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RESUMEN

Se analizd la eficiencia de los esteroides norgestrel y androstenediona (18-NAD) en juveniles de Xiphophorus helleri de
5 dias de edad, durante 60 dias a dosis de 30 y 50 mg/kg de alimento. Se realizd una segunda evaluacién postratamiento,
120 dias después, para evaluar el efecto residual del norgestrel. Los resuftados indicaron que ambas esteroides inducen
la masculinizacién en un 100%, difiriendo con el grupo control, en donde se registré el 95.4% de hembras; norgestrel no
causo dafio en los peces tratados, ya que sebrevivieron entre 80 y 84.4% por 80% del grupo control, el 19-NAD registré
entre 68.8 y 71.1%. E! crecimiento indicd que las hembras del grupa contral tuvieron una mayor talla, altura y pese. El
efecto residual del norgestrel provocé una menar sobrevivencia, entre el 52.6 y 58.3%, una disminucion del porcentaje
de masculinizacién hasta valores entre 65 y 76.2%, ademds de la aparicion de hembras e intersexuales en peces que
durante la primera evaluacién eran machos. Se concluye, a pesar de lo anterior, que el mejor andrégeno es norgestrel
a la dosis de 30 mg/kg.

Palahras claves: esteroide, andrégeno, norgestrel, androstenediona, Xiphopherus helleri, proporcion de sexos,
crecimiento y sobrevivencia.

ABSTRACT

The masculinization efficiency of the steroids norgestrel and androstenedione (19-NAD) on 5 day old Xiphophorus
helfferi juveniles was analyzed. Fish were treated at doses of 30 and 50 my of steroid per kg of food, during 80 days
period. After 120 days a secand analysis was carried out in order to evaluate steroid residual effect on the fishes,
Results indicated a 100% masculinized in induced by both steroids, as compared to the control group, which showed
a 95.4% of females population. A survival factor in the range 80 - 84.4%, indicated that norgestrel had no apparent
gamage on the fish. Survival in the control group was 80% and 8.8 - 71.1% for those fish receiving 19-NAD treatment.
Growth measurements indicated that control females had a largest body and were weightiest that the treated organ-
isms. Norgestrel residual effect diminished the survival factor to 52.6 - 58.3% and the masculinization percentage to
range 65 - 76.2%, and favored the presence of females and intersex organisms which were males in the first phase. It
is concluded, in spite of this norgestrel shows better androgenic activity at 30 mg per kg of food.
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INTRODUCCION

La facilidad de su manejo, mantenimiento y reproduccién
en el lahoratorio, asf como la presencia de un marcado
dimorfismo sexual y el tener un ciclo hioldgice corto, hacen
que los peces de la familia Poecifidae sean ampliamente
utitizados como sujetos de experimentacion para analizar
los mecanismos relacionados con la determinacion del sexo
{Hunter y Donaldson, 1983). Sin embargo, la informacidn
dispanible relacionada can la manipulacion del sexo del pez
cola de espada (Xiphophorus helleri) es escasa, & pesar de
ser una especie autdctona de amplia distribucidn en el pais
{Dawes, 1991}, ademéas de ser uno de los peces de ornato
mas ampliamente cultivadoe en las granjas piscicolas del
gstado de Morelos (SEMARNAF, 1998).

La preduccién comercial de los poecilidos, en general,
en espacios caontrolados ha permitide la creacién de
gmpresas cuyas ganancias ascienden a varios millones de
délares anuales (Fernando y Phang, 1885; Lim et af., 1992;
Bassleer, 1994), slendo la especie en cusstibn, una de las
mds destacadas.

Las caracteristicas secundarias del organismo ss
ancuentran ligadas al sexo y su manifestacidn se refleja en
el crecimiento, el color del cuerpo, la forma y el tamafio de
las aletas de los organismos cultivados (Yamazeki, 1983).
Estas particularidades en X, helleri determinan su valor en
8l mercado, ya que séio los machos desarralian la aleta
caudal en forma de espada y su tcusrpo pressnta une
goloracidn mas intensa, caracteristicas que les permiten
alcanzer un mayor valor comercial en el mercado, en
comparacién a [as hembras, cuye cuerpo es mas robusto y
opaco (Dawss, 1891; Lim et &/., 1882), Per las razones
anterigres una estratsgia de produccion serla la de preducir
pablaclones monosexuales de machoes,

Le indueeidn del sexo, la maduraelén y & greclmiento
estimuledes con esteroldes, ss aplled originalments en
aspecies comestibles, bero en |e actualidad s¢ apllcan en
mavyor escala & peces d¢ ornate {Pandien y Sheela ,1885).

Las antacedentes de masculinizacién deX. helferi son
escasos, Jessy v Varghase (1987) anallzaren Ia eficlencia
de la hormene 17 o metiltestosterona, aplicando dosls de
80, 100, 120 y 140 mg/kg de alimento, ebteniendo
sficlencias del 80%, 86.9%, 87.5% y 91.3% de machos,
raspectivamants. Lim et a/., (1882) analizaren la eficiencie
de! misma estsroide en juveniles de tres semanes de edad,
aplicando tratamisntos de corta duraeidn (10 dias), 2 dosis
de 50, 100, 200, 300, 500 y 750 mg/kg de pez, obieniendo
hasta 8l 100% ds masculinizacién con [as dos Gltimas dosis
citadas,

S. Marafién Herrera st al.

El dnico registro de la androstenediona (19-NAD)
empleado coma andrégeno, es ef de Kavumpurath y Pandian
{1993), guienes alimentaron hemhbras gravidas de Poecifia
reticulata con dosis de 100 a 400 mg/kg de alimento,
obteniendo el 100% de masculinizacién en la progenie. Gon
respecto a norgestrel no se tiene reportado ningin
antecedente, evaluaciones previas a nivel pilote, indicaron
una alia capacidad androgénica.

En la presente investigacidn se evalud [a eficiencia
como masculinizante de los estercides androstenedicna (19-
NAD) y norgestrel en la especie Xiphophorus helleri, en
condiciones de laboratorio

MATERIALES Y METODOS

La evaluacidn se realizd en dos fases, en la primera el
ubjetivo fue evaluar la eficiencia masculinizante de los
esteraides a los 60 dfas, estimada por 1a proporcién de
machos, |a sobrevivencia y el crecimiento. La segunda fase
implicé seleccionar al esteroide mas eficiente, con el
objetivo de determinar su efecto residual, 120 dias después.

Material bioldgico. Los juveniles de X. helleri,
varigdad roja, se obtuvieron en condiciones de laboratorio,
de dos hembras cuyes juveniles naciaron can diferencia de
un dfa de edad, posteriormente se mantuvieron por un lapso
de 5 dfes, en acuarios de 40 |. Se mantuvo constante la
temperatura en 25 = 1 °C, |a concantracidn de oxigeno a
6.86 = 0.06 mg 0/l v el pH & 8.8 = 0.5, Diarlaments se
les suministré e los peces alimanto comercia! en hojuelas
pulverizadas, Wardley® (con un minimo de 40 % de protefna
cruda y 4% de grasa).

Preparaclén del allmenta: Se utilizaren los estergides
androstenediona (19-NAD) y norgestrel en des
congentraciones: & 30 y 50 mg/kg de slimento, |es cunles
fueren incerporades al alimente semercial por el métode
de evaperacién de alcohol, descrlte per Guerrera {1876).
La preparacion del alimenta del grupo centrel se realize con
8l misme procedimliente (ineluyendo el alcehol), pere sin sl
gsterolde.

Tratamlentos: Los juveniles de 5§ dias de edad se
gometigron durante 80 dias a cinco tratamientes: Gentral,
NOR30, NORSD, 18-NAD30 y 19-NADS0, cada une con tres
raplicas {5 x 3 = 16 unidades experimentales). Con el fin
de minimizer los factores de confusidn les |uveniles se
mezclaron y se distribuyeron el azar (Méndez et &/, 1988},
carrespondiendo & 18 por acuarie y a 45 por tratamiento.
Diariamente, |08 paces se alimentaren & saciedad vy se
registraran en cada acuaria |as pardmetros fisicoguimices
praviamente descritos.

Hidrobioldgica
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Masculinizacidn de Xiohophorus helleri

Evaluacidn de sexos: A partir de identificar el
gonopadio y la “espadz”, se determiné ef sexo de los peces
sobrevivientes en machos, hembras e intersexuales {George
y Pandian, 1995) al final de Ia aplicacién de los esteroides y
a la finalizacién del experimento, 120 dias después. La
eficiencia de la masculinizacion se estimé contrastande la
proporcidn de machos por tratamiento con respecto al grupo
control.

Evaluaciones morfométricas: Se realizaran dos
estimaciones, a los 80 dfas y a los 180 dfas el efecto
residual, estimdndose como indicadores del crecimiento:
la longitud patrén, la longitud de [a aleta caudal {espada),
la altura v el peso. Las mediciones de los organismos se
realizaron con un calibrador {Scala; = 0.001 cm), el peso
se obtuvo con una balanza digital (Mettler; = 0.001 g). Para
facilitar las mediciones y disminuir el estrés por la
manipulacién, los peces fueron anestesiados con benzocaina
al 10%,

Anélisis estadistico: Se utiliz la prueba de Bartlett
para probar la hemegeneidad de las varianzas de los
indicadores del crecimiento (p<0.05), de resultar
significativa, se realizé una transformacién logarftmice de
los indicadores (Zar, 1974). Posteriormente se aplicé &l
andlisis de varlanza (ANDEVA) de un factor (tratamiento),
de resultar significativo {p<0.05), se procadid a determinar
entre que parejas de tratamientos por la prusba de Tukey
{Montgomery, 1984). Finalmente se probaron tres
contrastes, bajo las siguientes consideraciones:

Gontraste Hipdtesis nula

Wi b= W+, El erecimiento de los peces del
testigo es Igual af de los peces
tratados,

El eracimisnte de los peces tratados
gon nergestrel es igual al de igs
peces tratados con androstenadiona,

qu: p=z + Hgg =FL4’H=5

El crecimiento ds los peces tratatos
eon 30 mg/kg es igual al ds les
peces tratades con 50 mg/kg.

W;i Mz“}*g = Hf,*g

RESULTADOS
Primere fass

Al Iniglo del sxperimento los juveniles de 5 dias de
edad presentaron una lengltud patrén de 0.68 = 0.03 emy
un peso de 0.011 = 0.002 g, despuds de 6 dfas de
tratamiente en los peces tratados con norgestrel, se inicld

Vel. B Ne. 1+ 1888
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Figura 1. Eficacia do los ssteroides en la sobrevivencia (&) y en el
porcentajs de maseulinizacién (B) anXiphapharus hellar! (r=45). En
8l recuadro interno de cads barra aparsce la dosis en mg/kg ds
alimanto.

la diferenclacién sexual, al observarse qus la zona infarior
de [a aleta anal de los peces se opecaba, dando Inieio la
formacién del gonapadio,

Sobrevivancia

Finalizado el pariedo da experimentacidn, las resultades
indicaren que la mayer sebrevivencia la presentaren les
peces tratades con nergeatrel, principalmente con la doais
de 30 mg/kg, por sl contrarlo, la meyer mortalidad la
presentaron los peces tratadas con 19-NAD en |e dosis da
30 mg/kg. El grupe contral registrd una sobrevivencla
acumulada, para ambos sexes, del 80%, correspondisnde
8l §.6% a los machos v ¢l rasto a las hembras, come se
gprecia en la flgura 1 (A),

Proparclén de sexos

La apllcacidn de los estarcldes a X, heller/ Indied que
amhbos son muy eflcientes come mascullnizantes, ya que
§6 registrd el 100% de machos en cualqulera de las dosis,
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Tabla 1. Indicadores del crecimiento al finalizar a aplicacion de los tratamientos (50 dias} en juveniles de Xiphophorus helieri en condiciones

de laboraterio (media = desviacién estandar),

Tratamiento

Dosis Ndm. de organismos Longitud patrén Altura Pesao
{mag/k) de alimento por sexo {n} {cm) (em) (g)
? o

Testigo 0 33 1.62+ 0.30 0.49 + 0.10 0.121 = 0.06
0 3 1.29 = 0.22 0.36 = 0.08 0.051 £ 0.02
Norgestrel 30 38 153 + 0.26 0.41 = 0.08 0.080 + 0.04
50 36 1.45 £ 0.19 0.35 = 0.05 0.062 = 0.03
Androstenediona 30 31 1.33 £ 011 0.40 = 0.09 0.065 = 0.02
50 32 1.44 = 0.23 0.36 + 0.07 0.082 = 0.04

contrastando con el grupo control, en donde el 95.4% son
hembras y el 4.6% restante corresponde a los machos,
como se aprecia en la figura 1 (B),

Indicadares del crecimiento

La descripcion de los indicadores se muestra en la tabla
1, en donde se aprecia fue la mayor talla, altura y peso la
presentaron las hembras del grupo control y por el contrario,
los machos del mismo grupo fueron los peces mas
pequefios, a excepeidén de la altura.

Analizando unicamente los peces tratados, se estimd
que las mayores tallas correspendieron al bloque tratado
con norgestrel, principalmente a una dosis de 30 mg/kg;
por el contrario, los tratados en ambas dosis con 19-NAD
presentaran las tallas mas pequefias y los mayores pesos
en proporcién, sobre todo a la dosis de 50 mg/kg, es decir,
los peces creciercn con tallas pequefias pero con cuerpos
corpulentos.

Los indicadores del crecimiento de los peces
masculinizades fueron superiores a los estimados para los
machos del grupo contrel, mientras que los estimados para
las hembras de este Gltimo grupo, fueron superiores a
cualguiera de los peces fratados.

En fa estimacion de la discrepancia entre los
tratamientos, se excluyeron los datos correspondientes a
los machos del testigo, por tener Unicamente 3 casos, ya
que proporcionaba mas confusidn que explicacién. El
ANDEVA indico diferencias significativas del efecto de los
esteroides en la talla, la altura vy el peso de los peces
(p=<0.001), la prueba de Tukey indicd que las diferencias
en la talla fueron entre las hembras del grupo control y los
machos de ambas concentraciones del 19-NAD (p<0.03),
ademas de los machos de las concentraciones de 30 mg/

kg de norgestrel y 19-NAD {p<0.05). Para la altura y el
peso, la misma prueba indico que fas diferencias significativas
fueron dnicamente entre las hembras del grupe controf y
los machos de todos los tratamientos (p<0.02).

Con respecto al contraste y , el andlisis indicé que la
talfa, la altura y el peso de las hembras del grupo contral es
distinta al de los peces tratadas (p<0.001).

E! contraste v, indico diferencias significativas en la
talla de los peces tratados con norgestrel y 19-NAD
ip<0.03).

El contraste w, indicé diferencias significativas en la
altura de los peces tratados con 30 mg/kg difiere
significativamente al de los peces tratados con 50 mg/kg
(p<0.03).

Los resultades indicaron que ambos esteroides son
androgenos muy eficientes, pero norgestrel registré una
mayor sobrevivencia y tallas mas grandes, que desde el
punto de vista comercial es deseable.

Segunda fase

Seleccionado norgestrel, se procedid a evaluar 120
dias después el efecto que ocasiond que los peces no
continuaran con los tratamientos. Tomando coma punto de
referencia el ndmero de organismos por dosis al finalizar la
primera fase. Los indicadores del crecimiento se muestran
en la tabla 2.

Sobrevivencia

La mayor sobrevivencia acumulada se registré en el
grupa control, por el contrarioc ambos tratamientos con
norgestrel tuvieren una sensible mortalidad, principalmente
la dosis de 30 mg/kg, que tuvo una sobrevivencia acumulada

Hidrobioldgica
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Figura 2. Efecto residual del norgestrel en la sobrevivencia {A) y en
el porcentaje de masculinizacion (B) en Xiphophorus helferi (n=peces
sohrevivientes al finalizar la aplicacién dal estercide a los 60 dias.

del 52.6%, correspondiente a 34.2% a los machos y un 18.4%
a las hembras; mientras que la dosis de 50 mg/kg tuvo una
sobrevivencia acumulada del 58.3%, correspondiente a
44 4% a los machos y un 13.9% a peces intersexuales, como
se observa en la figura 2 {A).

Proparcién de sexos

La distribucidn de los sexos tuvo un cambio significativo
en ambos tratamientos de norgestrel, quien finalizé la
primera fase can el 100% de masculinizacion, ya que la dosis
de 30 mg/kg registrd un 35% de hembras, mientras que la
de 50 mg/kg tuvo un 23.8% de peces intersexuales. El grupo
control conservé aproximadamente la misma proporcidn de
sexos, como se aprecia en la figura 2 (B}.

Indicadores del crecimiento

La descripcion de los indicadores se muestra en |a tabla
2, en donde se aprecia que la mayar talla y peso la
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presentaron las hembras del tratamiento de 30 mg/kg,
siguiendo en ese orden, los peces intersexuales de la dosis
de 50 mg/kg; las estimaciones del resto de los tratamientos
son similares, incluyendo a las hembras del grupo control.

Para el anélisis de varianza se excluyeron los datos de
los machos del grupo control, por las mismas razenes gue
se expusieron en la primera fase. Ei ANDEVA indicé
diferencias significativas del efecto residual en la talla y el
peso de los peces (p<0.001), pero no en el tamafo de la
aleta caudal {espada) de los machos (p>0.05).

La prueba de Tukey indicd que las hembras de 30 mg/
kg e intersexuales de 50 mg/kg difieren significativamente
en talla y peso con las hembras del grupo control y las
machos de 30 v 50 mg/kg (p<0.001). En la tabla 2, se
observa que los indicadores de las hembras del grupo
control son similares a Ia de los machos de 30 y 50 mg/kg.

DISCUSION

Los efectos de la aplicacidn de los estercides como
inductores del sexo, podrian ser evaluados con precision si
son considerados en forma integral, aspectos como: el inicia
de |a diferenciacién sexual fenotipica, la sobrevivencia, la
talla, el peso y el crecimiento de los organismos, entre otros.
Sin embargo la revisidn biblingrafica al respecto es escasa,
probablemente exista, pero tal vez no sea repartada porgue
tiene implicaciones comerciales, principalmente en la
industria de los peces de ornato.

En el sentido anterior, la eficiencia de los andrégenos
empleados en el presente estudio, se manifestd al
masculinizar al 100% de los peces tratados y su potencia
como inductores del sexo, se manifestd a partir del inicio
de la diferenciacién sexual fenotipica, indicada por el
opacamiento caracteristico de la aleta anal al transformarse
en gonopodio (Dawes, 1994}, ya que los juveniles tratados
con norgestrel iniciaron el desarrollo del gonopodio a los 6
dias de tratamiento, mientras los tratados con 19-NAD a
los 11 y los machos del grupo control alrededor del dia 45,
Lo anterior significa que los andrégenos aceleraron la
aparictén de caracteres sexuales secundarios.

Lo anterior tiene importancia practica, si se considera
gue la proparcion de hernbras del grupo control fue del 95.4%
y coincide con los porcentajes estimados en estangues
comerciales en forma natural (Velasco, 1997}

La mayor sobrevivencia de norgestrel al término de su
aplicacién, indicé que no es nocive para X. heflers, ya que
el dafio que podria haber causado es minimo, si se considera
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Tabla 2. Efecto residual del norgestrel sn los indicadores del crecimiento de Xiphophorus hellerf en condicionss de laboratorio, 120 dfas

después de corcluir el tratamiente (media + desviacidr estandar).

Tratamiento Sexo Nimero de Long. patrén Altura Peso Espada
organismos {om) {cm) 4] (cm)
Testigo @ 27 3.30 = 0.22 1.00 + 0.09 0.98 = 0.22 -
(-4 3 3.20 = 0.20 080 =00 0.76 = 0.13 2.56 £ 0.15
30 mg/kg Q 4,49 +0.48 1.44 £ 0,19 2.00 = 0.98 -
o 13 323+ 036 0.68 £ 0.08 0.73 £ 0.15 2,78 £ 0.47
50 mg/kg Q 16 3.27 £ 045 0.68 = 0.14 0.73 £ 0.18 2.56 + 0,58
Qo * ] 4.30 = 0.10 1.21 £ 0.05 1.81 = 0.29 -

* Peces intersexuales: presentan el abdomen dilatado caracterfstico de ias hembras, no desarrollaron complstaments la alsta anal y

presentaron una espada incipiente.

que fas dos dosis utilizadas tuvisron una sohrevivencia igual
0 mayor a los valores registrados en &l grupo control, Los
peces tratados con 19-NAD registraron una menor
sobrevivencia (figura 1A), que puede ser respussta a los
trastornos fisiciégicas, ocasionados por los cambios en las
concentraciones de las hormonas sexuales (Hunter y
Donaldson, 1983},

Como se esperaba a la finalizacién de la primera fasa,
la talla y el peso de las hembras del grupo control fue mayor
que |a de los machos, con y gin esterolde. Sin embargo los
indicadores del crecimiento de los paces tretades fueren
superiores a los maches el grupo centrel, probablements
debido & gue los andrédgencs también tengan ectlvidad
anabdlica (Avila et al,, 1980),

Los sstudios sobre inductores de la reversién sexusl
en poacilides, tlanen eeme principal sujeto de experimentacion
8 Poacilia reticulats, sobre el cuel se hen empleado oon
eficiencla la 17 e=maetlitantosterons (MT) (Clemens ef 8/,
1866, Takahashl, 1875), 18-nor-etiniltatestarona, 17-B-
etiniltestosterona, 8 (11)-dimetiltestosterona vy la
androstenadiona (18 NAD) (Kevumpurath y Pandlan, 1993),
demostrdndose que el 19 NAD es un andrégene natural muy
eficiente, ya que promavid el 100% de masculinizacién en
dosis entre 200 y 400 mg/kg de alimento,

Los resultades del presents estudlo fuaren superiores
8 los reportades por Jessy y Varghese, (1987}, qulenes
exparimentaron son juveniles de X, helleriy obtuvieren una
eficlencia méxima de masculinizaclén dal 81.3%, utlllzande
MT & doals de 140 mg/kg de alimento; una ehservaclén en
la que se calneldié es gue el esterolde acentud el color de
los psces tratados.

Un segundo contraste de los resultados, es con
respecto a los obtenidos por Lim et a/., (1982), quienes
trataron a juveniles de la misma especie de 3 semanas de
edad, con el mismo esteroide, La consideracidn mas
fnterssante 8s que el tratamiento fue aplicado en gl
transcurso de 10 dfas y la eficiencia dsl 100% de
masculinizacidn, se obtuvo a dosis de entre 500 y 750 mg/
kg de pez. Los resultados del presents indicaron que el mejor
tratamiento fue con norgestrel & dosis de 30 mg/kg de
alimento, durante 60 dfas, s decir, el tratamiento fus de
large duracin, paro la dosis fus pequefe. Ei hecho de qus
|los autores citades no proporcionan an su reporte los datos
de sobrevivancie o crecimients, impiden saber si |as altas
dosls utllizadas afectaron | sobrevivencle, ya qus se puede
lograr porcentajgs del 100% de maches, pere tal vez los
percente|es de sobrevivencia sean bajes o blen pedria ser
qus les peces tratedos fueran enanos; sntonces cabris
preguntar sl el obfetivo préctice de esa Induseién dal sexo
g8 viable,

Los factores que determinan el uso de hormones para
induclr un sexo con fines comerciales, dsbe estar beasados
&n el canocimlente de los factores que determinen su éxlto,
cemo es |a seleceldn del esterelde, su concentracisn, |a
forma de aplicaclén, (a eded del pez y Ie duracién dal
tratamiento (Cheng-Sheng et a/,, 1882; George y Pandian,
1886). Faltande por cansiderer los efestos colatsrales o
residuales de |a eplicacién del esteraide,

En el presente estudlo, &l efecto resldual de norgestrel
se raflalé en los eambios del sexe, ya gue los resultados
Indicaren que el sexe masculino obtenlde a fos 60 dfas no
88 “flj6", como lo Indlca 1a transfermacién de machos a

Hidrebisldglea
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hembras en la dosis de 30 mg/kg v de intersexuales a 50
ma/kg, al finalizar el experimento; cambiando los porcentajes
de la sobrevivencia, la proporcién de sexas y en los
indicadores del crecimiento. Un aspecto interesante es que
estos machos feminizados crecieron muy similar (p<0.001)
y mas que los peces del resto de los tratamientos, incluidos
las hembras del grupo control.

CONCLUSIONES

Los esteroides norgestrel y androstenediona son
eficientes masculinizantes de Xiphophorus helleri.

Norgestrel a una rlosis de 30 mg/kg de alimento fue el
mejor tratamiento.

Ei efecto residual de |a aplicacién del norgestrel a dosis
de 30 y 50 mg/kg de alimento, durante 60 dias, indicd que
el efecto masculinizante no es permanente en la totalidad
de los peces tratados.
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