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RESUMEN

La reversion sexual a través de hormonas exdgenas, es la técnica mas eficiente
para obtener poblaciones monosexuales en la produccién comercial de tilapia
del Nilo (Oreochromis niloticus). Sin embargo, en los uUltimos afios ha generado
una opinidbn negativa por parte de consumidores, los cuales no desean ingerir
alimentos tratados con hormonas, asi como de grupos preocupados por la
liberacion de hormonas a través de los efluentes de los laboratorios de
produccién de alevines. Por tanto, se han desarrollado técnicas alternativas
como la produccién de machos YY, estos machos al cruzarse con hembras
normales arrojan poblaciones compuestas por un 100 % de machos genéticos
libres de hormonas. Sin embargo, la primera parte de la técnica requiere de la
feminizacién de alevines con genotipo XY a través del uso de hormonas
estrégenas, lo cual produce como resultado hembras XY o hembras atipicas. La
feminizacién exitosa de la progenie de hembras atipicas (Hembras XY) podria
garantizar la produccion de hembras YY y hembras XY Estos dos tipos de
hembras permitirian mantener un flujo constante de reproductores machos YY.
El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de cuatro concentraciones de la
»
hormona sintética 17a-etinilestradiol: 100, 200, 300, 400 mg kg administradas
oralmente durante el periodo de alevin en la proporcién de sexos, crecimiento e
indice gonadosomatico (IGS) de progenies de hembras atipicas de tilapia del
Nilo. Los tratamientos se realizaron por triplicado. No se observd un descenso
drastico en la supervivencia 17a-etinilestradiol por la aplicacion de altas

concentraciones de l1l7a-etinilestradiol. Solamente la concentracién de 200 mg



Kg " mostré una supervivencia por debajo del 80 %. En cuanto al crecimiento no
se observaron diferencias significativas en el peso hiumedo o longitud total entre
el grupo control y los grupos alimentados con 100, 200 y 300 mg Kg'Alde 17a-
etinilestradiol. El peso hiumedo y longitud total significativamente mas bajos
(P<0.05) fueron observados en la concentraciéon de 400 mg Kg-Al. La proporcién
de hembras observada se desvid significativamente (P<0.001) de la proporcién
de hembras esperada para hembras atipicas (3 machos: 1 hembra) en todos los
grupos alimentados con hormonas. Sin embargo, la mayor proporciéon de
hembras (90 %) fue observada en el grupo alimentado con la concentracién de
400 mg Kg-Al. El examen gonadal de los peces no mostré diferencias
significativas en los valores del IGS entre el grupo control y los grupos
alimentados con 100, 300 y 400 mg Kg-?L El valor de IGS significativamente
(P<0.05) mas elevado fue obtenido por el grupo alimentado con la
concentracién de 200 mg Kg-Al. Incrementando la concentracién de 17a-
etinilestradiol proporcionada a través de la dieta es posible incrementar la
proporcién de hembras, sin embargo no se garantiza una feminizaciéon del 100
% en la progenie de hembras atipicas de tilapia del Nilo.

Palabras clave: Tilapia del Nilo, Hembras atipicas, Feminizacién, 17a-

Etinilestradiol, Macho YY, Concentracion.
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ABSTRACT
Sex-reversal by exogenous hormones is the most efficient technique used to
produce monosex populations in the commercial production of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). In recent years however, it has generated a negative
opinion on the part of consumers who do not wish to ingest foods treated with
hormones, and also groups concerned about the release of hormones through
the effluent of fry production laboratories. Therefore, alternative technigues have
been developed such as the production of YY-males. These males when
crossed with normal females produce populations composed of 100 % free of
hormones genetic males. However, the first part of this technique requires the
feminization of fry with XY genotype through the use of estrogen hormones. As a
result XY females or atypical females are obtained. The successful feminization
of atypical female progeny could guarantee the production of YY-females and
XY-females. These two types of females would help maintain a constant flow of
YY-males. The aim of the study was to evaluate the effect of four concentrations
of the synthetic hormone 17a-ethinylestradiol: 100, 200, 300, 400 mg kg-1
administered orally during the fry period, in the sex ratio, growth and
gonadosomatic index (GSI) of the progeny of atypical female of Nile tilapia. The
treatments were performed in triplicate. Survival not showed a dramatical
decrease by the application of high concentrations of 17a-ethinylestradiol. Only
the concentration of 200 mg kg-Al showed a survival below 80 %. No significant
differences in wet weight or total length between the control group and the
groups fed with 100, 200 and 300 mg kg-1 of 17a-ethinylestradiol were

observed. The wet weight and total length was significantly lower (P<0.05) in the



concentration of 400 mg kg—Al. The proportion of females show ed a significant
(P<0.05) deviation in all groups fed hormones from the expected proportion for
atypical females. However, the higher proportion of females (90 %) was
observed in the group fed with the concentration of 400 mg kg—i. Gonadal
examination of fish showed no significant differences in the GSI values between
the control group and the groups fed 100, 300 and 400 mg kg-Al. The value of
IGS was significantly (P <0.05) higher in the group fed with the concentration of
200 mg kg-Al. Increasing the concentration of 17a-ethinylestradiol provided
through the diet may increase the proportion of females, however a 100 %

feminization is not guaranteed in the progeny of atypical females of Nile tilapia.

Keywords: Nile tilapia, Atypical female, Feminization, 17a-Ethinylestradiol, YY-

Male, Concentration.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la FAO la acuicultura es un rubro de alto impacto econémico y
social, el cual genera ingresos y ofrece alimento de alto valor nutricional,
representando una fuente valiosa de proteinas y nutrientes esenciales para una
nutricién equilibrada y disfrutar de buena salud (FAO, 2012). Lo anterior es
posible, en parte, al incremento en la produccion de tilapias, el cual se ha
convertido en el segundo grupo de peces de mayor produccién después de las
carpas. Dentro de las tilapias, la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
representa mas del 85 % de la produccion a nivel mundial, mientras que las
otras especies (O. mossambicus, O. aureus, O. hornorum) ocupan el 15 %
restante (FAO, 2012).

En 2011 la produccién mundial de tilapia alcanzo 3,957,949 ton, lo cual
representd un crecimiento anual sostenido de 10.76 % en los ultimos 10 afios,
siendo los mayores productores los paises asiaticos como China, India e
Indonesia, los cuales aportaron mas del 50 % de la produccién mundial, en su
mayor parte por la acuicultura (FAO, 2012).

En México, la tilapia ocupa el quinto lugar en volumen de produccién, con una
produccién para el afio 2011 de 75,927 ton de peso vivo. Sin embargo, la tilapia
cultivada por la acuicultura aportd mas del 90 % de la produccion nacional y se
produce, principalmente, en los estados de Veracruz (15.23 %), Chiapas (12.16
%), Jalisco (10.11 %) y Tamaulipas (8.79 %). Lo anterior coloca a dicha especie
como el tercer grupo de peces en valor econémico generando un ingreso de
1,146,900 pesos y presentando un crecimiento anual de 1.44 % en los ultimos

10 aiflos (CONAPESCA, 2011).



En lo que respecta a la regién del Papaloapan, segun datos del anuario
2011 de SAGARPA, produce cerca de 12,186.8 ton, de los cuales 623 ton se
produjeron en Oaxaca y 11,563.68 ton en Veracruz; asi, la produccion en la
cuenca representa casi un 16 % del total en el pais. Lo anterior denota la
importancia de esta regién en la produccion de tilapia del Nilo. Por tanto, es
necesario impulsar el consumo de tilapia en el mercado local y, principalmente,
en lugares donde no es posible su produccion, con el fin de que la poblacion

aproveche los beneficios que este pez aporta (SAGARPA, 2011).



2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Ila hormona 17a-
etinilestradiol administrado oralmente, durante el periodo de alevin, en la
proporcién de sexos, crecimiento e indice gonadosomatico de progenies de

hembras atipicas de tilapia del Nilo.

2.1. Objetivos particulares

Determinar el efecto de concentraciones crecientes de 17a-etinilestradiol
administrado oralmente, durante el periodo de alevin, en la tasa de crecimiento

de la progenie de hembras atipicas de la tilapia del Nilo.

Determinar el efecto de concentraciones crecientes de 17a-etinilestradiol
administrado oralmente, durante el periodo de alevin, en la proporcion de sexos

de la progenie de hembras atipicas de la tilapia del Nilo.

Determinar el efecto de concentraciones crecientes de 17a-etinilestradiol
administrado oralmente, durante el periodo de alevin, en el indice

gonadosomatico de la progenie de hembras atipicas de la tilapia del Nilo.



3. HIPOTESIS

El empleo de la hormona 17a-etinilestradiol incrementa la proporcion de
hembras en la progenie de hembras atipicas de tilapia del Nilo, sin alterar
negativamente el crecimiento e indice gonadosomético hasta alcanzar la

madurez sexual.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Biologia de la tilapia del Nilo
Las tilapias habitan principalmente en regiones tropicales del mundo, donde
existen las condiciones que favorecen su reproduccion y crecimiento. Entre sus
variedades destacan la tilapia del Nilo (O. niloticus), la tilapia azul (O. aureus) y
la tilapia de Mozambique (O. mossambicus) (Arredondo y Lozano, 1996).

Las tilapias se caracterizan por ser un grupo de peces de aguas célidas,
gue viven tanto en aguas dulces como saladas e incluso pueden a
acostumbrarse a aguas poco oxigenadas. Son especies aptas para el cultivo en
zonas tropicales y subtropicales. Debido a su naturaleza, las tilapias, se
adaptan con gran facilidad a ambientes cerrados como estanques, lagunas,
reservorios y aceptan con facilidad diferentes tipos de alimento, tanto los que se
producen naturalmente como los alimentos artificiales. La tilapia del Nilo, se ha
convertido en una de las especies importantes de explotacién gracias a sus
caracteristicas bioldgicas y facilidad de cultivo. En general, se considera una
especie de alta rusticidad que genera altos rendimientos en produccion, de
rapido crecimiento, alta adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales, facil
reproduccién y alta resistencia a enfermedades, puede cultivarse con éxito a
altas densidades tolerando bajas concentraciones de oxigeno y amplios
intervalos de salinidad. Es una especie omnivora, aunque principalmente
herbivora, lo cual la vuelve capaz de utilizar la productividad primaria de los
estanques y por ultimo, puede ser manipulada genéticamente (Jiménez y

Arredondo, 2000).



Sin embargo, un problema generalizado durante su cultivo, es su alta
precocidad reproductiva, la cual ocasiona sobrepoblacion dentro de los
estanques y, con ello, la aparicion de enfermedades provocadas por el estrés y
una disminucion en la calidad del agua, en especial del oxigeno (Jiménez y
Arredondo, 2000). Como en la mayoria de las especies cultivadas, la
maduracion gonadal representa un gasto energético que se ve reflejado en la
disminucién de la tasa de crecimiento, produciendo peces de tallas pequefas
con capacidad reproductiva y de tallas heterogéneas, ademéas de provocar
competencia por el alimento y reducir significativamente la calidad del agua
dentro del estanque de cultivo, principalmente la concentracién de oxigeno. En
la tilapia del Nilo la reproduccién puede iniciarse desde los tres meses de edad
en condiciones favorables; la hembra incuba los huevos en la boca y una vez
eclosionados los alevines los cuida por un tiempo adicional (incubadores
bucales). Lo anterior ocasiona que los peces en crecimiento tarden mucho mas
tiempo en alcanzar una talla comercial, con Ilo que se incrementan
significativamente los costos de produccion de las granjas (Jiménez vy

Arredondo, 2000; Arboleda-Obregén, 2005; Daza et al., 2005).

4.2. Técnicas para el control del sexo en la tilapia del Nilo

Para combatir el problema de la maduracidon precoz, existen varias estrategias
que permiten controlar o evitar la reproduccién de tilapia del Nilo en condiciones
de cultivo y con esto reducir los problemas de sobrepoblacion dentro de los

estanques. A continuacion se describen dichas estrategias:



a) Sexado manual. Consiste en separar a los machos y a las hembras, los
cuales son cultivados en estanques separados, con una efectividad que va del
85 al 95 %; embargo, esta técnica requiere de una intensa labor y no garantiza
poblaciones exclusivamente machos, ya que estd sujeta a un alto grado de
error debido a las caracteristicas externas de la papila de cada individuo o
apreciacion visual y experiencia del personal quien la realiza (Jiménez y
Arredondo, 2000; Daza etal., 2005; Vidal etal., 2010).

b) Introduccién de depredadores. La carpa, la perca del Nilo, la lobina negra y la
tenguayaca son especies carnivoras que se alimentan de las crias de las
tilapias contribuyendo con esto a mantener bajo control la poblacion en los
estanques (Jiménez y Arredondo, 2000).

c) Cultivos a elevadas densidades o en jaulas flotantes. Retrasan la aparicion
de la maduracién y hacen fisicamente imposible la fertilizacion de los huevos
por parte de los machos (Daza et al., 2005).

d) Producciéon de hibridos. Obtenidos mediante la cruza entre especies de
tilapia. Ha dado buenos resultados al producir poblaciones con altos
porcentajes de machos, con lo que es posible establecer cultivos monosexos
(Jiménez y Arredondo, 2000; Daza et al., 2005).

e) Producciéon de peces estériles. Mediante la manipulacion genética (haploides,
triploides, poliploides). Es una alternativa factible, sin embargo, todavia se
requieren mas estudios para volver comerciales estas técnicas en la tilapia de
Nilo (Jiménez y Arredondo, 2000; Arias y Paramo, 2001; Daza et al., 2005).
f) Reversion sexual. A través de hormonas exdgenas ha sido reconocida por

varias décadas como la técnica méas eficiente para producir poblaciones



monosexo, exclusivamente de machos, ya que estos muestran un mejor
desempefio en cuanto a crecimiento y ganancia de peso. La aplicacion de las
hormonas se realiza antes de la diferenciacion sexual de los alevines a través
de dietas comerciales y permite obtener hasta un 99.8 % de machos (Jiménez y
Arredondo, 2000; Daza et al.,, 2005; Hurtado, 2005). Sin embargo, a pesar del
éxito de esta técnica dentro de la industria de la tilapia, actualmente la
utilizacion de hormonas para revertir el sexo se ha convertido en un tema
controvertido, ya que existe una creciente preocupacion por la acumulacion de
hormonas en los cuerpos de agua cercanos a las granjas, principalmente en
zonas costeras (Leet et al, 2011). Por otro lado, un numero creciente de
consumidores demanda una produccion inocua y no estan interesados en
consumir productos que han sido tratados con hormonas o sustancias activas
similares (Miiller y Horstgen, 2007).

Lo anterior ha ocasionado el desarrollo y aplicacion en los ultimos afios
de nuevas técnicas que requieren un uso reducido de hormonas y que sirvan
como alternativas rentables a nivel comercial. Una de estas alternativas ha sido
desarrollada con éxito en la tilapia azul y consiste en revertir machos por medio
de un estrégeno administrado oralmente durante 40 dias (Melard, 1995). Esta
reversiéon produce pseudohembras (con genotipo masculino) que al ser
cruzadas con machos normales producen, dependiendo de varios factores
(genéticos y ambientales), entre un 68 a un 100 % de machos (Desprez et al.,
1995; Melard, 1995).

Otra de estas técnicas, consiste en el desarrollo de machos YY o

"supermachos”. Esta técnica desarrollada, principalmente, en paises de Europa

8



y el sureste de Asia (Filipinas), permite producir reproductores YY de tilapia del
Nilo, que al cruzarlos con hembras normales (XX) permiten obtener poblaciones
compuestas al 100 % por organismos genéticamente machos (XY) sin el uso de
hormonas exdgenas (Varadaraj, 1989; Vera et al., 1996; Mair et al., 1997). Sin
embargo, aunque la técnica no requiere el uso de hormonas para producir
poblaciones monosexo que son comercializadas (para su venta directa), la
primera parte de la técnica requiere la feminizacién de lotes de alevines con
genotipo XY a través de hormonas estrégenas, ya sean naturales o sintéticas.
La feminizacion de alevines con genotipo XY se lleva a cabo, al igual que
la masculinizacién, a través de la aplicacién de hormonas exdgenas durante la
etapa de alevin, cuando la génada aun no se ha diferenciado. Lo anterior
garantiza que se obtendrd una poblacion compuesta por un 100 % de hembras,
de las cuales el 50 % (te6ricamente) seran hembras XY (machos feminizados).
Estas hembras al cruzarse con machos normales (XY) arrojaran una
descendencia compuesta por un 75 % de machos y un 25 % de hembras
normales (XX). Del 75 % de machos producidos, un 50 % tendra un genotipo
XY (machos normales) y un 25 % tendra un genotipo YY (supermachos) (Mair
etal., 1997).
4.3. Feminizacion
La feminizacién directa por medio de hormonas estr6genas es el proceso mas
utilizado en la produccidon comercial de la tilapia del Nilo para la obtencién de
poblaciones monosexo. Una de sus ventajas, es que se puede aplicar de

distintas maneras, ya sea via oral, a través de inmersiones de embriones en



soluciones con esteroides, 0 bien, por enriquecimiento bioencapsulado, el cual
consiste en hacer llegar el esteroide al pez utilizando como vehiculo una presa
viva (Contreras et al.,, 2004). Actualmente de las técnicas disponibles, la mas
utilizada para feminizar de manera directa es a través del alimento
proporcionado durante el periodo de alevin, ya que los resultados son mas
homogéneos y efectivos. Ademas, el alimento hormonado es comercialmente
disponible, o bien, se puede preparar facilmente.

4.3.1. Efectos de la feminizacién en las progenies revertidas. Es comun
observar en las progenies revertidas, ya sea por feminizacibn o
masculinizacion, alteraciones principalmente negativas a la tasa de crecimiento
y en especial al desarrollo gonadal, el cual se da principalmente por una
reducciéon significativa del crecimiento de la génada (estimada a través del
indice gonadosomaético), o bien, por malformaciones morfolégicas (Marin, 2014)
gue causan la esterilidad o semiesterilidad de las hembras XY obtenidas. Esto
es un aspecto muy importante dentro de la tecnologia para la produccién de
machos YY, ya que se pretende que las hembras XY obtenidas sean utilizadas
como reproductoras para la obtencibn de machos YY. Una hembra XY con
problemas de fertilidad no es candidata viable para ser elegida como
reproductor. Lo anterior es ocasionado por los efectos de las hormonas
estrogenas a nivel fisioldgico, en especial a concentraciones elevadas

4.3.2. Uso de hormonas estrogenas sintéticas para feminizar. La
feminizacidon es una etapa critica durante la produccion de machos YY, ya que a

diferencia de la masculinizacibn que se encuentra bien establecida y con

10



frecuencia arroja porcentajes de machos cercanos al 100 % en varias especies,
incluyendo la tilapia del Nilo, la feminizacion ha demostrado ser mas complicada
de lograrse al 100 %,especialmente con la progenie de hembras atipicas, por lo
cual actualmente aun se estan evaluando diferentes protocolos para optimizar
la proporcion de hembras obtenidas. Uno de estos protocolos, incluye el uso de
hormonas estrégenas sintéticas, como es el 17a-etinilestradiol, el cual ha
mostrado excelentes resultados en especies relacionadas, optimizando la
proporcion de hembras obtenidas, sin afectar el crecimiento o el desarrollo
gonadal (indice gonadosomatico) de manera significativa. Por lo tanto, evaluar
su efecto a diferentes concentraciones en la tilapia del Nilo, es el siguiente paso
con el objetivo de optimizar los porcentajes de hembras XY obtenidas.

4.3.3. Hembras atipicas. En la tilapia del Nilo podemos observar dos
tipos de hembras atipicas. En el primer caso se encuentran hembras XX que
producen progenies con proporciones de machos que se desvian de la
proporcién de sexos esperada (un macho por cada hembra, 50 % - 50 %). La
desviacion de la proporcion esperada puede ser leve (> 60 %), moderada (> 70
%) o fuerte (> 80 %) y de acuerdo a Baroiller et al. (2009) se debe a los
factores que se encargan de controlar la determinacién del sexo en la tilapia
del Nilo; un locus determinante principal (cromosomas sexuales), factores
parentales menores (influencia genética de los progenitores) y factores
ambientales, en este caso la temperatura del agua

Este tipo de hembras atipicas, por lo tanto, arrojan proporciones

elevadas de machos debido a la interaccidon provocada por la cruza con machos



relacionados (factor parental) o bien por la presencia de una sensibilidad
genética a una temperatura especifica del agua, la cual en otras hembras
(normales), simplemente no seria lo suficientemente alta para inducir una
alteracién en la proporcion de sexos. Lo anterior produce en la progenie de las
hembras atipicas una masculinizacibn gonadal a temperaturas moderadas
(Wang y Tsai, 2000), resultando en una mayor proporcibn de machos.

El segundo tipo de hembras atipicas, involucra a hembras revertidas o
hembras XY, producidas mediante la reversion sexual (feminizacién) de
alevines XY. La feminizacion de la progenie de este tipo hembras atipicas no ha
sido evaluada en la tilapia del Nilo; sin embargo, se ha mencionado que es mas
dificil conseguir una feminizacion exitosa en este tipo de hembras (Mair et al.,
1997). Aunque la feminizacion de hembras atipicas, por lo general, no es
considerada como parte indispensable de la produccién de machos YY, es
importante evaluar la proporcion de sexos que se obtiene al feminizar este tipo
de hembras, no solo desde el punto de vista comercial, relacionado con la
posible obtencion de hembras XY y hembras YY, sino desde el punto de vista
de generar conocimiento basicos. Debido a lo anterior, el presente trabajo se

centra en feminizar la progenie de este tipo de hembras.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacién del experimento y clima

El trabajo se llevé a cabo en la unidad acuicola experimental de la Universidad
del Papaloapan campus Loma Bonita, ubicada en el estado de Oaxaca, en las
coordenadas 18° 06' latitud norte y 95° 53' longitud oeste, a una altura de 30
msnm (FAM, 2014). El clima del lugar es calido humedo, con lluvias abundantes
en verano. La temperatura y precipitacion anual promedio es de 25 °C y 1845.2

mm, respectivamente (FAM, 2014).

5.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron cuatro concentraciones de la hormona 17a-etinilestradiol: 100,
200, 300 y 400 mg kg-i de alimento y un grupo testigo de 0 mg kg-i Los
tratamientos se distribuyeron bajo un disefio de bloques al azar, con tres
repeticiones. El sistema de crianza estuvo compuesto de 15 acuarios de vidrio
con capacidad de 85 L de agua y los alevines se sembraron a una densidad de

1 alevin por litro de agua, bajo un sistema de circulaciéon cerrada.

5.3. Variables evaluadas

Las variables evaluadas durante el desarrollo del presente experimento estan
relacionadas directamente con la aplicacion de los estrégenos durante el
periodo alevin. Estas fueron: crecimiento, peso humedo, longitud total,

supervivencia, indice gonadosomatico y proporcion de sexos.



5.4. Desarrollo del experimento

5.4.1. Reproductores. El grupo de reproductores utilizado fue creado en
la Universidad del Papaloapan a partir de reproductores traidos del centro
acuicola de Temazcal, Oaxaca y el Sistema Cooperativo Integral (SISCOIN,
Veracruz). Los reproductores se alimentaron con pellets flotantes comerciales
con 25 % de proteina (Purina, Agribrands®) dos veces al dia.

Los reproductores de la tilapia del Nilo (O. niloticus) fueron colocados en
dos estanques de ferrocemento de 3 m de didmetro, con agua conteniendo
microalgas, a una proporcion hembra-macho de 3:1 y a una temperatura de 28
a 30 °C.

5.4.2. Preparacion del alimento hormonado. Preparacién de la solucion
madre. Se pesd 1 g de la hormona esteroide sintética 17a-etinilestradiol
utilizando una balanza analitica (Figura 2 del Apéndice) y se diluy6 en 1,000 ml
de alcohol etilico, utilizando un matraz aforado. Esta solucién se almacend en
refrigeracion a 4 °C en oscuridad hasta su utilizacién. De la solucién madre se
obtuvieron las concentraciones a utilizar, las cuales fueron de 100, 200, 300 y
400 mg kg " de alimento, respectivamente, siguiendo el método de evaporacion
de alcohol propuesto por Guerrero (1975). Dado que la solucién madre tiene
una concentracion de 1,000 mg por L de la hormona y considerando que es
una mezcla homogénea, se tomaron 100, 200, 300 y 400 ml de la solucién,
respectivamente. Para agregar la concentracién de hormona a un kilogramo de
alimento comercial al 53 % de proteina (harina, Purina Agribrands®) (Figura 3

del Apéndice), se le agregd suficiente alcohol etilico al 95 % para obtener un
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volumen final de 500 ml. Este volumen es el recomendado para hormonar un
kilogramo de alimento. El alcohol funcioné como vehiculo para adicionar la
concentracion deseada en un kilogramo de alimento.

La incorporacion de las diferentes concentraciones de hormona al
alimento comercial se realiz6 utilizando un atomizador de plastico con
capacidad de 500 ml. Para ello, el alimento se distribuyé en una capa delgada
sobre un plastico (Figura 4 del Apéndice) y la solucién se dispersé sobre el
alimento de afuera hacia dentro, cuidando de que el &area de aspersion
humedeciera de manera homogénea todo el alimento (Figura 5 del Apéndice).
Para asegurar un mejor asperjado de la hormona en el alimento, éste se mezclé
con la ayuda de una espatula de metal, y se repiti6 el proceso cuatro o0 cinco
veces hasta que se terminé la solucion (Figura 6 del Apéndice). Posteriormente,
se dej6 secar el alimento a temperatura ambiente durante periodo de cuatro
horas. El alimento control de 0 mg kgA de EE2 tuvo el mismo proceso de
elaboracién. El alimento control y el hormonado, previamente seco, se
colocaron en recipientes de plastico y se almacenaron en un ambiente fresco a
4 °C (Figura 7 del Apéndice).

5.4.3. Produccién de alevines en condiciones experimentales. Los
alevines recién eclosionados y sexualmente indiferenciados fueron colectados a
los 15 dias después de formar los grupos de reproduccién. Para recolectarlos
se baj6é el nivel de agua de los estanques por medio de sifoneo sacando

aproximadamente el 90 % del volumen total.



Los alevines colectados fueron mezclados y transportados a un sistema
de circulacion cerrada, formado por 15 acuarios de acrilico con capacidad de 85
litos a una densidad inicial de 1 alevin L . No se aplicé ningan tratamiento
profilactico a los alevines durante su paso del tanque al acuario. El agua en el
sistema cerrado se pasO través de un filtro mecéanico, biofiltro conteniendo
solamente biobolas de plastico y una lampara de luz ultravioleta. El fotoperiodo
manejado fue de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. Todos los tratamientos se
realizaron por triplicado (100, 200, 300 y 400 mg kg-Aly el grupo control).

Durante los primeros 20 dias, los alevines se alimentaron con los
tratamientos hormonales indicados al 20 % de su peso corporal, cada hora
durante 12 horas. El flujo de aire dentro de los acuarios se cerr6 a los 15
minutos antes de alimentar a los alevines para facilitar el consumo de alimento.
Una vez finalizado el tratamiento se proporcion6 una dieta comercial al 50 % de
proteina (migaja, Purina Agribrands®) por 30 dias.

Para las biometrias, se recolect6 al azar una muestra de
aproximadamente el 25 % del total de alevines por acuario. Durante el periodo
de alevin las biometrias se realizaron cada 10 dias. En cada medicion se
obtuvo el peso humedo promedio con una balanza digital con capacidad de

2,000 g = 0.01 y la longitud total utilizando un software digital (ImageJ®).
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5.4.4. Crecimiento de juveniles en estanques de ferrocemento. Después
de 30 dias en los acuarios, todos los prejuveniles de cada uno de los
tratamientos fueron contados para calcular la supervivencia y se realizd la
biometria final. Los prejuveniles sobrevivientes de cada uno de los tratamientos
se colocaron en cinco estanques de ferrocemento para su crecimiento. Los
estanques contaron con agua conteniendo microalgas y los peces fueron
cultivados hasta su madurez sexual (aproximadamente cuatro meses). Durante
este tiempo se alimentaron con alimento comercial al 44 % de proteina (pellets,
Purina Agribrands®) por un periodo de dos meses, seguido de alimento al 40 %
y 35 % por un mes mas y finalmente al 25 % de proteina por otro mes en la
etapa de engorda hasta finalizar el experimento.

Para llevar a cabo las biometrias se colect6 una muestra al azar de
aproximadamente 60 peces por estanque. Las biometrias se realizaron cada 21
dias. Se registré el peso humedo de cada pez mediante el uso de una balanza
digital y para la longitud total se us6 un software digital (ImageJ®).

5.4.5. Analisis de proporcién de sexos. La evaluacién de la proporcion
de sexos se realiz6 por medio del examen externo de la papila genital, usando
azul de metileno al 1 % para ayudar a la observacion de las estructuras
gonadales. Adicionalmente, 60 peces por sexo fueron pesados (g), medidos
(cm) y sexados de nuevo extrayendo las gbnadas. Las gdénadas extraidas
fueron pesadas utilizando una balanza digital para determinar el indice

gonadosomatico. Las génadas se clasificaron en ovarios y testiculos

17



5.4.6. Analisis del indice gonadosomético. El indice gonadosomatico se
calcul6 mediante la formula siguiente (Sturm, 1978): IGS = [peso de la gdénada

(9) / peso del pez (g)] x 100.

6. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron por medio del programa estadistico statistica
version 7.0. Las diferencias en la longitud total (cm) y peso humedo (g) entre
tratamientos se analizaron por medio de un andlisis de varianza de una via. Los
porcentajes de supervivencia obtenidos se transformaron por medio de la
funcion arcoseno y se analizaron a través de un analisis de varianza de una
via. La proporcion de hembras que se obtuvo en cada tratamiento hormonal se
contrasté contra la proporcion esperada para hembras atipicas de 3:1 (machos-
hembras) utilizando una prueba de ji-cuadrada a un intervalo de confianza de
99 % (P<0.001). Las diferencias en el indice gonadosomatico entre tratamientos
fueron transformadas por medio de la funcibn arcoseno y las cuales se

analizaron mediante un andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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7. RESULTADOS

7.1. Crecimiento durante el periodo alevin

El incremento de peso himedo registré diferencias significativas solamente en
la segunda y tercer biometria (P<0.05). En la segunda biometria el grupo
alimentado con la concentracion 100 mg kg-i registrd6 el peso mas elevado
(0.093 @), sequido de la concentracion de 400 mg kgzo.082 g), mientras que
en la tercera biometria el grupo alimentado con la concentracion de 400 mg kg-l
arrojé los valores significativamente mas altos (0.64 g) al compararlo con los
observados del grupo control y el resto de los grupos alimentados con EE2

(Figura 1).

Biometrias

Figura 1. Peso himedo de alevines de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentados con 17a-etinilestradiol, a diferentes concentraciones durante 20
dias en un sistema estatico. La presencia de superindices con diferente letra
arriba de cada columna indica diferencias significativas entre los tratamientos
en cada biometria (P<0.05).
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El incremento en la longitud total, al igual que el peso himedo, arrojé
diferencias significativas (P<0.05) en la segunda y tercer biometria, con el grupo
alimentado con la concentraciéon de 400 mg kg ’ registrando, en ambos casos,
los valores mas altos (1.27, 2.34 cm, respectivamente), seguido del grupo
control y finalmente los grupos alimentados con las concentraciones de 100,

200 y 300 mg kg-1 de EE2 (Figura 2).

Figura 2. Longitud total de alevines de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentados con 17a-etinilestradiol, a diferentes concentraciones, durante 20
dias en un sistema estatico. La presencia de superindices con diferente letra
arriba de cada columna indica diferencias significativas entre los tratamientos
en cada biometria (P<0.05).
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7.2. Crecimiento durante el periodo juvenil y de engorda

El incremento de peso humedo registré diferencias significativas a partir de la
segunda biometria (P<0.05), con el grupo control mostrando los valores
significativamente mas altos (13.31 g), seguido del grupo alimentado con la
concentracion de 100 mg kg-i (11.82 g). Sin embargo, en la ultima biometria, no
se observaron diferencias significativas entre el grupo control y las
concentraciones de 100, 200 o 300 mg kg-41. El grupo alimentado con la
concentracion de 400 mg kg-i registro el valor mas bajo de peso hlimedo (78.02
g), en comparacién con el grupo control (82.85 g) y los grupos alimentados con

100, 200 y 300 mg kg-1 (89.1 g, 82.96 g, 80.66 g, respectivamente) (Figura 3).

Figura 3. Peso humedo durante el periodo juvenil y engorda de tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentadas con 17a-etinilestradiol, a diferentes
concentraciones durante 20 dias en un sistema estatico. La presencia de
superindices con diferente letra arriba de cada columna indica diferencias
significativas entre los tratamientos en cada biometria (P<0.05).
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El incremento en la longitud total durante este periodo, presenté
diferencias significativas (P<0.05) en todas las biometrias realizadas. El grupo
control arrojo los valores mas elevados en las primeras dos biometrias con 7.43
cm y 13.31 cm, respectivamente, en comparaciéon con los grupos alimentados
con 17a-etinilestradiol, sin embargo, en la biometria tres y cuatro no se
registraron diferencias significativas entre el grupo control y los grupos
alimentados con las concentraciones de 100, 300 y 400 mg kgA. En ambas
biometrias el valor de longitud total significativamente mas corto se observé en
el grupo alimentado con la concentracion de 200 mg kg'Al En la dltima
biometria, no se observaron diferencias significativas entre el grupo control y los
grupos alimentados con las concentraciones de 100, 200 y 300 mg kg-Al. En este
caso, el valor significativamente mas corto de longitud total fue de 15.21 cm vy
fue observado en el grupo alimentado con la concentracion de 400 mg kg-fL

(Figura 4).

7.3. Proporcion de sexos e indice gonadosomatico

Los resultados obtenidos para supervivencia final, proporciéon de sexos e indice
gonadosomatico se presentan en el Cuadro 1. Durante la evaluacién, la tilapia
del Nilo alcanzé la madurez sexual, lo cual permiti6 un rapido sexado manual.
La supervivencia mas alta (99.19 %) se observo en el grupo control, mientras
que entre los grupos alimentados con 17a-etinilestradiol, la concentracién de
400 mg kg-Al presenté el valor mas alto (88.36 %). La proporcion de hembras
observada en los grupos alimentados con 17a-etinilestradiol se desvio
significativamente de la proporcion 3:1 esperada para hembras atipicas en

todas las concentraciones evaluadas. La mayor proporcion de hembras (90 %)
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se observo en el grupo alimentado con la concentracion de 400 mg kg-1 de 17a-
etinilestradiol. No se registraron diferencias significativas (P<0.05) en el indice
gonadosomaético entre los grupos alimentados con EE2. Sin embargo el grupo
alimentado con la concentracion de 200 mg kg-l arrojo un valor de findice
gonadosoméatico méas elevado en comparacion con el grupo control (1.89+0.27

vs 0.94+0.23).

Figura 4. Longitud total durante el periodo juvenil y de engorda de tilapia del
Nilo (Oreochromis niloticus) alimentada con 17a-etinilestradiol, a diferentes
concentraciones durante 20 dias en un sistema estatico. La presencia de
superindices con diferente letra arriba de cada columna indica diferencias
significativas entre los tratamientos en cada biometria (P<0.05).
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Cuadro 1.

gonadosomatico en adultos de

alimentados con 17a-etinilestradiol,
periodo de alevin.

Dosis

Hormonal
A

mg kg

Control
100
200
300
400

NPA*

60
60
60
60
60

S
(%)

99.19
87.17
72.58
82.58
88.36

Porcentaje de supervivencia,
tilapia del

M
81
21
1n
16
10

Proporcién de sexos

H
19
79
89**
84+
90**

proporciéon de sexos e indice
Nilo (Oreochromis niloticus)
a diferentes concentraciones durante el

IGS

0.94+0.23b
1.41+0.28&
1.89+0.27a
1.39+0.21&
1.11+0.218b

NPA=nUmero de peces analizados; S= porcentaje de supervivencia; M= machos;
H= hembras; IGS=indice gonadosomatico.
**Se desvia significativamente de la proporcién 3:1 esperada para hembras atipicas (P<0.001).
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8. DISCUSION
Hasta el dia de hoy el sector acuicola ha implementado diversas actividades
para poder incrementar y fortalecer la produccién, todo esto para reducir el
impacto ambiental, con la ayuda del sector productivo en los trabajos de
investigacion y desarrollo tecnol6égico sobre aspectos como sanidad, nutricion,
genética y manejo ambiental (FAO, 2012).

Las tendencias actuales, tanto en el mercado como en la investigacion
realizada, apuestan por una disminucién en el uso de hormonas en el cultivo
comercial de tilapia para obtener poblaciones monosexuales. Debido a lo
anterior, se plantea apoyar la implementacion de nuevas tecnologias e
infraestructuras eficaces que permitan generar poblaciones monosexuales sin el
uso de hormonas y sin causar dafio al ambiente. Una de estas nuevas
tecnologias es la produccién de machos YY o supermachos (Mair et al., 1997).

Sin embargo, la primera parte de la técnica requiere de hormonas
exdgenas para feminizar alevines, con el propoésito de obtener hembras XY.
Estas hembras son utilizadas para generar machos YY, los cuales a su vez
permiten producir poblaciones monosexuales sin el uso de hormonas, lo cual
reduce drasticamente la cantidad de hormonas que fluyen en los fluentes de las
granjas (Mair et al.,, 1997). Todo esto ayuda a mejorar la produccion y
rentabilidad de la granja, reduciendo los costos de producciéon al utilizar
hormonas. Asimismo, se protege y conservan los cuerpos de agua cercanos a

la granja.
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La feminizacion de alevines es una de las etapas criticas a la hora de
producir machos YY. Se ha indicado que asegurar una buena generacién e
identificacion de hembras con genotipo XY (hembras revertidas) permitira
obtener un nimero adecuado de machos YY Por tanto, la feminizacién de la
progenie de hembras con genotipo XY o hembras atipicas nos permite alcanzar
dos objetivos al mismo tiempo; obtener hembras XY (al feminizar machos
normales) y hembras YY (al feminizar machos YY) (Alcantar-Vazquez et al,,
2014). Las hembras YY, a veces llamadas neo-hembras nos permitiran, al
cruzarlas con machos YY, obtener una gran cantidad de machos YY. Este paso
es el ultimo en la tecnologia de produccién de machos YY, ya que nos permite
obtener una gran cantidad de machos YY en un solo paso y asi formar un grupo

grande de reproductores.

8.1. Feminizacion

En el presente trabajo se observé un incremento en la proporcién de hembras al
incrementar la concentracion de 17a-etinilestradiol. A este respecto, Hopkins et
al. (1979) reportaron un incremento en la proporcion de hembras en la tilapia
azul (O. aurea) conforme se incremento la concentracién de 17a-etinilestradiol.
Asimismo, Melard (1995) obtuvo un 100 % de hembras en la tilapia azul al
utilizar una dieta con 200 mg kg-Alde 17a-etinilestradiol. En este experimento no
se alcanzé un 100 % de feminizacion, probablemente causado por la utilizacion
de hembras atipicas, las cuales muestran un porcentaje de machos del 75 % en
comparaciéon con el 50 % de machos observados en hembras normales, Se ha
reportado que la feminizacion de machos YY, presentes en la progenie de

hembras atipicas en un 25 % puede ser mas complicada que la feminizacién de
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machos normales. Esta situacion pudo haber contribuido a que los porcentajes
de feminizacién, aunque elevados, no alcanzaran el 100 %, a pesar de utilizar

dosis elevadas de 17a-etinilestradiol.

8.2. Crecimiento

Algunas hormonas esteroides sintéticas han mostrado ser agentes promotores
del crecimiento cuando se administran en bajas concentraciones. Sin embargo,
un descenso del crecimiento, inducido por una exposicion a esteroides
sintéticos, ha sido reportado en varias especies de peces, especialmente
cuando se incrementa la dosis de estrogenos utilizada (Piferrer, 2001). Se ha
reportado que los estrégenos, naturales o sintéticos, no presentan un efecto
positivo en el crecimiento de los teleosteos, a diferencia de los andrégenos, las
cuales son hormonas masculinizantes (Johnstone et al., 1979).

Hamdoon et al. (2013) reportaron una reducciéon del crecimiento
utilizando estrégenos sintéticos después de alimentar alevines de la tilapia del
Nilo con diferentes concentraciones de dietilestilbestrol por 40 dias. Asimismo,
Krél et al. (2014) reportan un descenso en el crecimiento al utilizar el mismo
estrégeno, mientras que con el estrégeno natural estradiol-17p no se observo
dicho descenso. Por otro lado, Varadaraj (1989) en la tilapia azul (O. aureus) y
Chiba et al. (1993) en la anguila japonesa (Anguilla japdnica) reportaron un
mayor crecimiento en grupos alimentados con los estrogenos dietilestilbestrol y
estradiol-17p, respectivamente. En el presente estudio no se encontraron
diferencias en el crecimiento entre el grupo control y los grupos alimentados con

17a-etinilestradiol, a excepcion de la concentracién mas alta (400 mg kgS, la
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cual registr6 el menor crecimiento. A pesar de no encontrar diferencias
significativas, se observd que el grupo alimentado con la concentracién de 100
mg kg ' registré6 un mayor peso humedo en comparacioén con el grupo control.

Estos resultados probablemente indican que en la tilapia del Nilo el 17a-
etinilestradiol presenta un efecto anabdlico a nivel fisiolégico, el cual permitid
alcanzar un crecimiento mayor en lugar de reducirlo como normalmente se
observa en otras especies de peces (Piferrer, 2001). Este efecto anabdlico se
ha reportado en otras especies del género Oreochromis utilizando otro
estrogeno sintético, el dietilestilbestrol (Varadaraj, 1989). Herman y kincaid
(1988) indicaron que diferentes rutas metabdlicas pueden estar involucradas en
ambos casos.

El crecimiento obtenido en el presente trabajo cobra importancia si se
toma en cuenta que en el grupo control la proporcién de machos, los cuales se
caracterizan en la tilapia del Nilo por presentar una mayor tasa de crecimiento,
era superior al 80 %, mientras que en los grupos alimentados con 17a-
etinilestradiol la proporcion de machos solo alcanzé un méaximo del 21 %. Lo
anterior indica que las hembras revertidas no muestran una reduccién en la tasa
de crecimiento, lo cual es normal en hembras XY (machos revertidos a
hembras). Lo anterior probablemente fue causado, como se comentd

previamente, por un efecto anabdlico por parte del 17a-etinilestradiol.
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8.3. Supervivencia

Piferrer (2001) menciona que la aplicacién de estr6genos, naturales o sintéticos,
puede afectar negativamente la supervivencia en la gran mayoria de especies
de teledsteos, en especial si es sobrepasado cierto limite, que depende de cada
especie. Lo anterior esta relacionado con un namero de factores, entre los que
destacan: la especie, concentracién hormonal y duracion del tratamiento. Lo
anterior coincide con lo reportado para la tilapia del Nilo por Hamdoon et al.,
(2013) quienes reportan un descenso en la supervivencia de grupos
alimentados con la hormona sintética dietilestilbestrol durante 40 dias en las
concentraciones 50 y 100 mg kg-i. Resultados similares han sido observados
para esta especie por Marin-Ramirez (2014). Sin embargo, Varadaraj (1989) en
la tilapia mossambica (O. mossambicus) no reporta una mortalidad significativa
utilizando concentraciones elevadas de dietilestilbestrol (de 100 “g gA a 1000
Mg gs. Estos resultados son similares a lo observado en el presente trabajo,
donde la mortalidad en los grupos alimentados no descendi6 significativamente,
excepto en el grupo alimentado con la concentracion de 200 mg kg-i. En el
presente estudio, al incrementar la concentracién no se observdé un descenso
de la supervivencia, como el observado para esta misma especie por Marin-
Ramirez (2014) al aplicar la hormona sintética dietilestilbestrol. En otras
especies de peces de agua dulce, tal es el caso del pez zebra (Danio rerio),
Andersen et al. (2003) no observé un efecto negativo en la supervivencia al
utilizar diferentes dosis de 17a-etinilestradiol. Asimismo, Van Aerle et al. (2002)

durante la feminizacion del minnow chino (Pimephales promelas) no encontro
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un descenso significativo, ni la aparicion de malformaciones, al utilizar
diferentes dosis de 17a-etinilestradiol. La supervivencia obtenida en los grupos
alimentados con 17a-etinilestradiol indica que a nivel fisiologico el efecto de
esta hormona no es negativo como se observé con la hormona sintética
dietilestilbestrol. Lo anterior se asevera por el hecho de que al incrementarse la
concentracion de la hormona no se observo un incremento de la mortalidad en

los grupos tratados.

8.4. indice gonadosomatico
indice gonadosomatico indica la madurez sexual de los peces, el cual es un
indicador del estado de salud y nutricibn de la especie. Varios estudios han
mostrado que una exposicion continua de los peces a compuestos sintéticos les
causa un deterioro en el desarrollo gonadal, con base en la reduccion
observada en el indice gonadosomatico, los cambios morfolégicos e
histologicos que sufren las génadas (Linderoth et al., 2006; Marchand et al.,
2008; Louiz et al., 2009).

En el presente estudio, el examen gonadal de los peces del grupo control
y agquellos expuestos a diferentes concentraciones de 17a-etinilestradiol
presentaron diferencias significativas, en comparacién con el grupo alimentado
con la concentracién de 200 mg kgA, el cual mostré los valores mas altos de
indice gonadosomatico. Sin embargo, se observd que todos los grupos
alimentados con 17a-etinilestradiol mostraron un indice gonadosomatico mayor

que el grupo control, lo cual indica que el 17a-etinilestradiol no
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tuvo efectos negativos a nivel fisiol6gico sobre el desarrollo de la tilapia del Nilo.
Estos resultados también muestran el cambio de machos a hembras en los
grupos tratados hormonalmente. Se encontr6 que en el grupo control, la
proporcion de hembras fue menor al 20 %, mientras que en los grupos
alimentados con 17a-etinilestradiol fue cercana o mayor al 80 %. En general, las
hembras de tilapia del Nilo, muestran un mayor desarrollo gonadal en
comparacion con los machos. Lo anterior pudo ser resultado del gran tamafio
que presentan sus oocitos (huevos) en comparacion con los de otros peces
tele6steos. La produccion de oocitos se traduce en un mayor indice
gonadosomatico en comparacion con la produccién de espermatozoides en los
machos.

En el presente estudio, aunque no se alcanzé un 100 % de feminizacion
al utilizar 17a-etinilestradiol en concentraciones elevadas, los porcentajes
obtenidos, en adicion al excelente crecimiento, indice gonadosomatico y
supervivencia observados en los grupos de peces alimentados con 17a-
etinilestradiol, nos garantiza una adecuada produccion de machos XY vy
hembras YY, los cuales podran ser utilizados como reproductores dentro del
paquete tecnolégico de produccion de machos YY de la tilapia del Nilo

desarrollado al interior de la Universidad del Papaloapan.
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9. CONCLUSIONES

Al incrementar la concentracién de 17a-etinilestradiol en el alimento es posible
incrementar la proporciéon de hembras obtenidas en la progenie de hembras
atipicas de tilapia del Nilo. Sin embargo, la administracién de concentraciones
altas de 17a-etinilestradiol no garantiza una feminizacion del 100 % de la

progenie de hembras atipicas.

La aplicacion de 300 mg kg-i de la hormona 17a-etinilestradiol no disminuye la

tasa de crecimiento de la progenie de hembras atipicas en latilapia del Nilo.

La supervivencia de la progenie de hembras atipicas no se ve afectada por la

aplicacion de altas concentraciones de la hormona 17a-etinilestradiol.
La aplicacién de la hormona 17a-etinilestradiol a concentraciones elevadas no

disminuye el indice gonadosoméatico de la progenie de hembras atipicas

causado por una inhibicién del desarrollo gonadal.
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10. RECOMENDACIONES

Los resultados de supervivencia y crecimiento obtenidos en el presente estudio
permiten combinar la aplicacion de la hormona 17a-etinilestradiol con
temperaturas frias de cultivo (21 °C) para lograr un 100 % de feminizacion de la

progenie de hembras atipicas.

De acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda utilizar concentraciones
mayores a 400 mg kg de la hormona 17a-etinilestradiol con la intencién de

maximizar los porcentajes de feminizacion.

Continuar el estudio de la aplicacion de la hormona 17a-etinilestradiol en el
cultivo de los peces con el objetivo de determinar en la dosis Optima para la

obtencidon hembras YY.
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12. APENDICE

Figura 1. Hormona utilizada

Figura 2. Alimento comercial al 53 % de proteina
(harina, Purina Agribrands).
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Figura 3. Distribucién del alimento para la

aplicacion de la hormona 17a-etinilestradiol.

Figura 4. Aplicacion de la hormona de afuera hacia adentro.
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Figura 5. Homogenizacion del alimento junto con la hormona
aplicada.

Figura 6. Envasado y etiquetado del alimento seco para colocarlo
en refrigeracion a 4 °C.
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Figura 7. Sistema de recirculacion cerrada compuesto por 15
acuarios con capacidad de 85 L de agua.

Figura 8: Estanques de ferrocemento de la unidad Acuicola de
la Universidad del Papaloapan.



