38

Revista Colombiana de
Ciencias Pecuarias

UNIVERSIDA

DE ANTIOQUIA http://rccp.udea.edu.co C C P

1803

Exposure of Red Tilapia (Oreochromis spp.) eggs to
17a-Methyltestosterone and the sex ratio of the fish offspring™

Inmersion de ovas de tilapia roja (Oreochromis spp.) en diferentes estadios de fertilizacion
en una solucion de 17a metiltestosterona y la proporcion fenotipica del sexo

Efeito da imersdo de ovas de tilapia vermelha (Oreochromis spp.) em diferentes fases de
fertilizagdo numa solucdo de 17a metiltestosterona sobre a propor¢ao fenotipica do sexo

Monica C Botero "*", Zoot, PhD; Juan C Pineda /, Zoot; Natalia Gallego /, Zoot.
'Grupo GRICA, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia.
2Docente Escuela de Produccion Agropecuaria, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia.

AA 1226. Medellin, Colombia

(Recibido: 26 febrero, 2010; aceptado: agosto, 2010)

Summary

This study evaluated the proportions of sex reversals which occurred after red tilapia (Oreochromis
spp.) eggs were immersed into various solutions of 17a-Methyltestosterone (0, 800 and 1200 ug/L of
water). Two fertilization stages of the eggs, i.e., reflecting clear or dark colors, were included in this study.
Besides sex proportions, other parameters studied included hatching, fry and fingerling survival, final
weight and length. There were no significant differences between the sex proportions obtained relative
to hormone concentration or egg color (49.59% males from dark eggs and 46.36% males from light eggs
versus the control, which had 55.24% males). In contrast, the percentage of hatching was significantly
higher in dark eggs (60.27% + 11.52). Survival of fry was higher when born from dark eggs compared
with clear eggs (51.74% = 27.01 versus 28.97% £ 1.52, respectively). Fingerling survival was not related to
the color of the eggs (59.28% + 23.73 versus 65.58% + 9.01 for initially dark and clear eggs, respectively).
However, surviving males were longer and heavier (6.75 cm = 1.29 and 5.45 g £ 3.09) than females. This
data suggest a possible interaction between hatching, survival, and egg color.

Key words: hormonal induction, masculinization, sexual reversal.
Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la reversion sexual por inmersion de ovas de tilapia roja
(Oreochromis spp.) clasificadas por estadios de fertilizacion (color de ovas claras y oscuras) a diferentes
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concentraciones hormonales 0, 800y 1200 ug de 17 o Metil Testosterona (17aMT/L) por litro de agua. El
trabajo fue realizado en la estacion piscicola de la Universidad de Antioquia, midiendo como variables:
proporcion sexual, porcentaje de eclosion, sobrevivencia en larva y alevinaje, peso final, longitud total.
Para porcentaje de reversion sexual no se encontro diferencia significativa (p>0.05) con respecto a las
concentraciones hormonales y al color de ovas, cuyos valores promedio fueron 49.59% de machos para
ovas oscuras 'y 46.36% de machos para ovas claras, respecto al tratamiento testigo que tuvo 55.24% de
machos. Para los demds parametros, tales como porcentaje de eclosion, se encontré diferencia altamente
significativa (p<0.01) con respecto al color de las ovas siendo mayor la eclosion en ovas de color oscuro
con un valor de 60.27 + 11.52%. Para sobrevivencia en larva se encontro diferencia significativa (p<0.05)
hallandose 51.74 + 27.01% para las larvas provenientes de ovas oscuras y 28.97 + 1.52% para las
provenientes de ovas claras. Para sobrevivencia en la etapa de alevinaje, no hubo diferencia significativa
(p>0.05) con respecto al color de las ovas, encontrandose 59.2 £ 23.73% para los animales provenientes
de ovas oscuras y de 65.58 + 9.01% para los animales provenientes de ovas claras. En las variables peso
y longitud se observo diferencia altamente significativa (p<0.001) con respecto al sexo siendo de mayor
tamario y peso los machos con una media de 6.75 £ 1.29 cm y 5.45 £ 3.09 g, respectivamente.

Palabras clave: induccion hormonal, masculinizacion, reversion sexual.
Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a reversio sexual por imersdo em ovas de tilapia vermelha
(Oreochromis spp.), classificadas por fases da fecundacdo (ovas de cores claras e escuras), com diferentes
concentragoes hormonais, 0, 800 e 1200 ugl7aMT / L de dgua. Este trabalho foi realizado na Estacdo
Piscicola da Universidade de Antioquia, medindo varidveis, tais como: percentagem de Eclosdo,
percentagem de Sobrevivéncia das larvas e alevinagem, Peso fim, Comprimento total, e propor¢do sexual.
Para a variavel Eclosdo, foi encontrada uma diferenga altamente significativa (p<0.01), sendo maior a
quantidade de ovas escuras, com uma média de 60.27% e um desvio padrdo de + 11.52%. Na sobrevivéncia
das larvas ndo foi encontrada diferenca significativa (p<0.05) com respeito a cor das ovas, havendo uma
média de 51.74% e um desvio padrdo de = 27.01% para as larvas das ovas escuras; uma média de 28.97%
e com desvio padrao de £ 1.52% para as larvas das ovas claras. Durante a etapa da alevinagem ndo houve
diferenca significativa (p>0.05), encontrado uma média de 59.28% e um desvio padréo de = 23.73% para
os animais provenientes de ovas escuras; uma média de 65.58% e um desvio padrio de £ 9.01% para
animais provenientes de ovas claras. Nas varidveis Peso e Comprimento, foi observada diferenca altamente
significativa (p <0.001); sendo os machos, de maior tamanho e peso, com uma média de 6.75 centimetros e
um desvio padrdo de + 1.29 cm para a varidavel comprimento. Para a varidvel peso, ocorreu uma média de
5.45 gr e um desvio de + 3.09 g. Para a Reversdo, ndo foi encontrada diferenca significativa (p>0.05), no
que diz respeito ao concentrag¢oes hormonais e a cor das ovas.

Palavras chave: inducdo hormonal, masculinizagdo, reversdo sexual.
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Introduccion

La produccion nacional de peces involucra
principalmente tilapia, trucha y cachama, con
participacion conjunta en los Ultimos 12 afios del
96.3% del total de la piscicultura y el 65.3% de la
produccion acuicola. La produccion de tilapia ha
participado con el 49% de la actividad piscicola
(Martinez y Gonzalez, 2005).

El sexo en peces esta determinado genéticamente
de forma definitiva. Factores externos como
temperatura, comportamiento social y extirpacion
quirargica de las gonadas, inducen a la reversion del
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sexo (Haniffa ef al., 2004). Como el sexo fenotipico
no se ha diferenciado, puede ser manipulado por
administracion de hormonas esteroides, ya sea
por suplementos alimentarios, por inmersién o por
trasferencia sistémica (Haniffa ef al, 2004).En
varias especies de peces es utilizada la reversion
sexual inducida por hormonas esteroides (Hunter
y Donaldson, 1983 En: Wassermann y Bertolla-
Afonso, 2003), siendo los androgenos y los
estrogenos usados como agentes masculinizantes
y feminizantes respectivamente (Pandian y Sheela,
1995).
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En el caso particular de la tilapia, el periodo
de indiferenciacion en la morfogénesis llega
hasta los 15 dias después de la eclosion, lo que ha
permitido la utilizacion de técnicas de induccion
hormonal para el cambio fenotipico del sexo
(Hepher y Pruginin, 1991). En la reversion
sexual se espera que por lo menos el 95% de la
poblacién sea machos (Martinez y Gonzélez,
2005), aunque en este proceso lo ideal es alcanzar
el 100% de efectividad, debido a que la especie
alcanza la madurez sexual muy rapidamente. El
cultivo de ambos sexos generalmente conduce
a una reproduccion no deseada ocasionando
superpoblacion 'y bajas ganancias de peso
(Guerrero, 1975; Blazquez et al., 1995). Esta ha
sido la principal razéon para que se produzcan
poblaciones monosexo, s6lo machos (Wassermann y
Bertolla-Afonso, 2003).

Los métodos actuales de masculinizacion se
hacen por administracion de androgenos en el
alimento, lo que acarrea que el excedente hormonal
contamine el agua de cultivo y las cuencas que
la reciben. Como otra falla, estd la distribucion
desigual, tanto del alimento como de hormona,
dando lugar a la formaciéon de jerarquias (Bart
et al., 2003). Como alternativa a reversion por
alimentacion, se estd implementando inmersion de
ovas en solucién con hormona masculinizante para
salmonidos y tilapias (Piferrer y Donaldson 1989;
Piferrer et al., 1995, Fiest et al., 1995; Contreras-
Sanchez et al., 1999).

Se pretende evaluar el efecto de la inmersion de
ovas tilapia roja (Oreochromis spp) en diferentes
estadios de fertilizacion en una solucion de 17a
metiltestosterona sobre la proporcion fenotipica del
sexo.

Materiales y métodos

El trabajo de campo se realiz6 en la Estacion
Piscicola de San José del Nus de la Universidad
de Antioquia, localizada en el Municipio de San
Roque, con una altitud de 840 metros sobre el
nivel del mar, con una precipitacion anual de 2000
mm, temperatura ambiente promedio de 22 °C y
temperatura del agua de 24 + 3 °C. De acuerdo

a parametros establecidos, dicha estacion esta
clasificada como zona de vida de bosque hiimedo
tropical (bh-T) (Holdrigde, 1996).

Se emplearon 10 reproductoras de tilapia roja, de
las cuales se extrajeron todas las ovas de la cavidad
oral para el experimento; éstas se recolectaron
en dos recipientes y se clasificaron en dos grupos:
ovas claras (OC) y ovas oscuras (OO), asociando
su coloracion al estadio de fertilizacion. Se tomo
una alicuota de 2 ml de ovas de cada color y se
contaron seis veces para determinar la cantidad
promedio de huevos, dando como resultado 79
huevos/ml. Cada grupo de ovas (OC y OO) se
coloco en tres tratamientos (T1, T2 y T3) con 0, 800
y 1200 pg/L de la hormona 170 metiltestosterona,
respectivamente. Cada tratamiento tuvo cuatro
repeticiones  (incubadoras), con promedio de
458 OC (5.6 ovas/cm?) o 155 OO (1.89 ovas/
cm?). Las ovas de color oscuro se sembraron a
menor densidad, dado que la mayoria de hembras
capturadas con huevos en cavidad bucal, se
encontraban al inicio de la incubacion.

Las incubadoras usadas fueron de tipo artesanal,
con un didmetro de 81.7 cm?. Estas fueron ubicadas
en parejas dentro de un acuario de 50 x 40 x 30
cm con volumen de 13 L de agua, con aireacion
al 100%, temperatura promedio de 24 °C, para 12
acuarios en total. Una vez recolectadas las ovas,
se homogenizaron entre si, para garantizar que
todas las réplicas de cada tratamiento tuviesen
una distribucion uniforme de ovas por color y asi
obtener una menor dispersion en los resultados/
réplica. Tras este procedimiento, tanto las OC como
las OO se sometieron a inmersion en soluciéon con
la hormona hasta eclosion. Durante este tiempo, se
midieron los grados hora y las horas de contacto
con la hormona, para asociarlos a la proporcion
fenotipica de sexo obtenida. Los parametros fisico-
quimicos del agua tales como temperatura del agua,
OD (mg/L), saturacion de oxigeno y pH fueron
medidos diariamente con oximetro marca Orion y
pHmetro WTW respectivamente, para verificar que
se conservaran dentro de los valores adecuados para
los procesos fisiologicos de ovas y larvas.

Se hizo recambio diario del 100% del agua
durante el periodo de incubacion, para garantizar
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que la hormona no hubiese perdido su principio
activo hasta el momento de la eclosion. La hormona
fue solubilizada en agua a una concentracion
de T, (0 pg 170MT/L), T, (800 ng 170MT/L)
y T, (1200 pg 17aMT/L), producida por The
Central Pharmaceutical Co., Ltda (Tianjin,
China), distribuida para el pais por Acuagranja
Ltda. (Pureza 100%, un gramo de 17 alfa
metiltestosterona contiene 1 g).

Luego de la eclosion, las larvas de cada
incubadora fueron trasladadas a acuarios de 50 cm x
40 cm x 30 cm para un total de 24 (acuario/réplica).
A los 67 dias de la eclosion fueron trasladados
con un peso promedio de 0.5 gr a cinco jaulas de
2.8mx 1.2 m x 0.6 con un ojo de malla de 3 mm,
divididas en 5 compartimentos cada una. Las jaulas
fueron ubicadas en el lago de la estacion piscicola
(6.360 m?) con temperatura promedio de 27 °C y
concentracion de oxigeno disuelto de 6 mg/L en
promedio. La jaula y el compartimiento para los
tratamientos y sus réplicas fueron asignados de
manera aleatoria. Desde el inicio de la alimentacion,
las poslarvas fueron alimentadas 5 veces al dia con
alimento comercial de 32% de proteina. Se llevo
registro de mortalidad hasta alcanzar la talla para
realizar diferenciacion de génada mediante squash
(Guerrero y Shelton, 1974).

Para la determinacion de sexo se empled la
técnica histologica. Para la evaluacion histologica
se realizd al dia 55 un corte ventral para extraer
ambas gonadas, las cuales fueron observadas al
microscopio. Antes de ser observadas, se sometieron
a un leve aplastamiento (squash) con el cubreobjetos
y a tincion con azul de metileno al 3%. En el
microscopio se realizé un barrido de ambas génadas
para evaluar la presencia de ovocitos o de tejido
granular (testiculos), de acuerdo al procedimiento
descrito por Guerrero y Shelton (1974).

Se utilizé un disefio factorial: Dos tipos de ovas
(OC y OO) por tres concentraciones hormonales
(T1, T2 y T3). Las variables porcentaje de eclosion,
porcentaje de sobrevivencia en larvas y en alevinos,
se presentan como promedio = DE y fueron
transformadas con funcion raiz cuadrada. Las
variables peso y longitud final fueron analizadas
teniendo en cuenta los siguientes efectos: tipo
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de ova, concentracion, interaccion tipo por
concentracion y sexo del alevino. La comparacion
de medias fue realizada con la prueba de Tukey-
Kramer al 5% de significancia. La variable
proporcion de machos y hembras fue analizada
mediante un analisis de chi-cuadrado. Se utilizo el
programa estadistico SAS (version 8.1).

Resultados

Variable dependiente: eclosion

La wvariable eclosion obtuvo los mejores
resultados para el T, con 58.60 + 16.29%, seguido
de T, con 48.93 + 14.42% y por ultimo el T, con
43.58 £ 11.93%. Se halld diferencia significativa
(p<0.05) entre T, (1200 pg 17aMT/L) y T, (0 ug
170MT/L) (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de eclosién y porcentaje de sobrevivencia en el estado
larval y de alevinaje de ovas claras y oscuras de Tilapia roja (Oreochromis
spp.)-

Sobrevivencia

Concen- ..o, Sobrevivencia .
- . Eclosion (%) o de alevinos
tracion larval (%) o
(%)
T,Oug/ll  4358+11.93° 51.63+22.85° 68.86+9.81°

T,800ug/L 48.93 + 14.42%® 30.12+27.79° 56.59 + 27.242

T,1200ug/L 58.60 + 16.29 39.31 + 19.86* 61.86 + 11.03°

Entre filas, letras diferentes expresan diferencia estadistica (p<0.05).
Ovas sometidas a tres niveles de concentracion de 17a metiltestosterona.
Valores mostrados como media + DE (n= 7354 ovas, n =3321 larvas, n=
1191 alevinos).

Con respecto al color de ova para el porcentaje de
eclosion (Tabla 2) se observd diferencia estadistica
altamente significativa (p<0.01) con respecto a
las ovas oscuras, obteniéndose valores de 60.27
+ 11.52% y de 4047 + 11.39% para OO y OC,
respectivamente. No se encontrd diferencia (p>0.05)
en la interaccion concentracion hormonal — ova.

Tabla 2. Porcentaje de eclosién, porcentaje de sobrevivencia en estado
larval y de alevinaje dependiendo del color de las ovas de tilapia roja
(Oreochromis spp.).

Color ..o, Sobrevivencia Sobrevivencia
Eclosion (%) o - o
ova larvas (%) alevinos (%)
Oscura  60.27 +11.522  51.71 £27.00®  59.28 + 23.73?
Clara  40.47 £11.39° 28.97 +15.23®  65.58 + 9.00?

Entre filas, letras diferentes expresan diferencia estadistica (p<0.05).

Valores mostrados como media + DE. (n=1856 OO, n=1115 larvas de OO y
n=550 alevinos de OO; 5498 OC, 2206 larvas de OC y 641 alevinos de OC).
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La eclosion se presentd en ovas oscuras a los
1.824 Unidades Térmicas Acumuladas (UTA, °C)
hora (67.55 horas) y en las ovas claras a los 3.074
UTA, °C hora (113.85 horas), posterior al momento
de la siembra en las incubadoras.

Variable dependiente: sobrevivencia larval

Respecto a la sobrevivencia de larvas, el
tratamiento con mejores resultados fue el T,
con 51.63 + 22.85%, seguido del T, con 39.31 +
19.86% y el T, presento la sobrevivencia larvaria
mas baja (30.12 £ 27.79%) (Tabla 1). No se
encontré diferencia significativa (p>0.05) entre las
concentraciones hormonales (Tabla 1). Se observo
diferencia significativa (p<0.05) para sobrevivencia
larval en OO y en OC, con valores de 51.71 +
27.00% y 2897 + 15.23%, respectivamente. No
hubo diferencia significativa en la interaccion
de concentracion hormonal mas color de ova
(p>0.05, p=0.7726). Sin embargo, la interaccion
concentracion hormonal — ova se encontrd un mejor
desempenio en T (0 pug 170MT/L) con OO con
respecto a OC.

Variable dependiente: sobrevivencia alevino

La wvariable sobrevivencia de alevinos no
obtuvo ninguna diferencia significativa (p>0.05)
con respecto a las concentraciones hormonales
(Tabla 1), color de ova (Tabla 2) e interaccion
concentracion hormonal ova; sin embargo,
se observdo en la concentracion T, un mejor
desempenio, seguido de T,y T, con valores de
68.86 £ 9.81%, 61.86 = 11.03% y 56.59 + 27.24%
respectivamente. Con relacion al color de la ova, se
observé una media para sobrevivencia de alevinos
mas alta en las OC (65.58 + 9.00%) que en OO. En
cuanto a la interaccion concentracion hormonal-
ova, se encontr6 un mejor desempefio en T, con
00, seguido de T, con OC y de T, con OC.

Variable dependiente: peso final

El peso final presentd una diferencia altamente
significativa (p<0.01) con respecto al sexo,
mostrando mejor respuesta los machos (Figura
2). Para las concentraciones (Tabla 3), color de
ova (Figura 1) e interaccion tratamiento por color
de ova, no se encontrd diferencia significativa

(p>0.05); sin embargo, se observdO un mejor
desempefio en el T, (5.45 + 2.90 g) seguido de T,
(5.36£2.97 g).

Tabla 3. Peso final y longitud total de alevinos de Tilapia roja (Oreochromis
spp.), sometidos a tres niveles de concentracion de 17 a metiltestosterona.

Concentracion Peso (g) Longitud (cm)
5.45 + .
T,0ug/L 5 90 6.77 £1.20
T,800 ug/L) Py 6.66 + 1.26°
443 + .
T,1.200 ug/L 5 937 6.24 + 1.32

Entre filas, letras diferentes expresan diferencia estadistica (p<0.05).

Valores mostrados como media + SD (n=753 totales, T1 n=292, T2 n=191
y T3 n=270).

De acuerdo al color de ova se encontré un mejor
desempefio en las de color oscuro sin observarse
diferencia significativa (p>0.05) (Figura 1). En
cuanto a la interaccion concentracion hormonal por
color de ova se observé un mejor desempefio en el
T, en ovas de color oscuro seguido del T, en ovas
claras.
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Figura 1. Peso final y longitud total de alevinos provenientes de ovas
oscuras y de ovas claras de Tilapia roja (Oreochromis spp.).

Valores mostrados como media + SD (n=363 OO y390 OC). Entre
columnas, letras diferentes expresan diferencia estadistica (p<0.05).
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Figura 2. Peso final y longitud total de alevinos dependiendo del sexo
de Tilapia roja (Oreochromis spp.). Valores mostrados como media + DE
(n=404 hembras, n=370 machos y 2 intersexo). Entre columnas letras
diferentes expresan diferencia estadistica (p<0.05).

Variable dependiente: longitud total

Con respecto a la longitud total, los valores
hallados fueron de 6.77 = 1.20 cm, 6.66 = 1.26 cm
y 6.24 + 1.32 cm para T, T, y T, respectivamente
(Tabla 3), sin observarse diferencia significativa
(p>0.05). La variable longitud total, presenté una

diferencia altamente significativa (p<0.01) con
respecto al sexo, logrando una mejor respuesta de
los machos (Figura 2). Para las concentraciones
hormonales (Tabla 3), color de ova (Figura 2) e
interaccion concentracion por color de ova, no
se encontr6 diferencia significativa (p>0.05); sin
embargo, se observé un mejor desempefio en el
T,, seguido de T, y por ultimo T,. De acuerdo al
color de ova se encontré un mejor desempefio en
las ovas de color oscuro. En cuanto a la interaccion
concentracion hormonal por color de ova, se
observd un mejor desempefio en el T, para OO
seguido del T, con OC.

Variable dependiente: proporcion sexual

De 363 animales provenientes de ovas oscuras
se encontraron 183 hembras (50.41%) y 180
machos (49.59%). De la poblacion anterior, las
hembras representaron el 23.63 % y los machos el
23.23%, de un total de 775 animales de la poblacion
experimental. De 412 animales provenientes de ovas
claras se encontraron 221 hembras (53.64%) y 191
machos (46.36%), siendo las hembras el 28.52% y
los machos el 24.65%, de la totalidad de la poblacion
experimental (Tabla 4). En los tratamientos no
hubo diferencia significativa con la prueba de Chi-
cuadrado, pero se obtuvo la mejor respuesta fue con
T, (0 pg 17aMT/L), observandose que a medida
que la concentracion hormonal aumentaba, también
aumentaba la cantidad de hembras.

Tabla 4. Nimero y proporcién de machos y hembras provenientes de ovas claras y oscuras de tilapia roja (Oreochromis spp.) sometidas a tres niveles de

concentracion de 17a metiltestosterona.

Sexo Claras Oscuras Total OC
T1 T2 T3 Total T T2 T3 Total y 00
72+46.45+ 675776 82581 2215364 594307 5456.84 7053.44 1835041 e e
Hembras "7 g+ 16.26 19.0 2852 16.25 1288  19.28 2361 404:52.13
Machos 8353557 494224 594184 1914636 785693 414316 614656 18049.36 371+
2015+ 11.89 1432 24.65 21.49 1129 1680 2323 47 .87+

Concentraciones hormonales: T, (0 ug 17aMT/L), T, (800 pg 17aMT/L) y T, (1200 ug 17aMT/L).

+ numero de alevinos

*+ porcentaje del niumero de alevinos por sexo segun el color y la concentracién hormonal.

++porcentaje del total de alevinos por sexo segun el color.

++ porcentaje de alevinos por sexo del total de animales del experimento (775 animales).
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Discusion
Eclosion

En el presente trabajo se observé una diferencia
altamente significativa (p=0.0001) en el porcentaje
de eclosion a favor de las ovas oscuras, lo cual
concuerda con lo reportado por Suarez y Ceballos
(2007), quienes observaron en tilapia roja, que la
manipulacion de las ovas en estadios de fertilizacion
temprana, afecta negativamente el porcentaje
de eclosion. Por lo tanto, podria asumirse que la
coloracion de las ovas estaba asociada al porcentaje
de eclosion. En el presente trabajo, la diferencia en
el porcentaje de eclosion entre ambos tipos de ova,
se relacion6 mas con la alta manipulaciéon y no
necesariamente con las concentraciones hormonales
trabajadas, ya que a las ovas oscuras les faltaba
menos tiempo para eclosionar (67.55 horas en
promedio) que a las ovas claras, lo que hizo que
tuvieran menor manipulacion en los momentos
de recambio de agua. Las ovas claras tuvieron
un tiempo de inmersion mayor (113.85 horas en
promedio) siendo asi mas manipuladas. La literatura
existente no reporta trabajos donde se mencione el
estadio de fertilizacion, asociado a la manipulacion
y su efecto en el porcentaje de eclosion.

Respecto a los grados hora para la eclosion
observados en este trabajo, difieren de lo reportado
por Prieto y Olivera-Angel (2002), quienes
obtuvieron 2.304 UTA, °C hora hasta la eclosion y
de lo obtenido en la estacion piscicola en ensayos
realizados (sin publicar) quienes obtuvieron
2.820 UTA, °C horas; lo que pudo deberse a la
temperatura del agua de la estacion, dado que el
trabajo se realiz6 en época de invierno, lo que tiene
una alta relacion con las horas grado sumadas.

Los valores porcentaje de eclosiéon para este
trabajo fueron bajos, comparado con los que
se obtienen en procesos de incubaciéon natural
(Contreras-Sanchez et al., 1999). Dentro de los
factores que pudieron afectar este parametro esta
la luminosidad, pues las ovas en el medio natural
estdn en una ambiente oscuro dentro de la cavidad
bucal de la madre y en el experimento se empleod
incubacion artificial de ovas mediante la extraccion
bucal (Prieto y Olivera-Angel, 2002), donde

se expusieron las ovas a una mayor intensidad
luminica, dado que las incubadoras permanecieron
en acuarios sin proteccion de iluminacion.

Sobrevivencia

La sobrevivencia al inicio del experimento se vio
afectada por la alta manipulacion a la que fueron
sometidas las ovas. Adicionalmente en un sistema
de incubacioén artificial, el movimiento de las ovas
no es igual al que tienen en incubacion bucal, lo
que facilita la adherencia de particulas del agua
con mayor facilidad obstruyendo asi la respiracion
de éstas. Otro factor que pudo haber incidido
sobre la sobrevivencia, fue el descarte de las ovas
muertas de la incubadora, las cuales no pudieron
ser retiradas en su totalidad, lo que gener6 un
hongo que se fij6 a las ovas sanas causando mayor
mortalidad. De igual manera, las ovas muertas
pudieron haber alterado los factores fisicoquimicos
del agua. A pesar de realizarse un recambio de agua
diario, transcurria un largo periodo de tiempo entre
cada recambio permitiendo que estos parametros se
modificaran.

La sobrevivencia en la etapa de larvas se pudo
ver afectada por la carencia de un sistema de
recirculacion del agua, que limpiara y evitara que
las larvas muertas y los sobrantes del alimento
suministrado estuvieran en contacto con las larvas
con vitelo, aumentando el contacto de éstas con
agentes patdogenos que causaron una alta mortalidad
antes de poder emplear filtros. En la etapa de
alevinaje la mortalidad fue minima y los casos
presentados se atribuyen a depredacion y a estrés,
causado por el traslado de los peces desde acuarios
hacia jaulas, ya que en su mayoria las muertes se
observaron entre los cuatro y cinco dias posteriores
a la siembra.

En trabajos similares, los demas autores (Cagauan
et al, 2004; Prieto y Olivera-Angel, 2002 y
Wassermann y Bertolla-Afonso, 2003) no se analizan
los resultados obtenidos en cuanto a sobrevivencia
a la eclosion, en fase de larva con saco vitelino y en
alevino. Sin embargo, en el presente trabajo solo en
la fase de ova, se presentaron diferencias estadisticas
para sobrevivencia, en la fase de larva y de alevinos,
no hubo diferencias para este parametro, por lo que
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la discusion fue enfocada a aspectos metodologicos,
mas que a influencia de las concentraciones
hormonales.

Peso y Longitud

Se encontr6 una alta relacion entre las variables
peso y longitud con respecto al sexo, observando
que los machos fueron mas pesados y largos que
las hembras, no teniendo ninguna relacién con las
concentraciones hormonales ni con el color de las
ovas, pues en tilapia roja los machos crecen mas que
las hembras. Teniendo en cuenta que las variables
peso y longitud no presentaron diferencia estadistica
(p>0.05) en las concentraciones hormonales
empleadas y que la literatura no analiza el efecto
de la hormona y la proporcion sexual sobre dichas
variables, los resultados obtenidos se analizaron
dentro del mismo trabajo.

Por lo anterior, también se observo una alta
diferencia significativa (p<0.01) cuando se analiz6
la interaccion concentracion hormonal por color
de ova con respecto a cada una de las réplicas; lo
que pudo ser debido a la baja densidad de animales
en la réplica tres de T, (800 pg 17aMT/L) en ovas
de color oscuro y en la réplica dos de T, (800
pg 17aMT/L) de ovas claras, causado por una
alta mortalidad en cada tratamiento, lo que pudo
disminuir la competencia por alimento y aumentar
la ganancia de peso y de talla.

Proporcion fenotipica de sexo

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
para la variable reversion no presentaron diferencia
significativa (p>0.05) entre las concentraciones
800 ug/L y 1200 ug/L de 17oMT con respecto a la
concentracion de Oug/L de metil testosterona (MT),
concordando con los resultados obtenidos por
Fizpatrick et al. (1996) quienes concluyeron que la
Metil Testosterona (MT) a concentraciones de 500
mg/L no tiene efecto masculinizante.

Otro factor que pudo haber afectado los
porcentajes tan bajos de reversion, se puede atribuir
al tipo de hormona utilizada pues Fizpatrick et al.
(1996) reportan mayor porcentaje de reversion
en la utilizacion de Metil dihidrotestosterona
(MDHT) en concentraciones de 500 mg/L que con
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MT en iguales cantidades. Lo anterior se debe, a
la conversion de MT a una forma menos activa o
simplemente, a una mayor velocidad de degradacion
en el organismo, como lo afirman Piferret et
al. (1993) al observar que MT no es un agente
masculinizante tan potente como si la MDHT, que
es dos veces mas potente, sin explicar las razones
que pudiesen dar origen a ésto.

Los resultados de reversion sexual obtenidos en
el presente trabajo, fueron similares a los obtenidos
en ensayos similares (sin publicar) en la estacion
piscicola de la Universidad de Antioquia, quienes
trabajaron con inmersion de ovas en soluciéon con
hormona 170 metiltestosterona a concentraciones
de 0, 1200, 1650 y 2100 ug/L agua, encontrandose
proporciones de 47%, 63.79%; 58.23% y 52.87%
de machos para las diferentes concentraciones
hormonales, respectivamente, sin diferencias
significativas entre estos (p>0.05). De otro lado,
comparados con los obtenidos por Cagauan et
al. (2004) en ovas de la especie Oreochromis
niloticus sometidos a inmersion en una solucion
acuosa de 170 metiltestosterona se observan que
son muy bajos, ya que reportan valores de 91.09%,
89%, y 88% de machos obtenidos, utilizando
concentraciones de 800 ugMT/L, 600 ugMT/L y
400 ugMT/L, respectivamente, durante 96 horas.

La diferencia en cuanto a la proporcion
fenotipica de machos obtenida en el presente trabajo
pudo deberse a que no hubo extrusion de ovas y
semen para la fertilizacion. Las ovas fertilizadas
se obtuvieron de cavidad bucal, sin conocerse las
horas posfertilizacion de las ovas, disminuyéndose
ostensiblemente el tiempo de contacto con la
hormona, en especial para las ovas de color oscuro,
lo que coincide con resultados de otros ensayos
realizados en la estacion piscicola (sin publicar).
Esto en el caso particular de la tilapia y su bajo
porcentaje de reversion, se puede deber a que el
periodo de indiferenciacion en la morfogénesis llega
hasta los 15 dias después de la eclosion (Hepher y
Pruginin, 1991, Feist et al. 1995); mientras que
en este experimento las ovas solo se expusieron
a la hormona hasta el momento de la eclosion, de
acuerdo a lo sugerido por Cagauan et al. (2004); sin
embargo, este autor, no hace una clara referencia a
muchas condiciones metodologicas.
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Otro factor que igualmente pudo haber
influenciado los resultados obtenidos para esta
variable, fue contar con ovas que provenian de
varias hembras, lo que seguramente significo
diferentes UTA, °C horas posfertilizacion, lo que
permitiria pensar que sus procesos de division
celular estarian en distintas etapas y su respuesta
a esteroides sexuales fuese baja. Asi mismo
Hiott and Phelps (1993); Koger et al. (2000) y
Fitzpatrick et al. (2009), reportan que la respuesta
a los tratamientos hormonales puede ser distinta
dependiendo de la etapa ontogénica en que se
encuentren. Autores como Bambordelli et al.
(2007), reportaron un porcentaje de 73.02% de
machos en tilapia nildtica (Oreochromis niloticus);
sugiriendo que la masculinizacion obtenida
requiere la existencia de un periodo de maxima
sensibilidad a las concentraciones hormonales a
los 23.3 dias poseclosion. La existencia de este
periodo ontogénico de mayor sensibilidad a las
concentraciones hormonales, ha sido verificado
en diversas especies como salmoén (Oncorhynchus
kisutsh) (Goetz and Thomas, 1995; Piferrer y
Donaldson, 1989), Dicentrarchus labrax (Blazquez
et al. 1995), Oryzias latipes (Koger et al. 2000) o
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Krisfalusi y
Nagler, 2000).

Tabla 5. Andlisis econdémico para la reversion sexual por inmersion.

Concen- Litros

tracion  Acua- agua/ . Dias  To- Valor (g)
. ., inmer- tal hormo-
hormo- rios acuario/ sion (©) na
nal dia g
1200 ug/L 4 13 5 0.208 $3.744
800 ug/L 4 13 5 0.312 $5.616
Total 0.520 $9.360

El valor de un gramo de hormona 17a

metiltestosterona es de $ 18.000

...continuacién Tabla 5.

Alimento _Cantidad V?Ior Total
alimento (Kg) (kg alimento)
45% proteina 1.2 $2.250 $2.700
32% proteina 245 $1.675 $ 41.037
Total $43.737

El alimento de 45% de proteina se suministro
en la etapa de larva y el de 32% en la etapa de
alevinaje.

El método de analisis de costos se realiz6 basado
en las variables mas influyentes en la investigacion,
tales como la hormona 170 metiltestosterona y el
alimento de los animales hasta la etapa de alevinaje,
puesto que se utilizaron métodos de incubacion arte-
sanales, lo que hace que los costos de mas influencia
sean estos dos. Se puede observar (Tabla 5) como
los costos son ostensiblemente menores para la re-
version sexual por inmersion. Si bien, los resultados
en la proporcion sexual de machos logrados por in-
mersion no fueron satisfactorios para este método,
la diferencia en costos con respecto al método tradi-
cional, sugiere estandarizar la técnica para lograr
ademas de los beneficios econdmicos y productivos,
contribuir a la sostenibilidad ambiental (Tabla 5).

El bajo porcentaje de reversion sexual alcanzado
pudo ser atribuido a las bajas concentraciones
hormonales y al poco tiempo de inmersion a que
fueron sometidas las ovas, puesto que el estadio
de fertilizacion de las ovas (color claro u oscuro)
no influyd en el resultado de la reversion, pero
si en el porcentaje de eclosion, teniendo una alta
relacion con factores externos, principalmente la
manipulacién, asi como la densidad, la depredacion
y los parametros fisicoquimicos del agua entre
otros. Se observd que los parametros productivos
como peso y longitud no se relacionaron con la
concentracion hormonal, ni con el color de la ova,
pero si con el sexo; lo que indica un desempefio
propio para esta especie. La tecnologia experimental
de incubacion de las ovas fue inconveniente
para la recirculacion, lo que afectd el porcentaje
de eclosion. La técnica de reversion sexual por
inmersion necesita ser mas investigada, hasta lograr
una estandarizacion hasta lograr mayores o iguales
resultados de reversion que los alcanzados con la
inclusion de la hormona en el alimento.

Para futuras investigaciones se requiere obtener
las ovas y el semen por extrusion, dado que es
uno de los factores altamente influyentes no solo
para el tiempo de contacto con la hormona, sino
para la manipulacion y asi, no exponer las ovas
a la separacion por color, proceso dispendioso y
estresante para la ova. Se propone que a futuro, las
incubadoras sean forradas con material oscuro, para
evitar la incidencia de luz directa sobre las ovas. La
reversion sexual por inmersion requiere inversion
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en infraestructura y tecnologia como laboratorio,
filtros, motores para recirculacion y otros. Se
recomienda incluir como parametro a evaluar la
relacion entre tamafio de la gonada y el sexo, para
confirmar lo observado en este trabajo; donde las
gonadas de mayor tamafio correspondian a hembras,
considerando que no se reportan trabajos que den
informacion al respecto.
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