ee s s s s s e e e e se s s e seseeesmsmsesen 12

RESULTADOS ...t eeeeeeeeee e seeeee e seesessssnesesseneennnenn 21
DISCUSION. ..ottt eeee et eeesseesesasssssssns s e smeeeneeseenss 31
CONCLUSIONES. ..ottt ee s ee s se st es et 33

BIBLIOGRAFIA ..o e e s s s e e e eee e e et ees st es e 34



RESUMEN

El cultivo de la tilapia aunque cuenta con muchas ventajas tales como su
capacidad de adaptacion, rapido crecimiento y resistencia a enfermedades,
presenta una gran desventaja al producirla, que es su precocidad y alta tasa
reproductiva, lo cual causa sobrepoblacion en estanques impidiendo el
crecimiento de los peces. El método que se ha utilizado para controlar la
reproduccion precoz de manera muy eficaz, es la inversion sexual. Este
tratamiento consiste en aplicar a los alevines hormonas androgénicas en sus
primeras 4 semanas de vida, es decir, en etapas tempranas de su desarrollo,
cuando no se han diferenciado los tejidos gonadicos; para producir poblaciones
masculinizadas, en virtud de que el macho presenta mayor crecimiento. La
hormona mas utilizada es la 17- a- metiltestosterona, que ha sido muy eficaz,
pero de dificil obtencion. En ésta investigacion se evalud el uso de la
fluoximesterona en la inversién sexual de alevines de tiapia de la linea
Niloticus Stiriing, con el objetivo de demostrar el efecto de dicha hormona sobre
la inversion sexual Para ello se utilizd un grupo control (tratado
conl17- a- metiltestosterona) y un grupo experimental (tratado con
fluoximestereona) con variantes en la aplicacién del tratamiento de 2, 3 y 4
semanas. Siendo cada grupo de 6000 alevines de tilapia Niloticus Stirling. La
deteminaddén sexual se realizd mediante el sexado visual al término de la
etapa de crecimiento. Los resultados obtenidos muestran que la
fluoximesterona a dosis de 20mg en tratamientos de 3 y 4 semanas los peces
muestran un efecto de inversion de sexual del 100%. Ademas se observo un
incrementc en el crecimiento en un 15 a 20%, mayor al uso de Ia
17- o- metiltestosterona. El analisis histologico de las gonadas de los peces
mostré cambio de tejide ovérico a testicular. El tratamiento de inversidon sexual
mediante la aplicacién de fluoximesterona presenta una alta efectividad,
requiere de un menor tiempo de exposicidén, es mas accesible y representa
mayores beneficios econémicos.



INTRODUCCION Y MARCO TEORICO

La produccién piscicola ocupa el quinto lugar de importancia en la produccién
pecuaria mundial. Este producto provee el 25% de la proteina de origen animal en
paises desarrollados y el 75% en paises en via de desarrollo (22). La acuacultura
es una actividad con gran potencial de desarrollo en México debido a que existen
las condiciones climaticas y técnicas necesarias para desarrollar esta actividad,
ademas invertir en este rubro representa una inversion atractiva ya que es de alta

rentabilidad (11).

La acuacultura es una actividad que consiste en la manipulaciéon de biotipos
acuaticos naturales o artificiales, y engloba todas las actividades que tienen por

objeto la produccién de especies Utiles para consumo humano (5, 6).

En las ultimas décadas, la acuacultura en México ha adquirido gran relevanda, y
esta representada por especies dulceacuicolas entre las que destacan la tilapia,
carpa, trucha y bagre (16). Por otro lado, de acuerdo a declaraciones de
CONAPESCA (2007), la acuacultura se ha convertidc en una actividad relevante
ya que el plan rector del Gobierno Federal contempla el garantizar el
aprovechamiento sustentable de los recursos pesqueros y generar certeza
juridica en las actividades productivas. En este sentido, la nueva Ley General de
Pesca y Acuacultura Sustentables, reconocen a la pesca y la acuacultura como
actividades que fortalecen la soberania alimentaria y territorial de la nacion,

considerandolas de seguridad nacional y prioridad para el desarrollo del pais.

Aungue, existen diversas especies y variedades de peces, una de las mas

utilizadas en la acuicultura es la tilapia debido a su alto nivel proteinico, bajo costo



de produccién y precio de venta asequible respecto a otras especies piscicolas, lo

cual la convierten en un producto de gran importancia (31).

Los primeros descubrimientos acerca de la existencia de la tilapia datan de hace
unos 18 millones de afios y se remontan al Africa oriental. Entre 1908 y 1916 se
reportaron mas de 95 especies diferentes de tilapia en Africa, y se empezo a
desarrollar una metodologia para el manejo de la incubacién y el cuidado de

alevines para la produccién de peces para consumo (1).

En 1924 se inici¢ el cultive experimental de la tilapia en Kenia, el cual se extendié
a Zaire, cuya practica se propag6 hasta Sudafrica. Simultaneamente, desde Java
se difundio hacia el Sureste Asiatico donde en sus inicios la tiapia fue
considerada como una especie indeseable. En Malasia su cultivo provocd gran
expectativa debido a su alto potencial productivo, lo cual contnbuyé a que de 1850
a 1970, ésta especie fuera distribuida al resto del mundo, tanto en zonas

tropicales como subtropicales (39).

Los primeros pies de cria de tilapia fueron introducidos a México en la década de
los 60, motivados por el éxito alcanzado en ofras naciones tropicales del mundo
(47). Para 1964, se introdujeron al pais las especies Tilapia rendalli Oreochromis
aureus y Oreochromis mossambicus, procedentes de norte América las cuales
fueron llevadas al Centro Acuicola de Temascal, en el estado de Oaxaca. Para
1970 la especie mas importante en la produccién nacional fue la Oreochromis

aureus (11).

En 1978, se importd de Panama un lote de O. niloticus, que iniciaimente se

depositdé en el Centro Acuicola de Tezontepec de Aldama, Hidalgo y para



asegurar su sobrevivencia, fueron enviados al centro Acuicola de Temascal,

Oaxaca (23).

A principios de 1981 se intensifico la acuicultura para el fomento del cultivo de 4
especies: Bagre, Campa, Trucha y Tilapia. A partir de este periodo se superd la
etapa de la piscicultura de siembra y propagacion en aguas dulces y se comenzo

a desarrollar una acuicultura intensiva en estanques.

En 1986 nuevamente se importd un lote de la especie O. niloticus, junto con
algunos ejemplares de la variedad hibrido rojo, los cuales fueron donado a México

por la Universidad de Stirling.

Debido a sus caracteristicas, las especies que mas se cultivan en México son; O.
niloticus, O. mossambicus y O. aureus, asi como algunos hibridos resultantes de
la cruza de las especies antes mencionadas, especialmente O. niloticus var.
Stirting la cual ha sobrevivido por su gran adaptabilidad y mayor calidad de carnes

en relacion a la cantidad de espinas (11).

El género Oreochromis presenta las siguientes caracteristicas:

= Cuerpo comprimido lateralmente, a menudo discoidal y raramente alargado.
= Las aletas dorsal y anal son cortas, la caudal redondeada.

= Piel cubierta por escamas.

= Boca ancha y bordeada de labios gruesos.

= Por ser una especie tropical su temperatura oscila entre los 20 y 30°C (34).



Color variable conforme a su distribucion geografica, aunque generalmente
es de color gris plateado uniforme, con matices violeta en los flancos, con
aletas dorsal y pectoral rojizas.

El tamano del macho es invariablemente mayor al de la hembra.

Su ciclo de vida comprende 5 etapas: huevo, alevin, cria, juvenil y adulto
(8).

La diferenciacidn gonadal se presentan entre los 16 y 20 dias de edad; al
dejar de ser alevin, alcanzan su madurez sexual entre el segundo y tercer
mes de edad, y una longitud de entre los 8 a 18cm, y un peso que oscila
entre los 70 y 100g (2).

Algunos son incubadores bucales; las hembras guardan los huevos en su
boca después de la fertilizacion. Su periodo de incubacion varia entre las
60 a 72 h, y pueden permanecer en la cavidad bucal de 5 a 8 dias (46).

Las hembras pueden desovarde 6 a 12 veces por ano.

Presentan un indice de conversion alimenticia de 1a 1.5 kg.

Acepta diferentes tipos de alimentos entre los que se encuentran las
mezclas comerciales balanceadas, alimento natural (algas, plancton y
fitoplancton) y productos agricolas (desechos de semillas y forraje), los

cuales pueden disminuir los costos de produccién (24).

demas, el cultivo de tilapia puede ofrecer ciertas ventajas entre las que destacan

1S siguientes:

Son especies de gran resistencia fisica.
Presentan alta capacidad de adaptacidon

Su crecimiento es rapido.

®



= Ofrecen resistencia al desarrollo de enfermedades.

= Elevada productividad.

= Pueden desarrollarse en condiciones de alta densidad poblacional,
siempre y cuando cuente con el aporte necesario de agua, oxigeno y
temperatura constante.

= No requiere de instalaciones costosas y/o complejas.

= Se puede manejar en policultivos con otras especies (31).

Uno de los inconvenientes que presenta la produccion de tilapia, es su elevada
precocidad reproductiva, ya que alcanza su madurez sexual ente el segundo y
tercer mes de crecimiento lo cual puede generar sobrepoblaciéon (38), y por
consiguiente, pérdida de tiempo en manejos adicionales, aumenta el costo de
produccién, disminuye el alimento disponible debido a la sobrepoblacion en los
estanques y retraso del crecimiento debido a perdida energética que ocasiona la

reproduccion (20).

Debido a lo anterior, para el cultivo de la tilapia se realizan diversas practicas para
el control de su reproduccion (31), entre las que se pueden mencionar:
1. Cosechas periodicas de alevines con redes para reducir la competencia
por alimento.
2. Cultivos monosexo; separaciéon de los peces por sexo tras un periodo de
cultivo (19).
3. Siembra de alevines machos hibridos; peces procedentes de
reproductores de lineas puras que presenta una elevada tasa de

crecimiento (25).



4. Cultivo en jaulas flotantes en el estanque; 10s huevos desovados salen a
fravés de las aberturas de malla de la jaula y mueren previniendo la
sobrepoblacion

5. Siembra de peces depredadores en el estanque de engords los
depredadores controlan la sobrepeblacion.

6. Inversidn sexual, masculinizar a la poblacién de alevines de ftilapia
mediante el uso de hormonas aplicadas por inmersion o en el alimento

(41).

Inversion de sexo en cultivos de tilapia

La tilapla es una especie gonocorica indiferenciada, este es, que las larvas al
gclosionar aun no presentan diferenciacidén gonadal. Este periodo de
indiferenciacion sexual se puede prolongar hasta ei dia 15 después de la eclosion,
lo cual permite la utilizacion de técnicas de induccién hormonal para reversion
fenotipica del sexo mediante el emplec de hormenas masculinizantes (27). Se
debe hacer notar que, los individuos {peces) se diferencian de acuerdo a su sexo
genetico, aungue se puede induci la diferenciacién gonadal al sexo contrario al
presente en sus cromoescomas sexuales. La tilapia es una especie que puede
desarrolar inversion completa de! sexo, aunque requiere la influencia de factores
externcs como algunos quimicos especificos, hormonas, temperaturas extremas u

otros agentes {37).

La masculinizacién es un método directo de inversion sexual a través del cual los
peces con sexo genético femening son convertidos a fenotipe masculino mediante

manipulacion hormonal (27, 51).

®



Generalmente, los alevines tratados con hormonas masculinas o androgenos

desarrollan testiculos y caracteristicas sexuales de machos maduros {37).

El pionerc en el desarrcllo de la técnica de inversion sexual fue Yamamoto (1950),
quien la utilizd en peces de acuario Oryzias latines, y obtuve la primera
generacion de peces masculinizades en 1954 (32). Afios mas tarde Clemens e
Inslee {1968), publicaron un trabajo en el cual evaluaron la efectividad en la
masculinizacion en 0. mossambicus con la utilizacién de hormonas (14).
Posteriormente, Guerrero Il (1874} publicé un articulo sobre la inversion sexual
en la tilapia azul con la utdlizacion de la hormona 17-a-etiniltestostercna a dosis de
80 ug/g de alimentc (14). Estos hallazgos contribuyeron a la implantacién y

generalizacidn del uso de la inversidn sexual en cultives de tiapia (35).

Los andrégenos utilizados con el propdsito de cbtener cultives monosexo pueden
ejercer dos acciones fisiologicas, primero, actividad androgénica a través de la
cual se promueve el desarrollo del fenotipo masculine, y en segundo lugar actta

promoviendo la biosintesis de proteinas (27).

A este respecto, Clemens e Inslee (1968) produjeron una poblacion de machos de
O. mossambicus incorporando 17- a- metitestosterona en el alimento a dosis de
10 a 40 mg/Kg (46). Desde entonces este andrégenc ha sido el mas utllizado para
la inversion del sexo en tilapia (27). Ademés, se han realizado estudios en los que
se prueba gue esta hormona no provoca dafios en el humane (18), ya que segun
estos reportes, la eliminacion total de la hermona se lleva a cabo durante los tres
meses siguientes a la exposicidn (45), otros reportes indican que este tiempo es
suficiente para la eliminacién total de los residuos hormonales y no se altera la

calidad del producte (50).



Comercialmente, existe una diversidad de anabdlicos que se estan utilizando para
estos fines (11), aunque la utiizacién de algunos quimices es restringida, ya que
no se ha llegade a un acuerde legal para su use (45), sin embargo, en Mexico se
hz generalizado el uso de andrdgenos para la inversién sexual en la tilapia, ya
que se sabe que la dosificacidn es Unica y exclusivamente durante el primer mes
de vida de los peces, v que éstos son consumidos hasta 8 meses después sin
presentar un riesgo para la salud humana (49). Para el afio 2002 los productorss
de Estados Unidos, granjas del sector industrial y los investigadcres de la
Universidad de Auburn, Alabama, lograron la auferizacién muy controlada para la
adquisicion de la 17- o- metiltestosterona por la FDA, a una dosis maxima de
60mg y sélo de ciertas marcas {Rangen) dando la confianza de encontrarse
dentro de la ley, aunque se siguen buscando aliernativas a fin de evitar el uso de

harmonas (44, 45).

La practica de inversion sexual tiene como objeto el producir la mayor cantidad de
machos (80 al 100%) (13), para evitar la reproduccidn en los estangue de
engorda, aumentar el crecimiento aproximadamente en un 20% y la obtencidn de
un producte con alta calidad (15). Aungue esta practica presenta clertas
desventajas entre las que sobresalen, la necesidad de emplear perscnal
capscitado y de tiempc complete, la dificultad para la adquisicién de la 17-u-
metiltestosterona y su elevado costo, ademéas se requiere de instalacionss

adecuadas y el suministre continlio de agua (39).

Los ciclos reproductivos de la mayoria de los peces son regulados por estimulos

ambientales captados por receptores periféricos que envian dichos estimulos al

cerebro en forma de impulsos nerviosos. Esta informacion es procesada en el



hipotalamo el cual premueve la sintesis de hormenas peptidicas denominadas
genericamente “hormonas liberaderas’, las que a su vez, inducen la kberacion de
gonadotropinas a partir de ia hipéfisis. Las gonadotropinas ejercen sus efectos
sobre las gonadas (7). Estas a su vez producen las hormonas sexuales
(estercides) encargadas de la formacién de gametos y de la regulacién de las

caracteristicas sexuales secundarias, coloracidn y comportamiento reproductivo.

E!l conocimiento de los mecanismos de diferenciacién sexusal en peces ha
permitido la manipulacién de los animales para la inversion del sexo. Es decir, la
utiizacién de los estimulos ambientales apropiados y/o la administracion de

hormonas para estimular la diferenciacién gonadal (28).

Lz hermona mas utilizada para la inversion del sexo en tilapias ha sido la 17 -a-
metiltestosterona, aunque, existe otra hormona androgénica potente gue puede

ser utilizada con el mismo propésito, la flucximesterona (53).

Entre los antecedentes de la utilizacion de fa flucximesterona se encuentra el
frabgjo realizade por Lyster y col. (1856), los cuales encontraron que esta
hormona ejerce efectos anabdlicos casi 20 veces mayer a la 17-a-
metitestostercna en ratas maches castradas juveniles, Asi mismg, reportaron que

sus efectos androgénicos fueron 8.5 veces mas fuertes (26).

Por lo anterior, en el presente trabajo se evalud el efecto de la fluoximesterona
sobre la inversién del sexo en tilapias de la especie O. nifotica, asi como en la

promecién del crecimiento en comparacion con la 17-g-metiltestosterona (£9).

TESISICUCBA



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El crecimiento constante de ia poblacidn y la demanda continua de alimento rico
en proteina de origen animal, ha propiciade la blsqueda de alternativas pars la
preduccion de alimenip. El cultive de peces, como la tilapia representa una buena
opcion debido a que esta especie es de facil adaptacion, es resistente al manegjo y
a las enfermedades ademas de presentar un crecimiento rapido, elevada
preductividad y una buena conversion alimenticia, lo cual la hace una especie
buena para su explotacién en cultivo. Sin embargo, tiene la desventgja de seruna
especie sexualmente precoz, io cual puede provocar la sobrepoblacion en los

estanques de engorda.

Para evitar este problema, se han utilizade métodos gue ayuden a controlar la
reproduccién y por consiguiente la sobrepoblacidén. Una de las practicas mas
utilizadas es el meétodo para inversién del sexo. Para lo cual se ha utilizado con
buenocs resultados la hormona 17-a-metiltestosterona, que tiene la desventaja de

ser un farmaco de dificil obtencién y de costo elevade.

Por esta razdn en el presente trabajo se utilizé 1a hormona fluoximesterona como
atternativa a la utllizacion de la 17-c-metiltestostercna, ya que presenta la ventaja
de ser mas accesible y econdmica. Asi mismo, se valors la eficacia en ia inversién
del sexo y promocion del crecimiento en tilapias de la especie O nfloticus var.

Stirling.



JUSTIFICACION

Algunos estudics han mostrado que la fluoximesterona puede ser una buena
alternativa para la inversion sexual y en la promacién del crecimiento corperal de
peces en cultivo. Por esta razén en el presente trabajc se comprobé la eficiencia
de la fluoximesteroma en la inversion del sexo y se evalud el rendimiento

gconomico en comparacién con el método tradicional empieado en Iz acuacultura.

Los resultados de este trabajo podrén brindar una alternativa a los productores de
peces y centros acuicelas con el propoésite de mejorar su produccién y disminuir

sus costos.



HIPOTESIS

El uso de la fiuoximestercna permite la inversion sexual de manera efectiva, y la
reduccion de! tiempe empleado para el tratamiento hormonal asi como ia

disminucion en los costos de produccion.



OBJETIVOS

GENERAL:
Evaluar la eficacia de la fluoximesterona en comparacion con ia 17-o-
metiltestosterona en el proceso de inversién sexual de la tilapia de la linga nildtica

Stirling en diferentes tiempos de tratamiento.

PARTICULARES:
= Cuantificar la poblacion invertida en los diferentes tiempos de tratamiento
hormanal con el fin de establecer la efectividad de cada tratamiento.

« Evaluar el efecto de las dos hormonas sobre la preduccidn (peso y

longitud) durante la fase de tratamiento y en la fase de crecimiento.

= Analizar la ventaja costo-beneficio, en relacidn a cantidad de organismos

hormonados fras la utilizacion de los diferentes tratamientos.

= Analizar el efecto gue ejercen las hormonas sobre eltejido gonadal



METODOLOGIA

El presente trabgjo se llevd a cabo en Ias instalaciones del Centro Acuicola Jala,
ubicade en; Camino a la derivadera Gregorio Torres Quintero Km. 5.5 Tecoman,

Colima. Y se realizé de Mayo a Septiembre de 2006.

Descripcion de la muestra

Para el presente trabajo se utilizaron un total de 36,000 alevines de la linea
Oreochromis niloficus var. Stirling los cuales fuercn mantenidos en estanques de
concreto con dimensiones de 2 x 2 x 1 m. Para llevar un control los estangues
fueron numerados como se muestra en el cuadro 1. Cada estangue contd con una
toma de agua de 2 pulgadas, y 2 piedras difusoras, el recambio de agua fue del

30% en 24 heoras ¢continuas.

Para la inversién del sexo en los alevines se utilizaron dos tratamientos:
Tratamiento 1; peces expuestos a la hormona 17-o-metiltestosterona (control); y
Tratamientc 2; peces expuestos a la hormona fluoximesterona (experimental). Se
utilizaron 3 estanques por tratamiento, con tiempos de expeosicion a las diferentes
hormonas de 2, 3 ¢ 4 semanas. Los grupcs experimentales fueron identificados
de acuerdo al tratamiento homonal y a las semanas de exposicién como se

muestra en el cuadro 1. Se depositaron un total de 6000 alevines por estanque.

Cuadro 1. Distribucion de tratamientos, duracién y hormena utilizada.

ESTANQUE TRATAMIENTO DESCRIPCION
1 F28 Fluoximesterona 2 semanas de tratamienio
z F3S Fiuoximesterona 3 semanas de tratamiento
3 F4s Fluoximesterona 4 semanas de tratamiento
4 M25 17- a-metiltestosterona 2 semanas de tratamiento
5 M3S 17- a-metiltestosterona 3 semanas de tratamiento
6 M4S 17- a-metiltestosterona 4 semanas de fratamiento




Procedimiento
Antes de iniciar el proceso experimental los estangues fueron lavados para evitar
el desarroilc de algas. Se llenaron con agua limpia, bien oxigenada a lz cual se le

agregt 0.5g de pemanganate de potasic per m”.

Las crias utilizadas fuercn obtenidas del estanque de reproduccion y se eligido una
medida de entre 6 y 7mm, debido a que cuando los alevines presentan esta talla
aun no han iniciade su proceso de diferenciacién sexual Antes de sembrar las
crias se determind la temperatura y oxigeno disuelto en el agua mediante la

utilizacién de un oximetro [Qximetro muttifuncién YSI §5).

El manejo de las crias se efectué entre las 8 y 11 h, para evitar que el calor

dafiara a los peces y pusiera en peligro su sobrevivencia.
Registro biométrico

Este se realizo mediante el registro de la talla y peso semanal de los peces de
cada estanque. Con estos datos, se calculd la tasa alimenticia necesaria para
cada estangue mediante la siguiente ecuacion:

WT x %A
R

En donde.
WT = Bicmasa {peso total de las crias}
%T A= Porcentaie de tasa alimenticia
R= Numero de raciones.



Alimentacién

Los peces fueron alimentados con un producto comercial de Iz marca Belenes, &t
cual contiene 50% de preteina, a base de harina de pescado, harina de maiz y

50ya, &n presenmtacion migaja tamario O (harina).

Preparacién de las dosis de hormonas

A partir de la siembra de las crias en los estanques, se inicid el procesc de
inversién sexual (38). Para esto, las hormonas seleccionadas fueron
administradas en el alimento de la siguiente manera; para el grupo control se
utiizd una concentracidon de 60mg de 17-a-metiltestosterona/Kg de alimento,
mientras que para el grupc experimental se le agregd una concentracidon de 20mg
de fluoximesterona (8 pastillas)/Kg de alimento. La frecuencia de suministro de
alimento fue de 10 veces por dia durante las horas diurnas (Bam a 5pm) con

intervalos de una hora, los 7 dias a la semana (17).

La tasa alimenticia fue ajustada semanalmente hasta completar el mes de
tratamiento; para la primera semana fue del 30% de la biomasa, la segunda del

20%, la tercera del 15% y la cuarta del 10%.

Preparacion del alimento

La preparacion del alimento para ambos tratamientos se realizd bajo el mismo

procedimiento, utiizando las cantidades de harmona correspondientes.

La hormena fue diluida en 500ml de alcohol etilico al 95% ésta dilucion se agregd

al alimento y se mezcld hasta formar una masa homegénea. Realizado le anterior,



la mezcla hormona-alimento se extendid sobre una supefficie plana, y se dejé
reposar aproximadamente 12h para facilitar la veolatilizacion del alcohol (38).
Posteriormente, el alimento fue tamizado y suministrade en las cantidades

calculadas a partir de la ecuacién mencionada anteriormente.
Etapa de crecimiento

Una vez concluido el periodo de desificacion hormonal, de acuerdo a las
condiciones experimentales descritas, se realizé la separacién de los peces por
talla, bajo los siguientes parametros:

a) Talla pequeria; peces entre 14mm y 1ocm de longitud.

b) Talla mediana; peces de entre 1.5 y 3cm de longitud

c) Talla grande; peces con longitud mayor a 3.5cm.

E! parametro anterior fue utiizado para seleccionar a los peces pequenos los
cuales fueron desechados del estudio, debido a gue tal vez no censumieron el
alimento suficiente como para influir en su inversién sexual {34). Asi mismo, se
desecharon 0s peces ce talla grande, ya que dicha talla es alcanzada solo por
peces macho y no presentaron modificacion sexual aparente. Asi mismo, se

registro el peso y sexo de los peces que se desecharon dei estudio.

De los peces {ialla mediana) se seleccicnd una muestra de 200 organismos, alos
cuales se les registrd  talla y peso. Efectuando lo anterior, se inicié la etapa de
crecimiento la cual se extendid hasta los 4 meses. Para esta etapa & almento
proporcionado fue de la marca AS, la cual contiene 30% de profeina, a base
harina de maiz, soya y pescado, en presentacién migaja 3.5 flotante. La cantidad

y frecuencia de aimento que se suministré se muestra en ef cuadro 2.
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Cuadro 2. Suministro de alimento en I2 etapa de crecimiento.
TIPO DE ALIMENTO TASA ALIMENTICIA RACIONES FRECUENCIA

Pulverizado 50% de proteina 8% 5 C/2 horas
Peletizade 30% de proteina 7% 5 Ci2 horas
Peletizado 30% de proteina 6% 3 C/4 horas
Peletizado 30% de proteina 5% 3 C/4 horas

Durante el tiempo de crecimiento, se valord el desarrollo de los peces y el efecto
de cada tratamiento hormonal mediante el registro de talla y madurez sexual.

Se desecharon los peces en mal estado para evitar que afectaran a los sancs.
Para ios animales eliminados del estudio se realizd el registro de numerc de

animales desechados, peso, talla y sexo.
Determinacion de desarrollo

Parz evaluar la ganancia de peso de acuerdo a cada tratamiento, se registro el
peso corporal y longitud de los peces cada 15 dias. Para lo cual se seleccionaron
al azar 20 peces de cada condicién experimental. Ademas, este parametro fue

utilizado para regjustar las dosis de alimento para cada estanque.

Determinacion del sexo

Al finalzar la etapa de crecimiento (4 meses), cuando los peces alcanzaron una
talla entre 15y 20cm de longitud (27), se llevo 2 cabo la determinacién del sexo,
para lo cual se empled la técnica de sexado visual de las papilas genitales en la
porcion ventral y caudal del cuerpe dei pez. En las hembras se observan dos
pores, mientras que en los machos se presenta solo un poro (21). Para facilitar Iz
observacion, se impregnaron las papilas genitales con azul de metilenc mediante

su aplicacién con un hisopo (Fig. 1}.



A
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PAPILA SENITAL

Lo PAPLA GENTAL

Figura 1. Identificacion de sexo en la tiapia Oreochromis niloficus var. Stiiing.
(A} Muestra el poro genital en el macho (punta de !a flecha); (B) las puntas de las
flechas muestran los dos poros presentes en las hembras,

Analisis histologico del tejido gonadal

Para analizar el efedto del tratamientc harmonal sobre el tejide gonadal, se
seleccionaron 5 peces provenientes de cada condicidn experimental. Tras el
sacrificio de los animales se extrajeron las gdnadas {ovaric ¢ testiculo) En las
hembras, los ovarios se presentan como dos cordones de células con aspecto
granuloso, localizadas en la cavidad abdominal del pez, en posicién dorsal
raspecto al intestino (38). En los maches, los testicules presentan un aspecto
blanquecino, con una superficie mas lisa en comparacion a los ovanos, se les
localiza en una posicién similar a las hembras {43). Los tejidos obtenidos se
fijaron con una sclucion buferada de formel al 10% y se procesaron
histolégicamente para su inclusion en parafina, se realizaron corles de 4 um de

espesor y se procesaron para su tincion con hematoxilina y eosina (HE).



El analisis histolégice de las preparaciones se llevs a cabo en el laboratorio de
Histologia del Centro Universitario de Clencias Biolégicas y Agropecuarias de la
Universidad de Guadalajara. Para lo cual, los tejidos se observaron cen la

utilizacion de un micrescopio de luz (LEICA) con el objetivo 40x.
Registre de mortalidad

La mertalidad de los peces fue registrada diariamente hasta concluir los 4 meses
de crecimiento, al mismo tiempo se registrd la temperatura (°C) del agua y la
cencentracion de oxigeno disuelto (OD). La limpieza se realizé cada 8 dias,

evitando almaximo el estrés de los peces.
Analisis costo-beneficio

Ambos tratamientos fueron sometidos & un analisis financierc con el propésito de
evaluar las ventajas econdomicas. Para esto se tomg en cuenta el costo de las
materias primas (alimento, hormonas, alcchol), cantidad de organismos

hormeonados y el tiempo requerido para la inversién sexual.
Analisis estadistico

El anzlisis estadistico de los resultados se efectud mediante la aplicacion de la
prueba de ANOVA de una via post hoc la prueba de Tukey para la comparacién
entre medias a un nivel de significancia de p<0.05. Lo anterior se realizd con el

programa estadistico Statgraphics version 5.5.



RESULTADOS

Inversion sexual

El analisis de la eficiencia de la fluoximesterona para la nversién sexual de los
peces mostro un nivel de masculinizacion del 100% en los peces tratados durante
3 y 4 semanas, Para el grupo de peces fratado con esta hormona durante 2
semanas se observé un nivel de masculinizacion de! 98%. Por otro lado, la
administracién  de la  17- o- metiltestosterona por 4 semanas  mostrd
masculinizacion del 99.5% de los peces, mientras que el tratamiento por 3
semanas fue del 98% y del 97% para los peces dosificados durante 2 semanas

{cuadro 3).

Los porcentajes de inversion sexual son muy similares entre si, aunque cabe
sefialar que el tratamiento con fluoximesterona produjo el 100% de machos desde

la tercera semana.

Cuadro 3. Muestra la eficiencia de inversion sexual en
porcentaje de masculinizacién tras diferentes periodos de
exposicion al tratamiento hormonal.

TRATAMIENTO % INVERSION SEXUAL

F2s 98%
F35 100%
F4S 100%
M25 97%
M35 98%
M4S 29.5%

Ei porcentaje de masculinizacion se evalué para n=200.

Parametros productivos durante la aplicacion del tratamiento

Al inicio del experimento los alevines registraron un peso promedio de 0.028g y
una longitud de 8mm. Al finalizar la fase experimental, se registré un peso maximo

de 0.391g vy una longitud de 3.8cm en los peces tratados con fluoximesterona por
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4 semanas; en contraste, los peces tratados con la 17- o- metiltestosterana por 4
semanas presentaron un peso de 0.325¢ y una longitud de 3.4cm. El anilisis
estadistico de los resuttados mostrd diferencias significativas entre ambos
tratamientos (p<0.05). El efecto de cada tratamiento en las diferentes condiciones
experimenrtales scbre el peso y longitud se presenta en el cuadro 4a, las
diferencias entre la ganancia de peso obtenida por tratamiento se mugstra en el

cuadro 4b.

Cuadro 4a. Promedic de peso y longitud de los peces al terminar el pericdo experimental

TRATAMIENTO PESO INICIAL {g) PESO FINAL (g} LONG. INICIAL {mm)  LONG. FINAL {rm)
F2S 0.028+0.000004° 0.316x0.00022° 6+0.044% 3.6+1.108°
F3s C.028+0.000004*  0.375+0.00022° 6+0.0447 3.7+1.108°
F48 0,028+0.0000047  0.391+ 0.00022° 6+0.044% 3.8+1.108%
M28 0.028+0.000004° 0.3z 0.00022¢ 6+0.0447 3.1x1.108°
M3S 0.028+0.000004%  0.375+ 0.00022% 6+0.0442 3.4+1.108%
M4S 0.028£0.000004°®  0.325+ 0.00022 8:0.044° 3.4x1.108%

Se presenta el promedio de peso y longitud £ erer estandar.
a bed e fyalores con letras distintas muestran diferencias significativas (p<0.05). para
n=20.

Cuadro 4b. Ganancia de peso de los peces al terminar el periodo experimental.
TRATAMIENTO GANANCIA DE PESO (g)

E23 0.28820.014°
Fas 0.347+0.014°
FaS 0.363£0.014°
M2S 0.272+0.0149
M3S 0.347+0.014°
M43 0.20740.014¢

Se presenta la ganancia de peso + error estandar.
= b9 e yvalores con letras distintas muestran diferencias significativas (p<0.05), para
n=20.

Parametros productivos durante la etapa de crecimiento

Al iniciar la etapa de crecimiento, los animales de los diferentes grupos
presentaron pesos vy longitud variable y al finalizar este periodo {4 meses) los

animales de los grupos F3S y F4S presentaron pesos de 81.81+0.013gy 8928+



0.013 g respectivamente, lo cual fue signficativo (p=<0.05) en comparacion con el
resto de los grupos de estudio {cuadrc 5a). Los resultados muestran que los
peces dosificados con fluoximesterona presentan mejor ganancia de peso y talla
durante el periodo de crecimiento. En contraste, los animales dosificades ¢on
17- a- metiltestosterona por 3 y 4 sernanas presentaron un pesc promedio de
76.66+ 0.013 y 77.9+ 0.013 g respectivamente, y una longitud de 17.521.51 ¢m y
17.841.51 ¢m para las mismas semanas de fratamiento. Los resultados de la
ganancia de peso obtenida por tratamiente al final de la etapa de crecimiento se

muestra en &l cuadro Sb.

Cuadro 5a. Promedio de peso vy longitud al finalizar el periodo de crecimiento de 4 meses.

TRATAMIENTO PESO INICIAL (g} PESO FINAL (g} LONG, INICLAL {¢=m) LONG. FINAL (em)

F2s 0.316£0.0001° 73.17+ 0.0%3° 3.6£1.70° 17.821.51°
F3S 0.37520.0001°  81.81+ 0.013° 37+1.70° 18.5%1.51°
F4S 0.391x0.0001° 89.28+ 0.013° 3.8+1.70%° 18.9+1.51°
M25 0.3x0.0001° 71.25+ 0.013° 31£1.70° 17.1%1.51°
M3S 0.375+0.0001°  76.66¢ 0013° 3.4£1.70° 17.5¢1.51°
M4S 0.325£0.0001" 77.9+ 0.013' 342170 17.8+1.51"

T8 Tyalores con letras distintas muestran diferencias significativas (p<0.05), n=20.
Se presentan los promedios de peso v &lla + error estandar

Cuadro 5b. Ganancia de peso al finalizar el periodo de crecimiento de 4 meses.
TRATAMIENTO GANANCIA DE PESO (g}

F2s 72.85:0.017°
F3s5 81.43+0017"
Fag 88.88:0.017¢
M23 70.9520.017°
M3S 76.28:0.017°
M43 77.57+0.017"

Se presenta la ganancla de peso + error estandar.
a b cd e valores con letras distintas muestran diferencias significativas (p<0.05), para
n=20.



Analisis econémico

Los costos de los diferentes tratamientos, para obtener 5000 peces con sexo
invertido se presentan en el cuadro 6. Cabe hacer notar que el costo de cada
tratamiento varié de acuerdo al tiempo de exposicién al tratamiento hormonal y al
ajuste del! alimento suministrade, lo cual dependid de la tala y pesc de los
animales de los diferentes estanques esto s, de acuerde a la biomasa obtenida

al reaiizar la biometria.

Cuadro 8. Costo total de cada tratamiento. Incluyendo hormona, alimento y alcohol.

TRATAMIENTO COSTOTOTAL
F28 $35.17
F33 $72.03
F48 $118.51
M23 $30.80
M3S $56.15
Mas $965.42

Al hacer la comparacion entre fratamiento con respecto a los tiempos de
exposicion  hormonal, les resultade mostraron que aunque la  17-a--
metiltestosterona tiene un precio mas bajo que la hormona fluoximesterona, esta
Glitima probé ser mas eficients en la inversién sexual, en tiempos mas cortos de
exposicion en comparacidn con la 17-a--metittestosterona, y es mas facil de
adquirr, ya gue la hormeona 17-u—metitestostercna  requiere permiso de

importacion ya que no se distibuye localmente.
Parametros fisico — guimicos

Debido, a la impcrtancia de las condiciones fisico-quimicas del agua en los

estanques para el desarrollc adecuado de los peces, se monitoreo diariamente



por la manana (7am) la temperatura y la cantidad de OD. Los resuftados muestran

registros minimos de temperatura de 25.9°C y un maximo de 27.1°C (Figura 2).

En cuanto al monitorec de OD el registro diario mostré valores minimos de
4.91mg/L y maximos de 6.71mg/L (Figura 3). Los resultados de los parametros

fisico-quimicos sugieren que la calidad del agua se mantuvo en condiciones

6ptimas.
27.5
e
:(' 27 F2S
n:: F3S
= F4S
§26,5 Ki5E
w
o M3S
=
B 26 M4S
26.5

1 3 & 7 9 41 18 715 97 19 24 23 25 27
DURACION DEL TRATAMIENTO

Figura 2. Se presentan los valores promedio de temperatura en °C durante el periodo
expenmental.
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Figura 3. Se presentan los valores promedio de OD durante en mg/L de agua en la etapa
experimental



Porcentaje de mortalidad

El porcentaje registrado de mortalidad mostro valores ente 2.9% a 9.2% durante
el periodo experimental, es decir, se encontrd dentro de los paréametros
considerados como normales. Cabe sefialar, que la mortalidad de los peces se
incrementé a partir de la semana 2 de la fase experimental (Figura 4). Por otro
lado, se debe mencionar que la mortalidad de los peces disminuyé al finalizar las
4 semanas de tratamiento. Ademas, se encontré mortalidad mas elevada en los

peces del tratamiento F2S. Durante |a etapa de crecimiento no se registraron mas

decesos.
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Figura 4. Mortalidad registrada durante la etapa de tratamiento. Muestra el
numero de peces muertos durante el periodo experimental.

Analisis histologico del tejido gonadal

El anlisis histologico del tejido gonadal obtenido a partir de animales dosificados

con fluoximesterona durante 2 semanas reveld la presencia de tejido ovarico,

generalmente foliculos inmaduros, como se muestra en las figuras 5 (A 'y B).



Figuras 5. Las Figura A y B muestran cortes de 4 um de espesor de tejido gonadal
obtenido de peces dosificados por dos semanas con la hormona fluoximesterona y
procesados con la tincion de HE. Las flechas indican la presencia de foliculos inmaduros
(40x).

Por otra parte, en peces dosificado durante 3 semanas con fluximesterona, el
anélisis histoldgico muestra la presencia de tejido testicular lo cual sugiere que a

partir de la tercer semana se puede lograr la inversion sexual con esta hormona

(figura 6, Ay B).

Figuras 6. Las Figura A y B muestran cortes de 4 um de espesor de tejido gonadal
obtenido de peces dosificados por tres semanas con la hormona fluoximesterona y
procesados con la tincion de HE. Las flechas indican la presendia de células germinales y
espermas (40x).

A las 4 semanas de tratamiento se observo el desamollo de tejido testicular
ademas de la presencia de espermas. Esto sugiere que a partir de la cuarta

semana de tratamiento la inversion sexual es completa (figura7, Ay B).



Figuras 7. Las Figura A, muestra la presencia modera de espermas; B, muestra la
presencia de espermas abundantes. Cortes de 4 um de espesor de tejido gonadal
obtenido de peces tratados por cuatro semanas con la homona fluoximesterona y
procesados con la tincién de HE. Las flechas indican la presencia de espermas (40x).

Por ofra parte, el analisis del tejido gonadal de peces tratados con
17- - metiltestosterona por dos semanas muestra la presencia de foliculos
maduros, caracteristica propia de las hembras. Estos resultados sugieren que a
dos semanas de tratamiento la 17- a- metiltestosterona no ha promovido la

masculinizacion de los peces (figura 8, Ay B).

Figuras 8. Las figura A y B muestran la presencia de foliculos maduros en tejido gonadal
de peces dosificados por dos semanas con la hormona 17- a- metiltestosterona. Cortes
de 4 um de espesor procesados con la tincion de HE. Las flechas muestran la presencia
de foliculos maduros (40x).



Mientras que el analisis histologico del tejido gonadal de peces tratados durante 3
semanas con la hormona 17- a- metitestosterona, muestra que no todos los
peces se han logrado masculinizar. Se observa en algunas muestras la existencia
de células germinales espermaticas (figura 9) mientras que en otras aun hay, la
presencia de foliculos maduros (figura 10). Estos resultados sugieren, que tres
semanas de tratamiento con la hormona 17- «- metiltestosterona no logran la

inversion sexual de manera homogénea.

Figura 9. Muestra la abundante generacion de células germinales y espemas en tejido
gonadal de peces (flechas) tratado con la hormonal7- o- metiltestosterona durante 3
semanas. Corte de 4 um de espesor procesado con la tincén de HE (40x).

Figura 10. La figura muestra que tras la dosificacion con la hormona
17- a- metiltestosterona durante 3 semanas, aun se puede encontrar la presencia de de
foliculos maduros (flechas). Corte de 4 um de espesor procesado con la tinciéon de HE
(40x).



A las cuatro semanas de tratamiento con la hormona 17- a- metiltestosterona, el

analisis histologico del tejido gonadal muestra el desarrollo de tejido testicular con

la presencia modera de espermas (figura 11, A y B).

Figura 11. Las figuras A y B muestran la presencia de tejido testicular y la presencia
moderada de espermas (flechas), tras 4 semanas de tratamiento con la hormona

17- a- metiltestosterona. Cortes de 4 um de espesor procesados con la tincién de HE
(40x).



DISCUSION

Los resultados obtenidos a partir del presente trabajo sugieren que la hormona
fluoximesterona es mas eficiente en la inversién del sexo en filapia en
comparacién con el tratamiente hormonal con a 17- a- metitestosterona. Cuevas
(2003) reporto resultados similares para la hormona 17- o- metitestosterona al
utilizar la hormeona por 30 dias. Sin embargo, la utllizacion de la hormona
fluoximesterona ne es generalizado, aunque el resultado muestra que es un
hormona! eficaz en la inversion sexual de la tilapia. A este respecto, solo Phelps vy
col, (1982) han reportado la inversion sexual del 100% tras 4 semanas de
tratamiente soio que con 1a utilizacién de 25 mg/Kg de alimento. Cabe hacer
notar, que en el presente trabajo se obiuvieron resultados similares al aplicar

dosis de 20 mg/Kg de alimento a partir de la tercera semana.

Por otra parte, al comparar ¢l resuttado del desamollo corperal entre ambos
tratamientos, se encontrd que la homona filuoximesterona promueve mayor
desarrollo en comparacién con la 17-c-metiltestosterona entre un 15 a 20% lo

cual concuarda con (o reportado por Phelps v Popma (2000).

De acuerdo al analisis costo-beneficio, se sugiere el reemplazo de la hormona 17-
a-metiltestosterona por la fluoximesterona. Este, debido a que esta hormona
ejerce sus efectos en menos tiempo de exposicion y promueve un mejor
desarrolo corperal lo cual implica que se puede reducir el tratamiento hormenal a

tres semanas coh una efectividad del 100% de inversion sexual.



Lo anterior, puede ayudar a reducir los costos de produccion ya que durante el
desarrollo del presente trabaje se requirid de una inversion de $72.03 para
obtener 5000 peces hormeonados en tres semansas, en contraste se requirid de
una inversion de $85.42 para obtener el mismo numero de peces con inversion

sexual en 4 semanas de tratamiento.

Al comparar ambos tratamientos, la diferencia de $23.39 para obtener 5000 peces
hormonados pareciera insignificate, pero si se toma en cuenta que, &n los centros
acuicolas se producen grandes cantidades de crias, entonces el ahorro resulta

significativo.

Con respecto a! desarrollo de tejide testicular, ambos tratamientes indujeron Ta
masculinizacién de los peces. Shepherd y Bromage (18%9), reportaron que los
peces tratados con hormonas masculinas pueden promover el desarrollo de tejido
testicular y fenotipo de machos. Los datos obtenides del analisis histolégico del
tejido gonadal mostraron masculinizacion al aplicar el tratamiento hormonal antes
de que se inicie el proceso de diferenciacion sexual. Ademais, la ohservacion
histolégica de los tejidos mostrd el cambio de tejido ovérico a testicular y el

desarrolo de espermas. Aungue, no s evalué la viabilidad espefmatica.

tos resultados sugieren que la utlizacion de la hormona androgénica
fluoximestercna es una buena opcidn para la inversién sexual de la filapia
Oreochromis niloticus var. Stirfing ya que mostrd una efectividad del 100% de

masculinizacion en solo tres semanas de tratamiente.

&)



CONCLUSIONES

. La flucximesterona aplicada en desis de 20mg/Kg de alimento ente 3 y 4
semanas promueve la inversion sexual de la tilapia de la linea niotica

Stirling, con una efectividad del 100%.

. La fluoximesterona invierte el sexo de la ftilapia en un 100% desde

tratamientos de 3 semanas.

. La 17-w-metittestosterona administrada a una dosis de 80mg requiere de
hasta 4 semanas de tratamiento para obtener resultado de 98.5% de

inversion sexual,

. Los ftratamientos de 2 semanas con ambas hormonas, no scn
recomendables, ya que se observd reproduccion en el cuarto mes de la

etapa de crecimiento.

- La luoximesterona presenta una capacidad anabdlica mayor que la 17-o-

metiltestosterona de entre 15 a 20%.

. En ambos tratamientos se presenta el desarrollo de tejido testicular,

aungue en la mayoria de los casos no se presenta maduracion sexual.
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