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INTRODUCCION

Las técnicas de mantenimiento, crecimiento y reproduccion de los peces
(acuacultura) han cobrado importancia en los ultimos afnos y se ha pasado
de técnicas con las cuales s6lo se mantenian a las especies el tiempo
necesario para su comercializacion, a otras en las que se aplica el control
de los factores ambientales, el manejo del ciclo de crecimiento, reproductivo
y mas recientemente la aplicaciéon de sustancias como las hormonas por
ejemplo, que promueven el crecimiento o la reproduccion de las especies
(Cardenas, 1996).

La acuacultura en algunos paises se encuentra todavia en fase
experimental, mientras que en oftros ha alcanzado niveles
superdesarrollados, sin embargo en México, la acuacultura se encuentra
considerablemente desarrollada en algunos aspectos al haber alcanzado
niveles comerciales (trucha arco iris, carpa, tilapia, langostino, ostion),
mientras que en otros (pescado blanco, mojarras nativas, mejillén) se

encuentra en fase experimental (Aguilera, 1994).

El Programa Nacional para la Modernizacion de la Acuacultura impulsé en
México a principios de la década de los afios noventa esta actividad,
ofreciendo excelentes oportunidades para todos los sectores de la sociedad
mexicana. La integracion de la acuacultura, especialmente para los sectores
sociales, como actividad paralela con la agricultura o ganaderia se ha
impulsado fuertemente como un instrumento para regular el desequilibrio en
el desarrollo econdémico regional. Para otros sectores, esta actividad ha

implicado una alternativa econémica a nivel comercial. Es importante



resaltar el hecho de que los organismos acuaticos son mas eficientes en
términos de aprovechamiento energético en relacion a los organismos
terrestres como las vacas, cerdos y aves. Por lo tanto la acuacultura
representa un potencial para la produccién de alimento de alto valor

nutricional a relativo bajo costo (Aguilera, 1994).

En nuestro pais se le ha dado cada vez mayor importancia a los peces de
ornato por lo cual su cultivo se ha incrementado utilizando diferentes
estrategias para lograr nuevas y mejores variedades, en muchos de los
casos obteniendo poblaciones monosexo mediante la administracién de

hormonas (Fuentes, 1994).

Los avances cientificos han permitido ampliar el conocimiento sobre las
especies acuaticas, ademas muchos de esos organismos en la actualidad
son utilizados en la experimentacion debido a la gran facilidad de manejo y

mantenimiento que poseen.

El interés por los peces puede dividirse en dos distintas tendencias: como
alimento y para ornato. El mantenimiento de peces tuvo su origen como
forma de disponer de alimento vivo en estanques o fosos. Los antiguos
egipcios fueron los primeros en utilizar acuarios, que eran grandes tanques
de cristal con peces de agua fria para fines decorativos. Sin embargo, el
mantenimiento de peces ornamentales tuvo su origen en el lejano Oriente.
La cria selectiva de estirpes de peces de color se inicia en China y el cultivo
de carpas doradas se practicaba en la dinastia Sung (970-1278 d.C.). En el

siglo XVI las técnicas de mantenimiento de peces en recipientes de cristal
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se extendieron por Europa y para el siglo XIX gracias a los avances de la
ciencia se inauguraron los primeros acuarios publicos (Chaumeton, 1991).

Desde un punto de vista general casi todas las culturas antiguas de la
Ameérica Prehispanica tienen alguna referencia piscicola ya sea ornamental

o alimenticia (Aguirre, 1995).

En el afo de 1840 el gobierno del imperio Austro-Hungaro mandd al
botanico Carlos Heller a México, con la mision de recolectar diversos
ejemplares vegetales para el jardin botanico de Viena. En su viaje a través
del estado de Veracruz, Heller colecté unos peces desconocidos en Europa
y se los mandé al Dr. Jacob Heckel (encargado en Europa de la
clasificacion y nomenclatura de peces). El Dr. Heckel denomin6 a estos
curiosos peces Xiphophorus helleri, lo que quiere decir portador de la
Espada de Heller. Asi México, casi sin saber aportaba a la aficion del
mundo un pez que actualmente es un clasico de la acuariofilia y que
ademas se cria en todo el mundo. Algunos afnos mas tarde, otro enviado del
exterior, Seth E. Meek del Museo de Historia Natural de Chicago, realiz6
una expedicion por territorio mexicano y describe nuevas variedades de
peces. Sus reportajes y algunas fotos publicadas en Europa causan tal
revuelo que los comerciantes de peces de aquellos lugares comisionaban a
los marinos que salian de Hamburgo y Bremen para obtener a su regreso

dotaciones de peces mexicanos (Chaumeton, 1991).

México ademas de poseer una enorme variedad de especies en
ecosistemas terrestres también se caracteriza por su especies acuaticas, la
distribucion de la especie Xiphophorus helleri abarca los rios Nautla,

Antigua, Chachalacas y Jamapa. Esta especie tiene una amplia distribucion
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en la Vertiente del Atlantico desde Veracruz hasta Centroamérica, fue
introducido artificialmente a la Cuenta del Balsas y al Valle de México
(Alvarez, 1970).

Esta especie es muy apreciada como pez de acuario por su elevada
resistencia a las variaciones del medio y capacidad de supervivencia en

ambientes poco adecuados (Marquez, 1999).

Los organismos de la especie Xiphophorus helleri presentan una coloraciéon
verdusca con una franja anaranjada en la parte de la linea lateral, los
machos ademas de la coloracién presentan una prolongacion del I6bulo
inferior de la aleta caudal a manera de espada (Fig. 2) de ahi su nombre

comun, peces cola de espada.

El dimorfismo sexual se clasifica como primario y secundario. Las
caracteristicas sexuales primarias son los testiculos y sus conductos en el
macho y los ovarios y sus conductos en las hembras, dichas caracteristicas
a menudo requieren de diseccion para ser distinguidas, por lo que muchas
veces los caracteres sexuales secundarios se vuelven de mas utilidad, por
ejemplo, un caracter que distingue a los machos de Xiphophorus helleri por
ser una especie de peces viviparos, es la fusion de la aleta anal de manera
alargada formando un érgano intromitente de gran utilidad para la copula.
Sin duda, también la coloracion de estos peces constituye una caracteristica
para la distincion y el reconocimiento sexual, por lo general los machos

presentan colores mas brillantes o intensos que las hembras (Lagler, 1984).



La mayoria de los organismos requieren de la presencia de las gbénadas
para llevar a cabo el proceso de reproduccion con el cual completan su ciclo
de vida y ayudan a preservar sus caracteristicas a través del tiempo, por lo

que estas pueden ser consideradas como su reservorio genético.

Los érganos reproductores de Xiphophorus helleri en estado embrionario no
presentan evidencias de dimorfismo sexual, pero en los primeros dias
después del nacimiento se observan como un par de sacos alargados
orientados en sentido longitudinal y adosado a la parte dorsal de la cavidad
general. Cuando los 6rganos sexuales estan totalmente maduros ocupan la
totalidad de la cavidad general y empujan al higado hacia la parte anterior

dilatando considerablemente la pared del abdomen (Tavoiga, 1949).

Las gonadas de estos peces se originan en la linea media dorsal de la
cavidad peritoneal, una gonada a cada lado del mesenterio dorsal, su
deéarrollo esta intimamente asociado con el sistema excretor. Las células
que originan a los gametos son las células germinales primordiales,
aparecen primero y migran hacia el interior de la gobnada, estas pueden ser
facilmente identificadas en la capa de proliferacion del mesotelio (epitelio
germinativo). En condiciones normales los factores genéticos determinan el

desarrollo de machos o hembras (Marquez, 1999).

El testiculo es usualmente un 6rgano elongado pareado localizado en la
parte ventral de la cavidad del cuerpo y prolongado hacia la parte posterior
hasta la papila urogenital la cual se localiza entre el recto y los ductos
urinarios. Existen dos tipos de organizacion testicular, la lobular y la tubular,

en esta Gltima las espermatogonias estan restringidas a la parte distal del



tubulo, este tipo de organizacion testicular no presenta lumen y no es muy
comun. El otro tipo de organizacion mas frecuentemente encontrado es
basicamente diferenciado por presentar una serie de I6bulos separados por
tejido conectivo fibroso, presentan una parte lobular y una intersticial, la
primera se compone de dos tipos celulares las células germinales y las
células de Sertoli, la segunda comprendida por células intersticiales,
fibroblastos y vasos sanguineos y linfaticos. Las espermatogonias se
localizan en la parte basal y estan separadas de la membrana basal por una
capa delgada de células homélogas a las de Sertoli, por ultimo, los

espermatozoides son liberados en el lumen central (Billard, 1982).

El ovario es un saco cerrado con sus conductos (oviductos) el cual puede
funcionar como un érgano complejo con funciones tales como produccién
de ovocitos, almacenaje de esperma, lugar de fertilizacion y de alimentaciéon
para el desarrollo del embrion. Al igual que los testiculos, los ovarios de
estos peces se encuentran en la parte ventral de la cavidad del cuerpo y los
gametos son formados por las células germinales primordiales. El foliculo
ovarico es relativamente simple, en fases tempranas del desarrollio los
ovocitos estan rodeados por una capa de células foliculares y a medida que
crece, éstas incrementan y forman una capa continua unicelular llamada

granulosa (Marquez, 1999).

En esta especie, la aleta anal del macho experimenta una curiosa
transformacion que le permite actuar como un verdadero 6rgano de copula
entre el macho y la hembra en el momento de la fecundacion que en esta

especie es interna, cuando la hembra ha sido fecundada, expulsa al cabo



de unos 30 dias de 10 a 30 diminutos pececillos que crecen con rapidez
(Marquez, 1999).

La modificacién que presentan los machos en la aleta anal, es caracteristica
de las especies de fecundacion interna, donde el macho con ayuda de esta
estructura denominada gonopodio deposita la carga de espermatozoides en

la hembra.

La época reproductiva de esta especie va a estar delimitada por los factores
fisicoquimicos del agua como son luz, temperatura, cantidad de alimento
disponible, etc., las temperaturas observadas para el nacimiento de las
crias son variables segun las diferentes especies, la mas conveniente para

el espada es de 24°C (Fuentes, 1998).

La importancia que tiene Xiphophorus helleri dentro de la acuacultura en
México es muy grande, ya que es una especie muy apreciada dentro del
acuarismo debido a la belleza de los machos principalmente, es por ello que
la produccién de este organismo debe estar dirigida hacia la obtencion del
mayor numero posible de machos lo cual puede lograrse mediante la

aplicacion de técnicas de induccion o de reversion sexual.

Existen ademas otras ventajas de poder manipular el sexo de las
poblaciones de peces en un sistema de produccion, tales como la
oportunidad de incrementar las tasas de productividad al establecer
cantidades de venta superiores de los organismos con mayor demanda en
el mercado, en este caso de los machos o aumentar las oportunidades de

seleccion sexual en la poblacion de peces ya que en poecilidos por ejemplo,



esta aumenta cuando la proporciéon sexual funcional se dirige hacia los
machos (Jirotkul, 2000).

El sexo fenotipico en los peces es determinado primordialmente por los
cromosomas sexuales pero también puede ser influenciado por factores
ambientales como es el pH para algunos poecilidos, la densidad poblacional
para Macropodus opercularis, o la talla relativa de los juveniles en el caso
de Amphilophus citrinellus, sin embargo uno de los factores mas
importantes en la determinacion sexual de los peces es la temperatura
(Baras, 2000).

No obstante en los sistemas de produccion, manipular el sexo de las
poblaciones mediante el control de los factores ambientales puede ser muy
poco rentable, ademas de tener un margen de confiabilidad relativamente
pobre, por ello uno de los medios mas seguros de tener poblaciones
monosexo es la aplicacion de las hormonas sexuales, ya que estas se
encuentran de manera natural en el cerebro y glandulas (pituitaria) de los
peces y pueden ser reguladas, sintetizadas y liberadas mediante la

administracion de esteroides sexuales externos (Collins, 2001).

Tradicionalmente la aplicacion de androgenos se utiliza para obtener
poblaciones exclusivamente de machos, mientras que la aplicacién de
estrogenos resulta en poblaciones cien por ciento de hembras (Blazquez,
2001).



Los andrégenos son hormonas esteroides derivadas del ciclopentano-
pehidrofenantreno y la hormona 17a- metiltestosterona es sintetizada a

partir de la testosterona, cuya férmula quimica es la siguiente:

OH

CH3 OH
17

CH3

7

o

Fig. 1. Estructura quimica de la hormona 17 «-metiltestosterona

Posicion taxonémica de Xiphophorus helleri

Phylum Chordata

Subphylum Gnathostomata

Clase Osteichthyes

Subclase Actinopterygii

Orden Cyprinodontiformes

Suborden Cyprinodontoidei

Familia Poecilidae

Género Xiphophorus

Especie Xiphophorus helleri (Heckel, 1884)
Nombre comuin [Pez espada o Pez Cola de espada

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



Fig. 2. Macho y Hembra adultos (1 afio de edad) de Xiphophorus helleri. Aqui se aprecia
perfectamente el dimorfismo sexual de esta especie, el macho con la prolongacion de la aleta
caudal en forma de espada (de donde se deriva su nombre comun) y una coloracién mas intensa
en las franjas dorsales mientras que la hembra presenta una coloracion menos llamativa y la aleta
caudal sin prolongacién alguna (tomada por Alba Marquez E.).



ANTECEDENTES

Conociendo el efecto especifico que tienen las hormonas sexuales en
algunos peces podemos conocer mas a fondo como es que se lleva a cabo

el proceso de la reproduccion.

Cochran (1992) realiz6 un estudio utilizando tres andrégenos, Testosterona,
11-cetotestosterona y 11p-dihidroxitestosterona, aplicados a la especie
Fundulus heterociclus con la finalidad de conocer qué tipo de intervencién
tienen en la espermatogénesis, encontrando que dichas hormonas
intervienen en la produccion de esteroides y en el aumento del volumen

testicular.

Las hormonas tienen diferente efecto en los organismos, utilizando
andrégenos sintéticos como 19-nor-etiniltestosterona (100-500mg/kg.),
17aetiniltestosterona  (100-500mg/kg.) y 9(H)-dimetiltestosterona en
hembras gravidas de la especie Poecilia reticulata, se obtiene reversién
sexual y por lo tanto una poblacién consistente de machos, aunque en altas

dosis se incrementa el indice de mortalidad (Soossama, 1993).

Ya-Xiong (1993) utilizé andrégenos logrando un gran cambio en las
génadas de hembras de Menopterus albus, encontrando que las génadas
contenian tejido testicular con espermatocitos secundarios, espermatides y

algunos ovocitos primarios lo que indicaba reversion sexual en los peces.

Melard (1994) utilizando 17a-etinilestradiol aplicado en el alimento indujo la

produccion de poblaciones monosexo en la tilapia Oreochromis aureus.
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Borg (1994) observa claramente la gran importancia de la presencia de los
andrégenos en la formacion de las génadas masculinas y el buen desarrollo
del ciclo reproductor de los peces, resultando como las mas importantes la

Testosterona (T) y la 11-Cetotestosterona (11KT).

Grant (1994) con una poblacion de Onchorrhynchus mykiss, aplicé 17-
ametiltestosterona (MT) y 11p-hidroxiandrostenediona (OHA) por inmersion,
a una concentracion de 400 mg/l por un periodo de 2 hrs, logrando una
poblaciéon de 100% machos. En este estudio se determind que el periodo
mas efectivo para la reversion es de una semana después del nacimiento.
En este caso, el efecto de inmersiones multiples en MT producen un
incremento del efecto de la masculinizacion, mientras que la inmersioén con
la otra hormona (OHA) soélo causé rangos bajos de masculinizacion
obteniendo un 70% de machos en la poblacion. La comparaciéon de dos
tipos de hormonas similares nos proporciona informacion necesaria para
conocer la efectividad y la proporcion en que es asimilada cada una, para
que en estudios posteriores sea utilizada la mas adecuada segin se

requiera en la experimentacion.

Santandreu (1994) realizé un estudio en donde utilizando diferentes dosis
de MT en salmén Onchorrhynchus masou, encontré que el crecimiento y la
excrecion de nitrégeno son importantes para comprender el mecanismo de
accion de los esteroides anabdlicos sobre el metabolismo de los peces,
llegando a la conclusion de que la hormona incrementa el crecimiento y

declina el catabolismo proteico, la MT no sélo se utiliza para la induccién e
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inversion sexual, sino que también ayuda a incrementar el indice de

crecimiento en las especies citadas.

Al-ablani (1995) utilizé MT por via oral en Promoxis nigromaculatus por un
periodo de 30 dias, las dosis administradas fueron de 0.30 mg/kg y 0.60
mg/kg, con la primera dosis se obtuvo el 71% de poblaciéon de machos y
con la segunda una poblacion de 90% machos, llegando a la conclusién de
que la induccion o reversion sexual esta influenciada por la concentracion

de hormona.

Al igual que la MT, la 11KT es capaz de inducir la formacién y maduracion
de los gametos masculinos e inducir la espermiogénesis y la espermiacion

tal y como fue demostrado por Zvy Yaron (1995).

Otro ejemplo claro de la funcion de la MT se observa con el experimento de
Blazquez (1995), quien trabajé con Dicentrarchus labrax al cual le
suministré una sola concentracion de hormona (10 mg/kg. de comida) por
diferentes periodos de tiempo que van de 126-226 dias, de 226-326 dias y
de 326-426 dias después del nacimiento, con ayuda de la técnica
histolégica se determinaron las caracteristicas anatémicas de la gonadas
encontrando una proporcion aumentada de machos de 93-100% en

comparacion con el control (79%).

La utilizacion de MT en los peces nos ayuda a determinar el periodo de
tiempo 6ptimo para la administracion de la hormona asi como la duracion y

la concentracion en que debe de ser aplicada.



Mas recientemente, trabajos realizados con Xiphophorus helleri utilizando
diferentes dosis de MT muestran que realmente la hormona actia para
inducir poblaciones 100% machos (Fuentes, 1998), ademas de que el
efecto que tiene sobre la gonada de organismos adultos se denota con la
presencia de modificaciones en el desarrollo normal de los ovocitos,
afectando la ovogénesis y alterando el nimero de ovocitos en desarrollo, 1o
cual se manifiesta en la cantidad de crias al nacimiento, por lo que
recomienda la utilizacion de dosis bajas (10 mg/kg. de comida) en la

produccion de machos (Marquez, 1999).

Carrillo y colaboradores (1999) estudian la proporcion sexual en la progenie
de Dicentrarchus labrax sometiéndolos a la 17x<-metiltestosterona durante
la diferenciacion sexual, este tratamiento aumento6 el nimero de machos de
79.3% del grupo control, al 100% con una concentracion de 10mg de

hormona por kilogramo de alimento.

Bromley (2000) trabaja con la induccién de la diferenciaciéon sexual, la
fecundidad y la atresia de las génadas del pez S. maximus, variando los
niveles nutricionales encuentra que con porciones bajas de alimento se
conduce a una disminucion de hasta el 70% de la talla y el peso de los
ovarios, acompainado de un pobre crecimiento de los ovocitos vitelogénicos
e incluso ausencia de los mismos, en general un retraso en la maduracién

sexual, atresia y una considerable disminucion en la fecundidad.
Hassin (2000) estudia la maduraciéon temprana en el macho de Morone

saxatilis mediante la administracibn de analogos de la hormona

gonadotropina y testosterona, en este trabajo se observo que la acciéon de
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ambas hormonas en machos maduros simula la accién natural de las
hormonas foliculo-estimulante y luteinizante producidas en el cerebro y
glandula pituitaria del pez, sin embargo el mismo tratamiento no tuvo efecto

para los machos inmaduros.

Robers (2000) mide la regulacioén, sintesis y liberacion de los niveles de
hormona luteinizante en cultivos celulares de génadas de pez gato africano
Clarias gariepinus expuestas a testosterona, estradiol, dihidrotestosterona,
11-cetotestosterona y 11B-hidroxiandrostenediona, todas ellas
fisiologicamente relevantes en peces; en este trabajo se concluyé que tanto
la testosterona como el estradiol elevan considerablemente los niveles de
glicoproteina y de la hormona luteinizante, mientras que las otras hormonas
no tuvieron efectos considerables, ademas de que inhiben la actividad de la

aromatasa e impiden los efectos estimuladores de la testosterona.

Otro trabajo importante sobre aplicacién de hormonas y su efecto en las
gonadas de los peces es el realizado por Covaco (2001), quien utiliza
testosterona y 11-cetotestosterona en machos normales y castrados de
Clarias gariepinus demostrando que la castraciéon reduce pero no impide la
maduracion asociada a la elevacion del contenido de hormona luteinizante
en la glandula pituitaria, mientras que la aplicacién de testosterona
disminuye los niveles de hormona luteinizante en la pituitaria y a su vez
incrementa el nimero de células gonadotrofas citolégicamente maduras,
aunque no se hayan encontrado evidencias de la proliferacion de los
mismos. La 11-cetotestosterona no tuvo, por su parte efecto en los machos
castrados y sus efectos inhibitorios en las gobnadas intactas se deba tal vez

a la supresion de la produccién de testosterona en las células de Leyding.



Carlisle (2001) prueba el efecto de la 11-cetotestosterona en la morfologia
de la papila genital del pez Lythrypnus dalli y encuentra que tras cinco dias
de administracién 11-cetotestosterona las hembras de L.dalli presentan
elevadas concentraciones de esta hormona en la orina al igual que los
machos y se comienza a ver una considerable modificacion en la papila
genital aumentando en longitud y disminuyendo en grosor, siendo muy

semejante a la papila masculina.

Blazquez (2001) continuando con su trabajo en Dicentrarchus labrax busca
determinar el periodo critico de la induccion sexual con una concentracion
de 10 mg de 17a-metiltestosterona por kilogramo de alimento y encuentra
que estd aplicada entre los dias 86 y 106 post-fertilizacion da como
resultado una completa masculinizacion en contraposicion al 46% de
hembras en el grupo control. Todos los tratamientos que se aplicaron entre
los 110 y 210 dias post-fertilizacion indujeron a una total masculinizacion,
mientras que los tratamientos aplicados entre los 60 y los 160 dias post-
fertilizacion resultaron en una total supresion del desarrollo ovarico y de una

parcial a una total induccién a la esterilidad.

Tveiten (2001) trabajé con varias concentraciones de testosterona y 17-
Bestradiol en el plasma del pez Anarhichas lupus utilizando diferentes
temperaturas, encontrando que las concentraciones de ambas hormonas
disminuyen considerablemente en los rangos mas elevados de temperatura,
pero estas se restablecen rapidamente en cuanto los peces son regresados

a su temperatura normal que es de entre 1 y 6°C, lo que indica que el nivel
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hormonal de los peces esta intimamente ligado con la temperatura a la cual

se encuentra su ambiente natural.

Lone (2001) hace una descripcion de los cambios en la gbnada durante la
reversion sexual natural de Sparidentex hasta, evaluando el perfil hormonal
de las gobnadas, el cual determindé que la testosterona no mostré una
relacion significativa con el sexo, pero la 11-cetotestosterona tuvo un efecto

muy importante con la maduracion de las génadas masculinas.

JUSTIFICACION

Las hormonas sexuales las cuales funcionan como mensajeros quimicos,
sintetizados por el sistema endocrino como respuesta mas o menos directa
a ciertas sefiales internas o externas del organismo, dichas sustancias se
dividen en hormonas masculinas o andrégenos y en hormonas femeninas o
estrégenos. La importancia de estas reside en el papel fisiolégico que
consiste en regular, coordinar y dirigir las reacciones bioquimicas que
determinan el desarrollo de ciertos 6rganos, como las goénadas. Los
representantes mas importantes de cada grupo son respectivamente la
testosterona y el 17p-estradiol (Lozano, 1996).

En peces la utilizacion de hormonas sexuales se da con la finalidad de que
las especies adquieran caracteristicas especificas que facilitan su manejo o
comercializacion, estas hormonas son de gran utilidad en algunas especies
comerciales como en el caso de los salmones, en los cuales las hembras al

tener una talla superior en comparacion con la de machos adquieren un



valor comercial mucho mayor, estas mismas hormonas en peces de ornato
ayudan a que la coloracion y vistosidad que son de gran importancia, se

desarrollen tanto en machos como en hembras.

Se han llevado a cabo trabajos de inducciéon de la diferenciacion sexual
utilizando hormonas en 47 especies pertenecientes a diferentes familias
dentro de las que se encuentran Cichlidae, Cyprinodontidae, Anabantidae,
Poecilidae, Salmonidae y Cyprinidae (Marquez, 1999), Labridae (Park,
2001) y Gobidae (Caputo, 2001). La administracion de las hormonas se
puede dar por varias formas, entre las que se encuentran la inyeccion
subcutanea, disueltas en el agua por inmersion, introduccion de cristales

bajo la piel y mezclados en el alimento, este Gltimo es el mas utilizado.

La administracion de la hormona por via oral mezclada con el alimento es la
mas practica ya que al no tener contacto directo con los organismos se evita
que éstos sufran cualquier tipo de estrés debido a la manipulacion fisica, a
la falta de oxigenacién o a los cambios bruscos al cambiar de un medio a

otro.

Entre las hormonas que producen la masculinizacion y feminizacion
respectivamente se encuentran la 17a-metiltestosterona y estradiol-17p, el
uso de estas hormonas puede aumentar la mortandad dependiendo de las
dosis en que se utilice e incluso pueden acelerar el crecimiento en algunas

especies (ciclidos y ciprinidos).



La induccion de la reversion puede servir como una herramienta para
entender los procesos de diferenciacion sexual y la produccién de

poblaciones monosexo en la industria de la acuacultura (Marquez, 1999).

Con la reversion sexual por medio de hormonas es sencillo comprender la

actividad reproductora de un gran nimero de organismos, ademas de que

se puede controlar la produccion de machos o hembras seguin convenga.
IZT.

En la mayoria de los trabajos realizados con hormonas en peces se utilizan

organismos juveniles los cuales después de absorber el saco vitelino, lo

primero que consumen es el alimento hormonado observando los

resultados en los organismos adultos.

Kramer y Kallman (1985) trabajaron con Xiphophorus helleri para saber si
es posible determinar fisicamente el sexo en estadios tempranos de
desarrollo y encontraron que a partir de los 8.4 dias es posible reconocer un
dimorfismo sexual basado en ciertos rasgos somaticos de la gbénada,
concluyendo que el sexo gonadal queda determinado antes de nacer
(Fuentes, 1998).




OBJETIVOS

Por lo anterior los objetivos de este trabajo son:

e Determinar el efecto de la hormona 17 a-metiltestosterona en génadas de

crias de la especie Xiphophorus helleri (peces cola de espada).

e Determinar si la concentracion de 8mg/kg tiene el mismo efecto que la de

12mg/kg.

e Comprobar si la 17 a-metiltestosterona tiene efectos sobre el crecimiento

corporal de los organismos.
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METODOLOGIA

Para la realizacion del presente trabajo, la metodologia se encuentra
dividida en dos partes, la primera que abarca el tratamiento hormonal en las
crias y la segunda que esta constituida por la evaluacion microscopica de
las gonadas.

Primera parte

Se obtuvieron varias hembras prefiadas de Xiphophorus helleri las cuales
se compraron en el mercado Emilio Carranza de la colonia Morelos en el
Distrito Federal, estas se mantuvieron en peceras de 50L, se les
acondicioné una maternidad y se les alimenté con hojuelas de la marca
Wardley. De estas hembras, ocho en total se obtuvieron aproximadamente

320 crias durante los primeros cinco dias después de su compra.

Posteriormente se seleccionaron aleatoria mente 270 crias recién nacidas
las que se trataron con diferentes concentraciones de la hormona 17a-

metiltestosterona a partir del primer dia de nacidas.

Tomando en cuenta la metodologia de Fuentes (1998) y Marquez (1999), se
preparo y administro el alimento de la siguiente forma: Se manejaron dosis
de 8 miligramos de hormona por kilogramo de alimento (mg/kg.), 12mg/kg y
Omg/kg (control). Las dosis fueron preparadas por dilucion en alcohol
siguiendo la técnica de Guerrero (1975) y se utilizé iniciador de trucha de la
marca Purina en presentacion de harina como alimento, proporcionado ad

fibitum.
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Se prepararon un total de 9 peceras de 50L, esto para las tres condiciones
experimentales y dos repeticiones de cada una, se acondicionaron con un
filtro de caja con la finalidad de mantener lo mas limpia posible el agua,
colocandose 30 individuos por cada pecera con un peso promedio de 0.024

g y una talla promedio de 104 mm.

Las condiciones fisicoquimicas bajo las cuales se mantuvieron los peces
fueron las siguientes: temperatura de 24°C + -1°C, pH de 7.2 + -0.1, foto
periodo de 13 horas de luz por 11 horas de oscuridad, aireacion vy filtraciéon
constante, llevando para ello un registro diario con la finalidad de detectar y

corregir alteraciones en los parametros.

Con una periodicidad de diez dias, de cada tratamiento se tomaron aleatoria
mente tres organismos, los cuales se midieron, se pesaron y posteriormente
se sacrificaron para extraer la goénada. Las génadas extraidas fueron
conservadas en formol al 10% para la realizacion posterior de la técnica
histolégica, la cual es el instrumento para poder observar y evaluar
adecuadamente el efecto de la hormona en los diferentes tipos celulares

que conforman las goénadas.

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

sexuales secundarias (Marquez, 1999).

22



Segunda parte

Los organismos tratados con las dosis de 8 y 12 mg/kg, asi como a los
organismos del grupo control antes de someterios a la diseccion para
extraer las génadas, se les midio la talla en mm con la ayuda de un papel
milimétrico y el peso en gramos en una balanza analitica, registrandose

todos los datos en la tabla 3.

Una vez que se registr6 el peso y la talla de los organismos, se les sometio
a una diseccion con ayuda de un microscopio estereoscopico para poder
extraer las gonadas y procesarlas para la realizacion de la técnica
histolégica, tomada de Junqueira (1991). En aquellos casos en que la
gonada no pudo ser procesada por su tamafo, se procedié a incluir en
parafina al pez completo y seguir los mismos pasos de la técnica
histologica. Durante la diseccién pudo determinarse el sexo gonadal de
cada uno de los peces tomando en cuenta la escala empirica de

maduracion gonadal de Nikolsky (1963).

Paralelamente se mantuvo una repeticion extra de cada dosis manejada,
bajo las mismas condiciones y sin tomar muestras para determinar la

proporcion sexual fenotipica al finalizar el tratamiento.

El analisis estadistico utilizado en el presente trabajo fue un Analisis de
Varianza (ANOVA) para determinar diferencias significativas entre los tres
tratamientos y una Prueba de Tukey para comprobar las diferencias
existentes entre las dos concentraciones de la hormona, ambas con un nivel
de confianza de 0.05, estas pruebas se realizaron con ayuda del programa

Statistica para Windows version 4.5

23



RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

Las condiciones ambientales en las que se desarrollaron los organismos
tratados no tuvieron variaciones considerables (graficas 1 y 2) y se
mantuvieron siempre dentro de los parametros optimos para el adecuado
mantenimiento de los peces (tabla 1), lo cual sugiere que los efectos o
cambios en las condiciones fisiolégicas de las gobnadas estuvieron
influenciadas directamente por la administracion de la 17-«
metiltestosterona y no a cambios importantes en el ambiente, Rodriguez
(1989) sefiala que el ciclo de vida de cada especie esta intimamente
relacionado con factores como temperatura, foto periodo y disponibilidad de
alimento, que afectan directamente el eje endocrinoldgico en la estimulacion

hormonal induciendo a uno u otro sexo.

Tabla 1.- Condiciones ambientales registradas en todas las peceras durante los cien dias de
tratamiento.

FACTOR CONDICION PROMEDIO
pH 72+ 0.1
Temperatura 24°C + 1°C
Aireacion Sin problemas
foto periodo 13 h. luz/11 h. oscuridad
Mortalidad 0
Filtracion Sin problemas
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grafica 2, pH promedio registrado durante el
tratamiento

La distincién entre ovarios y testiculos en las disecciones de los organismos
se bas6 en las tablas de maduracién gonadica de Nikolsky (1963), que
sefalan a los testiculos como estructuras pareadas alargadas y translicidas
y sin evidencia de células germinales (Fig. 3), mientras que los ovarios de
acuerdo con el mismo criterio son sacos pareados de color amarillento con

indicio de gametos (Fig. 4), ademas esto se sustenta por las observaciones



de Eisenberg (1923) quien dice que las gbnadas pareadas de las hembras
de Xiphophorus helleri se fusionan y forman un ovario sencillo y la superficie
media de las génadas forman la cavidad del ovario, mientras que en los
machos las gonadas permanecen siempre pareadas. Sin embargo durante
las primeras cuatro semanas de vida de los peces las gbénadas se
encuentran indiferenciadas (Fig. 5), por lo que el criterio de seleccion entre
machos y hembras se inicia con certeza a partir de los cuarenta dias de

tratamiento.

Fig. 3 Organismo de cien dias de nacido del grupo control en el que se observan los testiculos (T)
inmersos en la cavidad abdominal (Ca), cerca del higado (H), aumento 60X (tomado por J. C.
Benitez)
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Fig. 4. Ovarios de un individuo de cien dias de nacido del grupo control en donde se distinguen los
ovocitos (Ov) inmersos en la cavidad abdominal (Ca), cerca del intestino (I), aumento 80X
(tomados por J. C. Benitez)

Fig. 5. Génadas indiferenciadas (Gi) de un individuo de 20 dias de nacido del grupo control,
ubicadas por debajo de la vejiga gaseosa (Vg) y muy cerca del intestino (1), aumento 60X,
(tomadas por J.C. Benitez)
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La proporcion sexual de los organismos tratados puede dividirse en dos
factores, el sexo gonadal y el sexo fenotipico, ambos influenciados de
manera diferente por la administracion de la 17 a-metiltestosterona, en
primer lugar el sexo gonadal expresado en ovarios o testiculos conserva
una proporcion muy similar en los tres grupos experimentales (tabla 2),
manteniendo un porcentaje superior de ovarios (dos terceras partes en el
grupo control) sobre los testiculos, para la dosis de 8 mg/kg el porcentaje de
ovarios es muy similar al grupo control disminuyendo menos del cinco por
ciento y en la dosis de 12mg/kg aumenta el porcentaje de testiculos pero se
mantiene por debajo del porcentaje de ovarios. Mientras que el segundo
factor, que es el sexo fenotipico observado en los tratamientos, revela
efectos completamente diferentes (grafica 3), llegandose en la dosis de 8
mg/kg a un porcentaje de machos del 86.9% y para la dosis de 12 mg/kg del
95.2%, mientras que el grupo control se mantiene con porcentajes muy

similares a los observados con el sexo gonadal.
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grafica 3, proporcion sexual fenotipica y gonadal en los tres
tratamientos
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Se muestran claramente que la hormona no tiene un efecto importante
sobre la diferenciacion de las génadas entendiendo a esta segun Krisfalusi
(2000) como el proceso por el cual las células comienzan a especializarse
en estructura y funcion y el fenotipo gonadal es expresado, incluyendo a
ambas gonadogénesis, la formacion de los componentes somaticos de a
gonada y la gametogénesis que es la formacion y desarrollo de los

gametos.

Sin embargo, la hormona si afecta notablemente las caracteristicas
sexuales secundarias de los organismos, promoviendo que la mayoria de
los peces se expresen como machos fenotipicos aunque en el sexo gonadal
se mantenga un porcentaje mayor de hembras (tabla 2) lo que sugiere que
la hormona puede ser utilizada para darle mayor vistosidad a los peces (por
su apariencia de macho) e incrementar su comercializacion, pero sin

revertir completamente su sexo.



Tabla 2. Proporcién sexual tanto en las génadas de los organismos disectados como en el fenotipo
de los individuos de las peceras alternas con el mismo tratamiento y las mismas condiciones

(T= Testiculo, O= Ovario, I= gonada indiferenciada).

Edaden muestra 8mg/kg 12mg/kg control

dias
1 | | I
10 2 | | I
3 I I I
1 I I I
20 2 I il I
3 T | I
1 | O I
30 2 T | I
3 @) T |
1 O T 0]
40 2 T (@] 0]
3 T (0] b
1 T T T
50 2 0 O O
3 O O @)
1 T 0] T
60 2 O O O
3 0] (@) (@]
1 O O T
70 2 O T @)
3 T T 0]
1 0O T T
80 2 0) 0) 0
3 T T O
1 O (@) O
90 2 @) (0} (0]
3 (0] T (9]
| T O O
100 2 O T ’E
3 O 0 T
% 0 62.2 58.3 66.6
% T 37.5 41.6 33.3
% Hembras fenotipicas 13 4.7 65.3
% Machos fenotipicos 86.9 95.2 34.6
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Algunos resultados sobresalientes obtenidos de las disecciones son los
efectos de la hormona principalmente en dosis de 12 mg/kg, que pudieron
ser apreciados macroscépicamente al momento de extraer las gébnadas a
un individuo de cien dias de nacido que presentaba caracteristicas sexuales
de macho (Fig. 6), la prolongacion de la aleta caudal y la fusion de la aleta
anal como gonopodio, pero que al ser disectado present6é un par de ovarios
bien definidos (Fig. 7), lo que demuestra que la hormona altera el sexo

fenotipico de los organismos pero no cambia el sexo gonadal de los

mismos.

Fig. 6. Organismo de cien dias de nacido tratado con dosis de 12 mg/kg, presentando
caracteristicas sexuales de macho (tomado por Alba Marquez).



Fig. 7. Mismo individuo disectado en el que se aprecia el ovario (Ov) y el higado (H) inmersos en la
cavidad abdominal (Ca), la aleta pélvica (Ap) y los radios de la aleta anal fusionados (Rf) formando
el gonopodio (tomado por J.C. Benitez).

La diferenciacion de las gbonadas de Xiphophorus helleri de acuerdo con
Eisenberg (1923) no se presenta sino hasta después de las primeras
semanas de vida del organismo, lo cual se puede apreciar en la (Fig. 8) que
muestra que en estado natural estos peces no presentan células germinales
diferenciadas hasta los treinta dias de nacidos, sin embargo con la
administracion de la 17 o- metiltestosterona, los testiculos ya pueden ser
apreciados desde los treinta dias con dosis de 8 mg/kg (Fig. 9), e incluso los
ovarios pueden presentar cierto grado de reversion (Fig. 10) a esta misma

edad si se tratan con dosis de 12 mg/kg.
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Fig. 8. Corte representativo de la estructura gonadal de los organismos del grupo control de cero a
treinta dias de nacidos en donde se aprecia el lumen (L) y algunas células germinales
indiferenciadas (Cgi), aumento 800X (Tomado por Cecilia Santos).

Fig. 9. Corte transversal de un testiculo de un individuo de treinta dias de nacido tratade con dosis
de 8mg/kg en el cual se aprecian alguna espermatogonias (Eg), el lumen (L) y varios conductos
espermaticos (Ce), aumento 400X (Tomado por J.C. Benitez).
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Fig. 10. Corte ionitudinal de la goénada de un individuo de treinta dias de nacido tratado con una
dosis de 12 mg/kg, el la que se aprecian ademas de algunos ovocitos (Ov) algunos paquetes de
espermatogonias (Eg), aumento 200X (Tomado por J.C Benitez)

A partir de los cuarenta dias de vida de los organismos, puede apreciarse
que las goénadas en estado natural (grupo control) ya se encuentran
diferenciadas como ovarios (Fig. 11) o como testiculos (Fig. 12), asi mismo
puede apreciarse también que las goénadas no sufren alteraciones
considerables si se tratan con dosis de 8 mg/kg de 17 «- metiltestosterona
(Fig. 13) presentando estructuras ovaricas muy similares al grupo control.
Sin embargo, cuando se aplica la dosis de 12 mg/kg se pueden encontrar
gonadas inmaduras (Fig. 14) o por el contrario testiculos mucho mas
desarrollados que en el grupo control (Fig.15), esto debido a que la
hormona altera el desarrollo normal de los ovarios retrasando o impidiendo
su maduracion, mientras que en el caso de los testiculos promueve

considerablemente su desarrollo acelerando su maduracion.
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Fig. 11. Corte longitudinal de un pez del grupo control representativo de cuarenta a sesenta dias de
nacido en donde se aprecia el intestino (l), la musculatura (mu) y un ovario (Ov) bien definido,
también se aprecia el lumen (L), aumento 200X (tomado por Cecilia Santos).

Fig. 12. Corte representativo de un testiculo de cuarenta a sesenta dias del grupo control en el que
se distinguen algunos cistos (Ci) y conductos espermaticos (Ce), aumento 400X (tomado por
Cecilia Santos).

35



Fig. 13. Corte transversal del ovario de un individuo representativo de cuarenta a sesenta dias
tratado con dosis de 8mg/kg que muestra a los ovocitos (Ov) con nucleos (N) y nucleolos (n) bien
definidos, ovocitos previtelogénicos (Pv), en la periferia de la génada y hacia el centro el lumen (L),
aumento 400X (Tomado por J.C. Benitez).

Fig. 14. Corte transversal de un pez representativo de cuarenta a sesenta dias de nacido con una
dosis de 12 mg/kg, en el que se distinguen las gbnadas indiferenciadas (Gi) al lado del intestino (1),
por debajo de la vejiga gaseosa (Vg), aumento 200X (tomado por Cecilia Santos).

36



Fig. 15. Corte transversal del testiculo de un individuo representativo de cuarenta a sesenta dias
con dosis de 12 mg/kg en el que se aprecian los paquetes de espermatogonias (Eg) y
espermatides (Ea), aumento 400X (tomado por J.C. Benitez).

Entre los setenta y ochenta dias en los individuos del grupo control pueden
observarse bien diferenciados los ovocitos y en un alto grado de desarrollo
dentro del ovario (Fig. 16) y un considerable numero de cistos con
espermatogonias y espermatides en los testiculos, lo que evidencia un
crecimiento normal en las génadas, sin embargo, tanto para la dosis de
8mg/kg (Fig. 17) como para la dosis de 12 mg/kg (Fig. 18) se puede
apreciar un considerable retraso en el desarrollo de los ovarios llegando los

ovocitos a estadios de maduracion inferiores al grupo control.
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Fig. 16. Corte representativo de un ovario de los organismos del grupo control de setenta y ochenta
dias de nacidos, donde se observan los ovocitos en un alto grado de desarrollo aumento 400X
(tomado por J.C. Benitez).

[

Fig. 17. Corte representativo de un ovario de los organismos tratados con dosis de 8 mg/kg de
setenta y ochenta dias de nacidos, en donde se observan ovocitos (Ov), aumento 400X (tomado
por J.C. Benitez).
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Fig. 18. Corte representativo de un ovario de los organismos tratados con dosis de 12 mg/kg de
setenta y ochenta dias de nacidos, en donde se observan claramente ovocitos previtelogénicos
(Pv), aumento 400X (tomado por J.C. Benitez).

Los cortes de noventa y cien dias muestran que la 17 o-metiltestosterona
tiene un efecto negativo en el desarrollo de los ovarios, atrofiando los
ovocitos en ambas dosis, aunque de una manera muy leve en la dosis de 8
mg/ kg (Fig. 20) y de manera mas severa en la dosis de 12 mg/kg (Fig. 21)

en comparacién con el grupo control (Fig. 19).

Fig. 19. Corte representativo del ovario de los individuos del grupo control de noventa y cien dias
de nacidos en el que se aprecian algunos ovocitos muy desarrollados (Ov) que muestran los
nucleos (N) y nucleolos (n) aumento 400X (tomado por J.C. Benitez).
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Fig. 20. Corte transversal del ovario de un individuo representativo de noventa y cien dias de
nacidos tratado con dosis de 8mg/kg en donde se aprecia a los ovocitos (Ov) en un grado de
desarrollo normal, junto a un ovocito atrésico (at), aumento 400X (tomado por Cecilia Santos).

Fig. 21. Corte transversal del ovario de un individuo representativo de noventa y cien dias de
nacidos tratado con dosis de 12mg/kg en donde se aprecia a los ovocitos previtelogénicos (Pv) y
algunos ovocitos atrésicos (at), aumento 400X (tomado por Cecilia Santos).
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Finaimente el efecto de la hormona 17 o-metiltestosterona en la ganancia
de peso y talla en los organismos se manifiesta de una manera gradual y
con un amplio margen entre los dos tratamientos utilizados (fig. 22), es
decir, los organismos tratados con la concentracién de 8 mg/kg presentan
un desarrollo muy similar al que presentan los organismos del grupo control
mientras que los peces sometidos a la concentracion de 12 mg/kg se
desarrollan mas ampliamente alcanzando pesos y tallas mayores en
comparacion con los individuos de las otras unidades experimentales (tabla
3, graficas 4 y 5).

tratamientos de 8 mg/kg (A), 12 mg/kg (B) y del grupo control (C). (Tomada por Cecilia Santos).
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Al respecto, Gannam (1990) sefiala que el efecto positivo de las hormonas
sexuales como la 17 o-metiltestosterona o la 11 - cetotestosterona como
agentes anabdlicos en el crecimiento y aumento proteinico de los animales
comerciales de sangre caliente, han conducido a la investigacion de los
posibles beneficios de estas hormonas en la piscicuitura debido a que estas
hormonas pueden ser administradas a traveés de ia dieta, teniendo efectos
direcios sobre ei incremenio de peso y taiia, o de ia visiosidad de ios
machos, aumentando asi ia posibiiidad reproductiva de ios mismos, ya que
Rosentnhai (1996), Heifman (1897), Morris (1888), Trainor (2000) y Merry

L o

{(2001) sostienen que ias nembras de Aiphophorus heiieri prefieren a ios
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mayor iongitud en ia espada y coloracion mas iiamativa es ei que tiene mas
posibilidades de apareamienio;, ademas de presentarse como individuos

con mayores oporiunidades de ser comerciaiizados.

Tabla 3.- Valores promedio de peso y talla en los tres tratamientos durante los cien dias de

expenimentacion.

8 mg/kg 12 mg/kg Control
tdad en Pesoeng Talla en Pesoeng Talla en Pesoeng Taila en
dias mm mm mm

0 0.0z7 116 0.024 116 0.026 103
10 0.030 153 0.053 156 0.038 126
20 0.050 166 0.058 166 0.054 140
a0 0.060 183 0.166 230 0.066 152
40 0.137 213 0.396 306 0.112 210
50 0.158 238 0.474 336 0.379 238
60 0.242 246 0.400 316 0.282 266
70 0.337 286 0.428 320 0.337 293
80 0.371 293 0.602 350 0.392 303
90 0.545 336 1.026 433 0.463 316

100 0.614 380 1.309 500 0.567 346
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mediante la administracion de 17 ~-metiltestosterona es necesario apolicar la

dosis de 12 ma/ko



CONCLUSIONES

La induccion sexual fenotipica en Xiphophorus helleri tras la administracion
de 17a- Metiltestosterona en el alimento es muy elevada, ya que se
presenta un mayor numero de machos en los dos tratamientos que en el

grupo control.

El sexo gonadal de Xiphophorus hellen tras la administracion de 17a -
Metiltestosterona en el alimento no es afectado microscopicamente por la
hormona en ninguna de sus dosis, ya que la proporcion entre ovarios y
testicuios (machos y hembras) se mantiene con porcentajes muy

semejantes ai grupo control.

£l tiempo de administracion minimo de la hormona para ver sus efeclos
tanto en ias gonadas como en €i crecimiento dei organismo es de veinte

dias.

La dosis de 8mg/kg promueve un desarroiioc avanzado en ios testicuios y un
retraso en el desarrolio de los ovarios, manteniendo a los ovocitos como

previlelogénicos, asl como una atresia importante en algunocs ovocitos. La

Al i MU SISANIIY gRC il Dol Sl Libos SESLSLCEL LESpianl Lup ol PRy
dosis de 12 mg/Kkg tiene un efecto directo sobre el incremento de peso y
e e e c T e =V T 1= - - o~ T T Y ey | ——
tatla, mucno nayor gue a Qosis de 8 ﬁ"gﬁxg. que s& ma itiene TILlY Sii ilar al
e mmmbeal mae | - b dﬁﬂ: I d ear ikilisadas sammas 1im asamis
grups Comao:, pOor 0 Gue €5ia GO5Is pushe sef uiiZala COmMe uh agenie
ﬂ"ﬂhA"ﬂn Tmmhl"\" ARSI ISYVIS r\l AHFHFFH"H . 'HH ‘ Q“IH' IlﬁﬁﬂI AF LIPS P +FHF‘ o~
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e! desarrollo ovérico, logrande ademdés una reversién gonadal incompleta en

e
alounps casos v una considerahble alteracian en laos pyocitos en lag edades
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APENDICE

1. Técnica histolégica

La realizaciéon de la técnica histolégica se llevaran a cabo los siguientes

pasos.

'h:l

(%]

o o b

=~

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

Deshidratar con aicohoies de concentracion ascendente.

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

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

inciusion en parafina.

Impregnacion Parafina | ? horas
Parafina || 2 horas
Farapiast 2 horas

Bloque Paraplast hasta que solidifique

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

para que se adhieran al portaobjetos.



9. Una vez que las laminillas con los tejidos estan listas, se llevan a cabo

la tincion.
REACTIVO TIEMDOD
DESPARAFINAR Xilol | S min.
Aiioi ii o i,
HIDRATAR OH-100% 1a 3 min.
OH-96% 1a 3 min.
OH-80% 1a 3 min.
OH-70% ia3min.
Agua corriente paso rapido
Hematoxilina de Harris 7 a 10 min.
Alcoha! acido paso rapide
Agua corriente paso rapido
Agua amoniacai paso rapido
Agua corriente paso rapido
Eosina 3 a4 min.
DESHIDRATAR OH-70% 5 min.
OH-80% S min.
OH-90% 5 min.
OH-96% 5 min,
OH-96% 5 min.
CH-100% 5 min.
OH-100% 5 min.

10. Ya concluida la tincién se observa al microscopio.

(Junqueira, 1991)

Nota: La técnica anterior se encuentra estandarizada para gonadas.
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Apéndice 2.- Informacion nutrimental del alimento utilizado para los

tres tratamientos

PRESENTACION HARINA

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

E.L.N. 7.0% PIDIF
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