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RESUMEN

Los individuos macho de Xiphophorus he-
lleri tienen alto valor comercial por sus carac-
teristicas sexuales secundarias, especialmente
la prolongacién de la aleta caudal, que los ha-
cen mas vistosos que las hembras. Otro fac-
tor importante econémicamente es el tamafio
que es mayor en las hembras que en los ma-
chos. La manipulacion del fenotipo por trata-
miento hormonal puede llevar a la obtencién
de individuos de gran tamafo, pero con ca-
racteristicas masculinas. Se tomaron 24 hem-
bras adultas, que fueron alimentadas con Ti-
lapia Reversién, alimento hormonado con 17a
metil testosterona (MT) (60 mg MT/ Kg). 4 tra-
tamientos de 6 individuos cada uno, estable-
cidos por tiempo (dias), de administracién de
la reversarina (28 (G1), 42 (G2) y 55 (G3), grupo
control GC sin hormona), fueron establecidos
para comparar niveles de reversion morfoldgi-
ca e histoldégica gonadal. La dosis de alimen-
to por grupo correspondié al 6% del peso cor-
poral total de cada uno de los acuarios. El dia
42 de tratamiento fue posible establecer 100%
de reversién morfoldgica. El seguimiento his-
tolégico gonadal en G1y G2, evidencid la pre-
sencia de células sexuales femeninas e incluso,
embriones en avanzado estado de desarrollo.
La reversién completa (morfolégica e histolé-
gica gonadal), fue observada en un individuo
del G3. Los resultados de este estudio presen-
tan el tratamiento con estrégenos como una
alternativa para la manipulacién fisiolégica
sexual de especies gonocoristas.

Palabras claves: Reversién Sexual, Hem-
bras adultas, Xiphophorus, 17a metiltestoste-
rona.

ABSTRACT

Xiphophorus helleri have a higher com-
ercial value due to its secondary sexual char-
acteristics, specially the caudal fin extension,
wich make them more attractive than females.
Another economically important factor tha-
ta body size is larger in females than in males.
Phenotype manipulation by hormonal treat-
mente may lead to the obtention of large in-
dividual with male characteristics. 24 adult fe-
males were taken, and nurrished with Tilapia
Reversién, with 17a metil testosterone (MT) (60
mg MT/ Kg). Four treatmentes, with six indi-
viduals each one were established depending
on time (days) under the hormone (28 (G1), 42
(G2) y 55 (G3), control group without hormone,
in order to compare sexual reversion lev-
els (fish morphology, and gonadal histology).
Feed was administrated at 6% of body mass.
At day 42 it was posible to have 100% of mor-
phological reversion. Histological follow-up in
G1 and G2 showed sexual cells, and even well
developed embryos. Morphological and go-
nadal reversion was observed in one individu-
al of G3. These results indicates that estrogen
treatment is an alternative for the physiologi-
cal manipulation of gonocoristic species.

INTRODUCCION

El marcado dimorfismo sexual de Xipho-
phorus helleri hace que la atencién del mer-
cado se centre sobre los especimenes macho
de la especie, que cuentan con una modifica-
cion en el lébulo inferior de su aleta caudal en
forma de espada y con una brillantez de la li-
nea media mas marcada con respecto a la de

ISSN 1900-4699 © Volumen 4 ® Nimero 1 ® Paginas 112-121 ¢ 2008

113



114 UNIVERSIDAD MILITAR NUEVA GRANADA

la hembra (Yanong et al. 2006; Landines et al.
2007). Las técnicas que permitan controlar la
presencia de los caracteres mas llamativos son
de gran interés (Yanong et al. 2006). La rever-
sién sexual inducida por alimentos con adiciéon
de hormonas, se presenta como una de estas
alternativas para la obtencién controlada de
caracteristicas morfoldgicas comercialmente
importantes (Schreck y Moyle,1990).

La longitud total del cuerpo, la presencia
de una llamativa elongacion en forma de es-
pada de la aleta caudal y una linea lateral muy
marcada en los machos, son los caracteres que
establecen el marcado dimorfismo sexual ca-
racteristico de la especie. La longitud total del
cuerpo del macho es menor (6-8 cm). con res-
pecto a la de la hembra cuya longitud puede
ir mas alléd de los 9 cm. La coloracién de los in-
dividuos varia de acuerdo al habitat (Alderton,
2004), aunque son muy comunes las varieda-
des verdes (color de las formas salvajes) y otras
como las rojas, oro, negras y albinas (Axelrod
y Wischnat, 1991). Las hembras, ademés de
carecer de la prolongacién en su aleta caudal
(aleta caudal redondeada), son menos colori-
das que los machos (Alderton, 2004, Landines
et al. 2007).

Se ha reportado que especies gonocoris-
tas, entre las que se incluye Xiphophorus he-
lleri, no sufren reversidn sexual naturalmente,
después de que se ha llevado a cabo la dife-
renciacién gonadal, en los estadios mas tem-
pranos del desarrollo (Baroiller et al. 1999,
Bhandari et al. 2004). En los gonocoristas el
uso de esteroides para la manipulacién fisiolé-
gica del sexo ha resultado ser altamente efec-
tiva aplicandola directamente sobre los hue-
vos o a la dieta de los juveniles. Debido a que

muchos de los cultivos actuales trabajan con
este tipo de especies (Schreck y Moyle, 1990),
el uso experimental de hormonas, en el cam-
po de la acuicultura, se ha convertido en una
herramienta muy util y distribuida a nivel mun-
dial, para la produccion, a nivel comercial, de
poblaciones monosexuales, (Schreck y Moyle,
1990; Bhandari et al. 2004).

Lo anterior dado que los esteroides exter-
nos cumplen 4 papeles fundamentales (Stick-
ney, 2000) que se enumeran a continuacion:

Los esteroides externos cumplen la fun-
cion de "mimetizar” la accién de los factores
naturales de determinacion genética sexual,
logrando modificar el fenotipo o condicidn
sexual gonadal original.

El efecto farmacoldgico vy fisioldgico de-
seado se obtendra, de manera eficaz, bajo las
concentraciones y formas de administracién
adecuadas.

La exposicion a los esteroides externos de-
be darse en etapas claves de la diferenciacion
gonadal de los peces.

La reversién lograda durante esta practi-
ca garantiza que no habra lugar a reversiones
espontaneas.

La metiltestosterona (MT) es una hormo-
na calificada como un estrogeno agonista que
funciona como disruptor endocrino capaz de
ocasionar cambios sexuales en peces adultos
(Oliveira et al. 2002; Ankley y Johnson, 2004)
La disminucién en la expresion de caracteristi-
cas sexuales en los machos, es un indicativo de
la accidn de este tipo de estrégeno en peces
teledsteos como Oryzias latipes y Pimephales
promelas (Ankley y Johnson, 2004).

Al actuar directamente sobre el eje Hipo-
tédlamo-pituitaria-gonadal (HPG), este tipo de
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quimicos disruptores endocrinos (EDC), inacti-
van las respuestas normales a diferentes tipos
de sefales y por esta razdn, los peces se hacen
mas susceptibles a su efecto, especialmente
en estadios tempranos de desarrollo (Schreck
y Moyle, 1990; Ankley y Johnson, 2004) y cuan-
do se encuentran reproductivamente activos
(Ankley y Johnson, 2004).

Dentro de los efectos de los EDC se enu-
meran los siguientes: La alteracién de la mor-
fologia (Kristensen et al. 2004) y arquitectura
histolégica de las gbénadas en machos (Bea-
trup y Junge, 2001; Ankley y Johnson, 2004) y
en hembras reversadas; obtencion de géna-
das intersexuales; inhibicion de la fecundidad
(Kristensen et al. 2004; Ankley y Johnson, 2004)
y la variacion en la concentracién de viteloge-
nina y hormonas en circulacion (Ankley y John-
son, 2004).

Estudios del efecto de diferentes even-
tos, naturales o no, que inducen a la reversiéon
sexual y los diferentes cambios a nivel morfo-
l6gico, gonadal y hormonal que implican di-
chavariacién, han sido reportados por diferen-
tes autores Takahashi (1975), Beatrup y Junge
(2001), Bhandari et al (2003; 2004); Ankley y Jo-
hnson (2004), Kristensen et al. (2004), Lee et
al. (2004), entre otros. Estos estudios han si-
do llevado a cabo en diferentes especies de
peces, entre los que se destacan Epinelephus
merra, Oryzias latipes, Pimephales promelas
Acanthopagrus schlegeli, Danio rerio y Poeci-
lia reticulata.

En H. fossilis, la MT no produce poblacio-
nes 100% monosexuales dado que en la es-
pecie este andrégeno también tiene efectos
feminizadores cuando se suministra en dosis
muy altas, como por ejemplo, 400 lg/L con un

tiempo de exposiciéon del1 o 2 horas. Debido a
esto, las poblaciones que se obtienen son in-
tersexadas (Haniffa et al. 2004).

Para Xiphophorus helleri, la reversién
sexual incluye el desarrollo completo de ca-
racteres sexuales secundarios masculinos,
dentro de los que se encuentra la transforma-
cién de la terminacién anal en gonopodio, ca-
racteristica de todos los poecilidos (Gratzek y
Matthews, 1992).

Yanong et al. (2006), reportaron un 100% de
masculinizacién en una poblacién de 440 hem-
bras en estadios avanzados de maduracién. La
MT fue suministrada a través del alimento pre-
parado mediante el método de volatilizacién
del alcohol que permite que la MT quede en el
concentrado. Al dia 17 (de 28) de exposicidén a
la hormona, la mayoria de las hembras presen-
taban la espada, caracteristica apetecida en la
industria. Adicional a la reversion de la pobla-
cion experimental, se reporto que en el grupo
control no hubo ningtn individuo con espada
y que las hembras reversadas no regresaron a
su estado inicial, evidenciando la estabilidad
de la reversion lograda, aun seis meses des-
pués de realizado el experimento. Sin embar-
go, en este trabajo no se determind si el tra-
tamiento hormonal también Ilevo a un cambio
en las génadas.

Este estudio de la reversion sexual de hem-
bras adultas de Xiphophorus helleri, median-
te la administracién de Tilapia Reversa con un
contenido del 60% de 17a metil testosterona,
demuestra que, adicional al desarrollo de las
caracteristicas sexuales secundarias masculi-
nas importantes para la industria de peces or-
namentales (Baroiller et al. 1999; Yanong et al.

2006), también es importante tener en cuenta
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la presencia o no de reversién a nivel histolé-
gico gonadal, ya que la mayoria de los indivi-
duos tratados, augque muestran reversion en su
morfologia externa, mantienen gonadas feme-
ninas. Es decir que bajo las condiciones de es-
te estudio, no se genera una reversién sexual
completa y funcional.

MATERIALES Y METODOS

Hembras adultas entre 6cm y 7cm fueron
adquiridas en sitios de comercializacién espe-
cializados en Bogoté. Antes de dar inicio al es-
tudio, los peces fueron aclimatados a la ilumi-
nacion natural del laboratorio de acuicultura
de la estacion experimental Rio Grande de la
Universidad Militar Nueva Granada en Cajica
(Cundinamarca).

Se hizo un seguimiento de parédmetros fi-
sicoquimicos como la temperatura, el pH, y el
amonio, manteniéndolos dentro de los rangos
descritos para esta especie (Axelrod y Wisch-
nath. 1991)

Una totalidad de 24 hembras fueron distri-
buidas de forma aleatoria en cuatro acuarios,
con diferentes tiempos de exposicion a la hor-
mona: 28 dias (G1), 42 dias (G2), y 55 dias (3).
Un dltimo grupo correspondié al control, el
cual fue alimentado con truchina (sin hormo-
na), por tener el mismo contenido proteinico
que el experimental (38%).

El alimento experimental denominado Ti-
lapia Reversa, Reversarina para efecto de de-
nominacién durante el articulo, contaba con
un contenido de 60 mg de 17a metil testoste-
rona por Kg de alimento. La cantidad suminis-
trada a cada uno de los acuarios correspondia
a un 6% del total del peso corporal registrado

en cada uno de los acuarios. La racion era di-
vidida en dos porciones por dia.

Los pardametros morfoldgicos que se tuvie-
ron en cuenta durante el estudio fueron: Pe-
so (g), Longitud Estédndar (LE) y Longitud Total
(LT) en cm (sin espada) y la presencia o ausen-
cia de la espada y el gonopodio. Estos para-
metros fueron tomados semanalmente me-
diante la utilizacion de una balanza analitica,
para el peso, y un calibrador para el tamafo,
adicionalmente, se obtuvo un registro fotogra-
fico con una cdmara digital SONY DSC-P72 de
3.2 Mega pixeles.

Con la finalizacién del periodo experimen-
tal de cada uno de los grupos, la mitad de los
peces eran sacrificados con el fin de extraerles
las génadas y comparar su estado histoldgico
con el morfolégico. El sacrificio comprendid la
anestesia con 0.05 g/l (Guayara et al. 2006) de
MS-222 (Metanosulfonato de tricaina) (Viveiros
et al. 2001) procedimiento aplicado con el fin
de disminuir el estrés y posibles traumas por la
manipulacién (Tamaru et al. 2001) y la posterior
decapitaciéon de los individuos. Seguidamen-
te se extrajeron las génadas para deshidratar-
las e incluirlas en parafina. Se obtuvieron cor-
tes de 7 p¥im, que fueron sometidos a tincion
con eosina y hematoxilina (Prophet et al. 1992)
Para establecer el estado de reversidn de las
gdnadas se tuvieron en cuenta los siguientes
parametros:

® Ausencia/presencia de oocitos primarios

* Ausencia/presencia de oocitos atréticos

* Ausencia/presencia de oocitos vitelogénicos
* Ausencia/presencia de espermatogonias

® Ausencia/presencia de espermatocitos

* Ausencia/presencia de espermatozoides
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La histolégia gonadal de cada individuo
fue analizada microscépicamente y registrada
con una camara digital SONY DSC-P72 de 3.2
Mega pixeles. A continuacién se realizé una
comparacién cualitativa entre los estados his-
tolégico-gonadal y morfolégico de cada uno
de los individuos.

RESULTADOS

La aparicién de los caracteres secundarios
masculinos empezé a ser evidente en la sema-
na numero tres del tratamiento, en la que ya
era posible diferenciar una variacién en el co-
lor en el 16bulo inferior de la aleta caudal. Ha-
cia la sexta semana, 14 de los 18 individuos ex-
puestos al tratamiento podian ser catalogados
como machos en su fenotipo sexual. EI 100%
de la reversion morfolégica se obtuvo en la
semana 8. La forma dispareja en la que indi-
viduos del mismo tratamiento adquirieron su
apariencia masculina se atribuyo a que, pro-
bablemente, factores como el agua, la tempe-
ratura y la alta manipulaciéon de los animales
pudieron influir de manera directa en los re-
sultados de este tipo de ensayos (Takahashi,
1975; Ankley y Johnson, 2004).

La masculinizacién morfolégica fue tam-
bién evidente en un individuo del grupo con-
trol, a diferencia de los resultados de Yanong
et al. (2006), quienes no reportaron masculini-
zaciones para este grupo. La hembra de mayor
tamafio del grupo control, se reversé de mane-
ra espontanea, las caracteristicas morfolégicas
secundarias masculinas, como la espada, em-
pezaron a ser evidentes en la tercera semana
de tratamiento y en la finalizacién del estudio
su aleta caudal presentaba una prolongaciéon

Chaves, 2006

0.8 cm.

Figura 1. Individuo reversado espontaneamente en el grupo control en la
semana 8 del experimento. LT. 8.2 cm.

mayor a la de los individuos sometidos al tra-
tamiento hormonal. (Fig. 1).

El tamafo y peso de los individuos G1, G2
y G3, no fueron diferentes a los del grupo con-
trol, es decir, que los machos obtenidos ex-
perimentalmente igualaban en tamafio a una
hembra y por supuesto, superaban a los indi-
viduos de su mismo género en estado natural,
esto indica que la hormona no interviene en el
proceso de crecimiento (Yanong et al.2006)

La histologia gonadal del G1y el G2 co-
rrespondia a la de las hembras no sometidas
a la hormona, incluso fue posible establecer la
presencia de embriones en avanzado estado
de desarrollo (Fig. 2)

Durante la revisién histolégica no fue ob-
servada ninguna génada bisexual, como lo ob-
servado por Bhandari et a. (2004), y solo fue
posible obtener un individuo reversado mor-
fologica y gonadalmente, pero sin gonopodio
evidente.

La reversidon completa a nivel gonadal ob-
servada en el G3 (Fig 3), puede ser compara-
da con aquella que se lleva a cabo en peces
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Figura 2. Situacién histolégica gonadal de hembra del G2. 650XV.

hermafroditas que no presentan ningln tipo
de células sexuales masculinas en sus goéna-
das antes de que se lleve a cabo la reversién
sexual, esta situacién permite que el ovario
modifique su histo-arquitectura y de origen a
un testiculo plenamente desarrollado (Morrey
et al. 2002).

DISCUSION

Para las especies de Xiphophorusy Poeci-
lia Gratzek y Matthews (1992), reportaron que
las hembras adultas son capaces de adquirir
gran cantidad de caracteres secundarios mas-
culinos, dentro de los que se destacan la trans-
formacion de su terminacion anal en gonopo-
dio, sin embargo la funcionalidad de dichos
individuos aun no ha sido comprobada. Estos
autores justifican dicha reversion en la escasez
de elementos ovaricos responsables de la pro-
ducciéon de las hormonas que inhiban la trans-
formacién a tejido testicular.

Este estudio preliminar del efecto de la re-
versarina sobre la reversion sexual en hembras

adultas de Xiphophorus helleri, permitié esta-
blecer una reversion morfoldgica en la totalidad
de los individuos, como efecto de la utilizacion
de la MT, acorde con el estudio realizado por
Yanong et al (2006), con la misma especie, al fi-
nalizar los 55 dias de experimento.

El modelo de la ventaja en tamafio, usa-
do para estudiar el mecanismo de reversién
sexual en muchos peces hermafroditas (Sakai.
et al. 2003), fue usado en este estudio como
una posible explicacion al cambio de sexo es-
pontaneo que se presentd en un solo indivi-
duo del GC, dicho cambio incluyé tanto carac-
teres sexuales secundarios (Fig. 1), como a la
histologia de la génada (Fig.4).

En especies gonocoristas, como el espada,
la determinacion del sexo esta a cargo de la
genética, pero al contrario de lo descrito por
otros autores, la temperatura y los esteroides
exdgenos, como en este caso, pueden desen-
cadenar una reestructuracion gonadal com-
pleta (Viveiros et al. 2001), adn en estadios
adultos, como lo reflejan los resultados de es-
te experimento.

Chaves, 2006
Es. ¥ ,j
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=

Figura 3. Estado morfolégico y gonadal del individuo reversado en el G3.
SC. Espermatocitos. SG. Espermatogonias. 650X.
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Figura 4. Situacién histolégica gonadal del tnico individuo reversado en
el GC. SC Espermatocitos. SG Espermatogonias. 810X.

Con respecto a la MT, ha sido posible ob-
tener los resultados esperados en cuanto a la
masculinizacién de las poblaciones, en dife-
rentes experimentos realizados. Viveiros et al
(2001) trabajé con hembras que, bajo trata-
miento con MT, exhibieron las caracteristicas
histolégicas gonadales tipicas de los machos
de Clarias gariepinus, incluso, fue posible de-
terminar que el tratamiento con MT no afecto
la masa testicular, el indice gonadosomatico,
la cantidad ni la calidad del semen en el testi-
culo, ni la fertilidad de los espermatozoides.

El tamafio, como pardmetro mas importante
para que se de la reversién sexual en una hem-
bra (Morrey et al.2002), pudo influir en el resulta-
do observado en el grupo control. Cabe anotar,
que este fenémeno de cambio de sexo condicio-
nado por el tamarfio, ha sido ampliamente anali-
zado en especies hermafroditas como Centropy-
ge ferrugata (Sakai et al. 2003), y muchas otras
especies de la familia Pseudochromidae (Band-
hari et al. 2004). Pero autores como Bandhari et
al. (2004) afirman que el cambio de sexo no se

da en especies gonocoristas cuando la diferen-
ciacion gonadal ha tomado lugar.

Los resultados obtenidos a nivel gonadal
no dejaron ver muestras de génadas bisexua-
les, estado transitorio antes de alcanzar la re-
versién sexual completa (Bandhari et al. 2004).
Por el contrario, el tratamiento permitidé obte-
ner individuos completamente machos o com-
pletamente hembras.

Por otra parte, el estado de prefiez observa-
do en las hembras (dia 42) alimentadas con MT
sugiere que la hormona utilizada en el experi-
mento no esta interfiriendo en la secrecién de
las sustancias endocrinas que se requieren para
la produccién y maduracién de los embriones
(Tyagi y Shukla, 2002) y que por el contrario fa-
vorece la acciéon masculinizadora de la MT de-
bido a que, como se menciono anteriormente,
el periodo de reproduccién es uno de los dos
mas susceptibles a manipulaciéon con estroge-
nos (Ankley y Johnson. 2004).

Salvo el caso reportado para Carassius au-
ratus, en donde la 11-Ketosterona posibilita la
obtencion de tejido sexual masculino en hem-
bras adultas (Baroiller et al. 1999), se ha ase-
verado, que la arquitectura de las génadas en
especies gonocoristas solo puede ser manipu-
lada, mediante la administracién de estrégenos
externos, durante el periodo de diferenciacién
sexual (Baroiller et al. 1999; Bhandari et al. 2004;
Lee et al. 2004), adicional a esto, la falta de in-
formacion sobre los efectos de los tratamientos
quimicos sobre la diferenciacion de las génadas
(Baroiller et al. 1999) nos impide dar conclusio-
nes certeras acerca de los datos arrojados por
el estudio, por esta razén los resultados obteni-
dos han sido directamente comparados con los
reportados para especies hermafroditas.
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La no reversién de las gbnadas, en la tota-
lidad de los individuos, pudo deberse a que
el tiempo de exposicion a la hormona no fue
el suficiente o que las condiciones de manipu-
lacidn, asi como también, el estado fisicoqui-
mico del agua influyeron directamente en los
efectos de la hormona.

Por estas razones se sugiere que futuros
estudios se focalicen en hembras adultas, que
sean virgenes y que se manejen condiciones
que permitan realizar un seguimiento fisiol-
gico de la reestructuracién gonadal durante la
reversién sexual.
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