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ABSTRACT

This paper presents the results of two experiments for the masculinization of tilapia fry (Oreochromis niloticus)
through the use of an aromatase inhibitor, letrozole, administered in fish feed. The first experiment evaluated the
effect on growth, survival, and the percentage of masculinization of sexually undifferentiated fish undergoing
letrozole doses of 50 (T1), 100 (T2), and 200 (T3) mg kg during four weeks. There was a negative control group
(C0) feed without letrozole and a positive control group (C) that received 60 mg kg™ of 17 alpha-methyltestosterone
(MT) in feed. No significant differences in growth (weight and length) and survival were found between treatments
and control groups. Treatments T1, T2, T3 showed a percentage of 90%, 100% and 93% of males, not showing
significant differences. It was found 66% of males in group C and 45% in group CO, showing significant differences
between each other and with respect to all letrozole treatments. It was found 3% of females in T1 and 7% of fish
with intersex gonads in both T1 and T3. In the second experiment, the fishes were feed a dose of 50 mg kg™ of
letrozole during two weeks (2S) and three weeks (3S). The results were 73% of males for 2S and 82% for 3S,
showing significant differences. It is concluded that letrozole in doses between 50 and 200 mg kg achieves the
masculinization of more than 90% of the O. niloticus fry, after 4 weeks of treatment without affecting survival and
growth.
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RESUMEN

Se presentan los resultados de dos experimentos para la masculinizacion de alevinos de tilapia (Oreochromis
niloticus) con un inhibidor de aromatasa, letrozol, administrado en el alimento. En el primer experimento se evalud
el efecto sobre el crecimiento, la supervivencia y el porcentaje de masculinizacién de peces no diferenciados
sexualmente, sometidos a dosis de letrozol de 50 (T1), 100 (T2) y 200 (T3) mg kg™ en el alimento durante cuatro
semanas. Un control negativo (CO) recibié alimento sin letrozol y un control positivo (C) recibié alimento con 60
mg kg de 17 o metiltestosterona (MT). No hubo diferencias significativas entre tratamientos y controles en el
crecimiento (en longitud y peso) y la supervivencia. Los porcentajes de masculinizacion fueron 90%, 100% y 93%
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en T1, T2 y T3 respectivamente sin diferencias significativas. La masculinizacién en el grupo C fue 66% y en el
grupo CO fue 45%, mostrando diferencias significativas entre si y también respecto a los 3 tratamientos con letrozol.
Se encontré 3% de hembras en T1y 7% de peces con génadas intersexo tanto en T1 como en T3. En el segundo
experimento, se suministré una dosis de 50 mg kg de letrozol durante dos semanas (2S) y tres semanas (3S). Los
resultados dieron 73% de machos para 2S 'y 82% para 3S con diferencias significativas. Se concluyd que el letrozol
en dosis entre 50 y 200 mg kg logré mas del 90% de machos en 4 semanas sin afectar la supervivencia y el

crecimiento.

Palabras clave: inhibidor de aromatasa | inversion sexual | letrozol | masculinizacidn | tilapia
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1. INTRODUCCION

El cultivo de la tilapia a nivel mundial es realizado
principalmente con individuos machos debido a que
éstos presentan un mayor crecimiento, obteniéndose
una mayor uniformidad de tamafios y un mejor control
de lareproduccién que no es posible realizar en cultivos
con ambos sexos (Beardmore et al., 2000, El-Graizy y
El-Gamal, 2012). La técnica disponible
comercialmente para producir alevinos machos es la de
inversion sexual mediante la administracion de la
hormona 17 a metiltestosterona (MT) en el alimento,
antes de la diferenciacion sexual de los peces, con
resultados mayores al 90 por ciento de individuos
machos. Las dosis por kg de alimento utilizadas varian
de un autor a otro, sin embargo, el rango maés
frecuentemente reportado es de 40 a 60 mg y
tratamientos de 4 semanas (Drummont et al., 2009;
Ferdous y Ali, 2011; Klipp et al., 2019; Mainardes-
Pinto et al., 2000, Popma y Green, 1990). Existen otros
factores que afectan el porcentaje de machos esperado
con el tratamiento de MT, como la disminucion de
estabilidad de la hormona con el tiempo y temperatura
durante el almacenamiento del alimento preparado
(Barry etal., 2007, Teichert-Coddington et al., 2000), la
presencia de fitoestrdgenos en los insumos proteicos
vegetales para la elaboracion del alimento (El-Sayed et
al., 2012), el establecimiento de jerarquias entre los
peces durante el tratamiento “afectando el consumo del
alimento y la cantidad de hormona que ingiere cada
pez”, la longitud de los peces al inicio del tratamiento,

la tasa y frecuencia de alimentacién, la temperaturay el
sistema de cultivo (Drummont et al., 2009, Hiott y
Phelps, 1993, Klipp et al., 2019, Meurer et al., 2012).
Las diversas practicas de manejo durante la produccién
de alevinos de tilapia pueden explicar los diferentes
resultados obtenidos en los centros de produccion,
afectando la calidad de la semilla disponible en el
mercado nacional.

Respecto a los riesgos asociados al uso de la MT en
acuicultura, algunos estudios realizados concluyeron
que no hay riesgo para el consumidor ni para los
acuicultores (Green y Teichert-Coddington, 2000;
Macintosh, 2010, Zanardi et al., 2011), afios después
Mlalila et al. (2015) indican que la cantidad de hormona
utilizada es mayor a la requerida para la inversion
sexual por lo que los peligros ambientales deben ser
enfatizados, Thanasupsin et al. (2021) mencionan que
existe riesgo ecologico en las descargas de agua de los
estanques de masculinizacion con MT, pudiendo causar
un efecto adverso en el rendimiento reproductivo de los
peces evaluados en su estudio (Probarbus jullieni,
Barbonymus gonionotus y Anabas testudineus), en otro
trabajo sobre los niveles de toxicidad de la hormona en
Danio rerio se concluye que la MT tiene un potencial
toxico para los peces porque altera las vias metabolicas
enzimaticas y puede suponer un riesgo para los
ecosistemas (Rivero-Went et al., 2020). La produccion
de tilapia en nuestro pais es de 3099 t en el 2020
(Ministerio de la Produccion, 2021) y tiene una
proyeccion optimista de crecimiento para el 2025 de
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27000 t (Baltazar et al., 2018) proyectandose asimismo
la produccioén de alevinos, por lo que se hace necesario
considerar los peligros ambientales y riesgos ecol6gicos
de la actividad.

En busca de otras formas de producir alevinos machos,
diversos estudios han sido realizados para evaluar otros
métodos de masculinizacion para la produccion
comercial de alevinos, entre ellos métodos directos e
indirectos, uso de anti estrogenos, inhibidores
enzimaticos, sustancias esterilizantes, feminizacion de
machos para la produccién de super machos,
hibridacién, manipulacion de factores ambientales, etc.,
sin embargo, pocos han logrado resultados como los de
la masculinizacion mediante la hormona MT, la cual
permite una produccién comercial de forma extendida
(Bombardelli et al., 2004).

El uso de inhibidores enzimaticos como es el caso de
los inhibidores de la aromatasa (IA) ha sido reportado
en numerosos estudios relacionados a la investigacion
de la actividad del complejo citocromo P450 aromatasa
(P450arom) y su importancia en la diferenciacion
gonadal de los peces; con resultados que confirman su
influencia en la inversion del sexo de hembras a machos
durante el proceso de diferenciacion de las génadas en
desarrollo, reduciendo la produccion de estrdgenos
(Steele et al., 1987 citados por Gao et al., 2010), sin
embargo ain no es factible aplicarlos a escala comercial
debido a la falta de protocolos que definan dosis
efectivas, tiempos de administracion, efectos residuales
en los peces e impacto sobre el medio ambiente, asi
como costos de tratamiento mayores a los ya usados
comercialmente. Inhibidores como el exemestano,
fadrozole y el letrozol han sido probados en diversos
peces y otros vertebrados (Gao et al., 2010; Katare et
al., 2015; Shen et al., 2015). El letrozol esta disponible
en el mercado nacional y es utilizado en el tratamiento
de cancer de mama estrdgeno dependiente. La literatura
indica que su empleo en la inversion sexual en tilapias
esta referida a la tilapia roja y la tilapia mosambica con
dosis que varian desde 25 a 200 mg kg de alimento,
los resultados en la obtencidn de individuos machos son
variables principalmente en relacién al incremento de la
dosis, el tiempo de tratamiento y la forma de
administracion (Betancur et al., 2009; Das et al.; 2012).

En este contexto el trabajo tuvo como objetivo
determinar la dosis del inhibidor de la enzima

aromatasa (IA) letrozol, en el tratamiento oral para
lograr la mayor proporcion de alevines machos de
tilapia Oreochromis niloticus durante la etapa de
diferenciacion sexual y su efecto en la supervivencia y
el crecimiento. Asi como, evaluar la masculinizacion en
diferentes tiempos de tratamiento.

2. MATERIALES Y METODOS

Lugar y duracion. La investigacion fue realizada en el
Laboratorio de Acuicultura de la Facultad de Pesqueria
de la Universidad Nacional Agraria La Molina, tuvo
una duracién de 8 meses. Se desarrollaron dos etapas
experimentales cada una con 4 meses de duracion.

Unidades experimentales. En la primera etapa se
emplearon 15 acuarios de 60 litros de volumen (tres
tratamientos, un control positivo y un control negativo
con tres repeticiones cada uno) los cuales fueron
lavados y desinfectados con una soluciéon de acido
clorhidrico al 10 %, enjuagados profusamente, y se
llenaron con 40 litros de agua de pozo mantenida a 28°C
mediante calefactores con termostato. La aireacion fue
administrada mediante un sistema compuesto por un
blower regenerativo de 1/3 HP (Sweetwater, Aquatic
Eco-Systems, Inc, USA), manguerillas de aireacién,
valvulas reguladoras y piedras difusoras. Se cubrieron
tres lados de los acuarios con plastico negro para
uniformizar la incidencia de la luz, se trabajé con el
fotoperiodo natural. En la segunda etapa se usaron 6
acuarios que fueron asignados para dos tratamientos
con tres repeticiones con las mismas condiciones
descritas para el primer experimento.

Animales experimentales. En la primera etapa se
utilizaron larvas provenientes del desove de
reproductores de Oreochromis niloticus del Centro de
Investigacion Piscicola de la UNALM, fueron
trasladadas al Laboratorio en tinas de plastico hasta que
completen la reabsorcion del saco vitelino, mantenidas
con aireacion constante y temperatura de 28°C. Luego
se seleccionaron 1950 peces (4-5 dias poseclosion) con
una longitud total promedio de 9,2 mm y peso promedio
de 0,0075 g. Para la segunda etapa se realiz6 un
procedimiento similar y se seleccionaron 780 peces (5-
6 dias poseclosion) con una longitud total de 9,9 mmy
un peso promedio de 0,0127 g.
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Dietas experimentales. Se utiliz6 un alimento
comercial de inicio para tilapias marca Aquatech con 45
% de proteina y un tamafio de grano de 1.5 mm. El
alimento fue molido y tamizado para obtener un tamafio
de particula de 500 um. Asimismo, se utiliz6 alcohol
etilico de 96 % v/v como disolvente del letrozol
(FEMARA®) y de la hormona MT. Se prepararon 5
dietas  experimentales:  Alimento  con  tres
concentraciones de letrozol, 50, 100 y 200 mg kg*
alimento, disolviendo el letrozol en alcohol con cada
una de las concentraciones elegidas, luego cada
solucién fue adicionada en una proporcién alimento:
alcohol de 2:1, mezclandose homogéneamente para
asegurar que todo el alimento quede impregnado del
inhibidor. El alimento para el control positivo fue
preparado disolviendo en alcohol la hormona 17 alfa
metiltestosterona en una concentracion de 60 mg por kg
de alimento, la solucién fue distribuida de forma similar
que en la preparacion anterior. El alimento para el
control negativo fue preparado sélo con alcohol bajo las
mismas proporciones y procedimiento de mezcla
descritos. La mezcla de cada una de las dietas fue
realizada manualmente utilizando guantes de goma y
mascarillas tapa boca. Para el secado de los alimentos
estos fueron extendidos en una capa fina permitiendo la
evaporacion del alcohol durante 24 horas bajo sombra
y en un lugar ventilado. Los alimentos completamente
secos fueron almacenados en recipientes oscuros
debidamente etiquetados en refrigeracion hasta su uso.
Para la segunda etapa se preparé el alimento con la dosis
de 50 mg kg! bajo las mismas consideraciones
anteriores.

Parametros ambientales. En ambas etapas
experimentales la calidad del agua fue mantenida
mediante recambios diarios del 10 hasta el 50 por ciento
del volumen total, aumentando el recambio con el
incremento de la biomasa en el tiempo. Se retiraron dos
veces al dia las heces y restos de alimento del fondo de
los acuarios. Una vez por semana durante los controles
biométricos, los acuarios fueron limpiados en su
totalidad con una renovacién completa del agua. El
agua utilizada en los recambios fue mantenida a la
misma temperatura experimental para evitar cambios
bruscos. El oxigeno disuelto y la temperatura fueron
medidos diariamente durante la mafiana (8:00 horas) y
la tarde (15:00 horas) con un medidor de oxigeno con
sensor de temperatura (modelo 550A, YSI
Incorporated. USA) y el pH en las tardes (15:00) con un

medidor portatil modelo pHTestr 20 (OAKTON
Instruments, USA).

Etapas Experimentales. La investigacion fue realizada
en dos etapas, en la primera se evalué tres dosis de
letrozol y la segunda se evalué el efecto de la mejor
dosis en tratamientos con diferentes tiempos de
aplicacion.

Primera etapa: Asignados los tratamientos al azar en las
unidades experimentales, los peces fueron sembrados
en cada acuario a una densidad de 3000 peces.m (130
por acuario). Durante 4 semanas fueron alimentados
segun la tabla recomendada por Popma y Green (1990).
La primera semana se suministré el alimento a una tasa
del 20 % de la biomasa al dia, distribuido en cuatro
raciones diarias, semanalmente la tasa fue reajustada
considerando el incremento de la biomasa (g) y la
mortalidad en cada unidad experimental, terminando la
Gltima semana con una tasa del 15 %. Los controles de
peso y longitud total se hicieron semanalmente pesando
a todos los peces de cada acuario, utilizando una
balanza analitica (0,0001 g de precisién) marca
DENVER, la longitud total fue medida a un 10 por
ciento de los peces de cada unidad experimental con una
regla graduada en milimetros.

Segunda etapa: Para iniciar el experimento se
consideraron los resultados de masculinizacion de la
primera etapa y se selecciond la dosis de letrozol de 50
mg kg™ por su eficiencia en la obtencion de individuos
machos y por ser la minima dosis evaluada. De forma
similar a la primera etapa se sembraron 130 peces en
cada unidad experimental (6 acuarios) manteniendo las
mismas condiciones ambientales y el manejo de la
alimentacion. Los peces recibieron el alimento con 50
mg kg%, un grupo durante dos semanas y el otro durante
tres semanas, se aplicaron las mismas tasas de
alimentacion iniciando con un 20% de la biomasa por
dia en 4 raciones con un ajuste semanal, finalizando la
Gltima semana con una tasa del 15%.

Evaluacion del crecimiento y supervivencia. En
ambas etapas la evaluacion del crecimiento se realizé
con los valores promedios de peso y longitud total y su
incremento. La supervivencia fue estimada mediante el
conteo total de los peces al final de cada etapa
experimental. Se utilizaron las siguientes ecuaciones:
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Longitud total individual promedio (mm)= X long.
individual de peces/nimero de peces evaluados

Peso individual promedio (g)= Biomasa de cada
acuario/ntimero de peces por acuario

Incremento Longitud total promedio (mm) = Lf-Li
Incremento Peso promedio (g) = Pf-Pi

Doénde: Li es la longitud total individual promedio
inicial, Lf es la longitud total individual promedio final,
Pi es el peso total individual promedio inicial, Pf es el
peso total individual promedio final.

Supervivencia S (%) = N#N;x 100

Donde: Nt es el nimero de peces al final del

experimento, N; es el nimero de peces al inicio del
experimento.

Identificacion del sexo. Luego del periodo
experimental de cada etapa, una muestra de los peces
por tratamiento se mantuvo en los acuarios durante 90
dias, fueron alimentados con una dieta comercial de 45
% de proteina, con tasas que variaron desde el 10 al 5
% diario, para permitir su crecimiento y el desarrollo
gonadal para la evaluacion del sexo. Luego de este
periodo los alevines fueron sacrificados con eugenol
disuelto en agua en sobredosis (100 mg/L) y antes de
efectuar la necropsia se realizo el corte de la médula,
segln el método de eutanasia de la CCAC (2010). La
necropsia fue realizada de acuerdo con el método
descrito por Noga (2010). La identificacién del sexo fue
realizada mediante la observacién al microscopio de
una gdnada extraida y tefiida con aceto-carmin segin la
metodologia de Wassermann y Bertolla (2002) y la
segunda gonada fue fijada en formol al 10 % para la
preparacion de cortes histologicos en la seccion
Ictiopatologia  del laboratorio de Histologia,
Embriologia y Patologia Veterinaria de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos del departamento de Lima. Los
cortes fueron realizados para la descripcién histolégica
de las gbnadas. Para estas evaluaciones fue utilizado un
microscopio optico Eclipse E200 (Nikon Corporation,
USA) y las fotografias mediante una camara digital
Coolpix P310 (Nikon Corporation, USA) adaptada al
microscopio.

Disefio experimental. Se aplico para ambos
experimentos un disefio completamente al azar (DCA),
el primero con 3 tratamientos: Tratamiento 1 (T1):
alimentacion con una dosis de 50 mg de letrozol por kg
de alimento. Tratamiento 2 (T2): alimentacién con una
dosis de 100 mg de letrozol por kg de alimento.
Tratamiento 3 (T3): alimentacién con una dosis de 200
mg de letrozol por kg' de alimento. Un tratamiento
Control positivo (C): alimentacion con dosis de 60 mg
de 17 alfa metil testosterona por kg de alimento. Un
Control negativo (C0): Alimentacidn sdlo con alimento
comercial. La segunda etapa los peces recibieron
alimento con una dosis de 50 mg kg de letrozol durante
dos periodos de tratamiento 2S (dos semanas) y 3S (tres
semanas). Todos los tratamientos y controles contaron
con tres repeticiones.

Anélisis estadistico. Las diferencias en los valores
promedio de incremento en peso y longitud entre
tratamientos y controles fueron evaluados mediante un
ANOVA de una sola via y una comparacion con el test
de Tuckey. La supervivencia fue comparada por la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. La eficiencia
de masculinizacién entre tratamientos y controles fue
realizada mediante comparacion de proporciones
macho: hembra con un nivel de significancia de 0.05 Se
utiliz6 el programa Minitab version 16 y Excel para el
procesamiento de los datos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del crecimiento y supervivencia entre
tratamientos y controles

La tabla 1 presenta los resultados obtenidos en la
evaluacién del crecimiento en longitud promedio total,
peso total promedio, incremento en longitud e
incremento en peso, Yy supervivencia durante el
experimento de evaluacion de las tres dosis de letrozol
para la masculinizacion de alevinos de tilapia luego de
4 semanas de experimentacion.

Los incrementos en longitud y en peso no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos (T1, T2
y T3) ni con los controles positivo y negativo (C y CO0).
Los peces del Cy T1 presentaron longitudes promedio
similares (27,7 mm) y ligeramente mayores a la de los
peces del CO, T2y T3 (27, 26 y 26,3 mm). Los pesos
promedio al final del experimento fueron 0,348; 0,344;
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0,313; 0,263 y 0,284 g en el T1, CO, C, T2 y T3
respectivamente, con pesos ligeramente mayores en T1
y control CO.

Tabla 1. Evaluacidn del crecimiento y supervivencia de alevines de tilapia nildtica (O. niloticus) sometidos a
diferentes dosis de letrozol y 17 alfa metiltestosterona durante el periodo de inversion sexual en condiciones

de laboratorio.

Parametros Controles Tratamientos

Co C T1 T2 T3
Supervivencia (%)* 572 502 622 632 482
Longitud inicial prom. (mm) 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2
Peso inicial prom. (g) 0,0075 0,0075 0,0075 0,0075 0,0075
Longitud final prom.(mm) 27,0 21,7 27,7 26,0 26,3
Peso final prom. (g) 0,344 0,313 0,348 0,263 0,284
Incremento long prom. (mm)* 17,8° 18,5° 18,5° 16,8° 17,1°
Incremento peso prom. (g)* 0,336° 0,306° 0,341°¢ 0,255°¢ 0,277°¢

*nivel de significancia del 5%.

El crecimiento observado bajo las condiciones de
temperatura, densidad y tasa de alimentacion al ser
comparados con otros estudios de condiciones
similares est& dentro del rango reportado por diversos
autores durante la etapa de inversiéon sexual de O.
niloticus (Abd Al-Hakim et al., 2013; Drummond et al.
2009; Neumann et al., 2009; Popma y Green, 1990),
sin embargo, son menores a los resultados obtenidos
por otros autores que trabajaron con diferentes
temperaturas, densidades, tasas y frecuencias de
alimentacion, condiciones ambientales, tratamiento
hormonal y variedades de tilapia del Nilo (Chavez-
Garcia et al., 2020; Rebougas et al., 2014; Rima et al.,
2017; Trejo-Quezada et al.,, 2021). EI menor
crecimiento obtenido esté principalmente relacionado
a la densidad utilizada de 3 peces/L en comparacion a
los valores con densidades de 0,5 a 1 pez/L de los
trabajos anteriormente mencionados, Tachibana et al.
(2008), al evaluar el crecimiento con densidades de 1,
3,5y 7 peces/L, concluyd que los peces alcanzaron un
peso final menor conforme la densidad fue mayor.

Los incrementos en peso y longitud entre controles y
tratamiento no mostraron diferencias significativas
(p<0.05), el letrozol no presentd un efecto sobre el
crecimiento diferente entre las tres dosis estudiadas, ni
con la MT y el control CO, resultados similares report6
Betancur et al. (2014) al evaluar la masculinizacion de
tilapia roja con letrozol y exemestano, el crecimiento
de los peces no fue significativamente diferente entre
los tratamientos y controles, sin embargo, si entre las

dosis de los inhibidores, Alanis Gonzéalez, et al. (2014),
en los ensayos de validacion de inhibidores de
aromatasa para la masculinizacion de tilapia del Nilo,
tampoco observé diferencias en el crecimiento de los
peces sometidos a tratamientos con exemestano,
letrozol, MT y control negativo. Al comparar los
resultados con los obtenidos en trabajos realizados
para masculinizar tilapia del Nilo con diferentes
concentraciones de MT, se encontré que el crecimiento
fue mayor conforme se increment6 la dosis o el tiempo
de administracion de la hormona (Ferdous y Ali, 2011;
Trejo-Quezada et al., 2021), tendencia que no se ha
encontrado para el letrozol durante la etapa de
inversion sexual en el presente trabajo.

El porcentaje de supervivencia promedio y desviacion
estandar obtenidos al final del experimento fueron 57
+7,6;50+13,9;62+6,8;63+83y48+ 11,6 en CO,
C, T1, T2 y T3 respectivamente sin diferencias
significativas (p<0.05), numéricamente se observo la
menor supervivencia en el tratamiento T3 (48%) v la
mayor en T2 (63%), estos valores son menores a los
obtenidos en diversos trabajos de inversion sexual de
O. niloticus mencionados anteriormente, no se puede
relacionar la mortalidad al efecto del letrozol porque
fue similar en los controles y las diferentes dosis del
inhibidor. La tabla 2 muestra la mortalidad semanal
por controles y tratamientos, notandose un incremento
a partir de la segunda semana, al analizar las posibles
causas de la mortalidad, se descarta la densidad elegida
(3 peces/L) debido a que ésta se mantuvo en el segundo
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experimento y se tuvo una mayor supervivencia al
término de las 4 semanas en todos los tratamientos
evaluados (89 %), la diferencia fue el manejo durante
las biometrias, los peces muy pequefios fueron
afectados por la manipulacion durante el pesaje de las
muestras en la primera etapa que no fue realizada en la
segunda para eliminar el estrés.

Parametros de calidad del agua

Los resultados del control de la calidad del agua estan
presentados en la tabla 3, indicando los valores
promedio de la temperatura, el oxigeno disuelto y el
pH por tratamientos y controles.

La temperatura, el oxigeno disuelto y el pH promedios
tuvieron un comportamiento similar en todas las
unidades experimentales, las desviaciones tipicas
observadas entre los tratamientos y controles son
cercanas indicando que el manejo de la calidad del
agua para mantener estas variables fue adecuado.

Los valores promedio de la temperatura durante las
mafanas (cercanos a 28°C) fueron similares a los
valores en las tardes (28,2°C) en los tratamientos y
controles con desviaciones tipicas entre 1,15 y 0,78.
Drummont et al. (2009), evaluando el efecto de la
temperatura en la etapa de inversion sexual de alevinos
de tilapia O. niloticus, encontraron que ésta no es
afectada en un rango entre los 26 y 32°C, sin embargo,
el crecimiento y la supervivencia fueron mejores con
temperaturas entre 28,5 y 30°C. Phelps (2006)
menciona que la temperatura Optima para el
mantenimiento de los alevines de tilapia durante el
periodo de inversion sexual esta entre los 26 y 28°C y
que con temperaturas menores a 24°C los peces
reducen significativamente el crecimiento y algunos no
completan la diferenciacion gonadal durante el
tratamiento, en el caso opuesto los valores de

temperatura mayores a 34°C pueden alterar la
proporcién de sexos en algunas progenies de tilapia
incrementandose el nimero de machos respecto al de
las hembras pero con bajas tasas de supervivencia
(Azaza, et al., 2013; Baroiller et al., 2009; Soltan, et
al., 2013). Latemperatura establecida y controlada en
esta investigacion se mantuvo dentro de los rangos
considerados 6ptimos para el tratamiento hormonal de
los peces en todos los tratamientos y controles, no
existiendo evidencia de haber sido una variable que
pudiese haber afectado el proceso de inversién sexual.

Valores bajos de oxigeno disuelto pueden afectar el
proceso de inversion sexual ya que disminuyen el
consumo del alimento, la supervivencia y el
crecimiento de los peces, los valores de la tabla 2
muestran que la concentracién promedio durante las
mafianas y las tardes estuvo cercana a 7,0 mg L*
notdndose una leve disminucion en la tarde en todos
los acuarios; se registrd un valor maximo y minimo de
7,89y6,02mgL* durante un diaen los controles CO
y C respectivamente. Esta relativa diferencia estuvo
relacionada a la variacion de temperatura que se dio en
las unidades experimentales, asimismo no se observo
una disminucién con el incremento de la biomasa
desde la primera semana hasta el final del experimento,
confirmando que el sistema de aireacion y los
recambios de agua permitieron mantener su
concentracion con muy poca variacion. Phelps (2006)
recomienda concentraciones mayores a 4 mg L™ de
oxigeno para la inversion del sexo en tilapias, para no
afectar el consumo de alimento, asi como también para
evitar el estrés de los peces y la vulnerabilidad ante las
enfermedades. Los valores de oxigeno en el agua se
mantuvieron por encima de 6 mg L por tal razdn se
considera que no hubo un efecto negativo en el
consumo del alimento o bienestar de los peces.

Tabla 2. Variacion promedio y desviacidn estandar por semanas del nimero de peces debido a la mortalidad en los

tratamientos y controles (n=3).

Controles Tratamientos
N° peces CO0 C T1 T2 T3
Inicial 130 130 130 130 130
12 semana 127 + 0.57 129+1 128+1 128+1 128+15
2% semana 108 +9 111 +8 99+8 114 +5 105+ 8
3% semana 86 +10 77+ 17 83+8 93+9 76 +10
42 semana 74+ 10 65+ 18 80+9 82+ 11 62 + 15

CO0: control negativo, C: MT 60 mg kg™, T1: letrozol 50 mg kg™, T2: letrozol 100 mg kg™, T3: letrozol 200 mg kg

1
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Tabla 3. Valores promedio y desviacion estandar (n=3) de la temperatura, el oxigeno disuelto (mafiana y tarde) y el
pH (tarde) por tratamientos y controles durante la fase experimental de la inversion sexual de O. niloticus con letrozol

a diferentes concentraciones.

Controles Tratamientos
Parametros C CO0 T1 T2 T3
Temperatura mafiana (°C) 28,16+1,15 28,03+0,84 28,04+0,89 28,09+0,83 28,05+1,12
Temperatura tarde (°C) 28,28+0,99 28,1+0,78 28,22+0,89 28,21+0,83 28,22+0,96
Oxigeno mafiana (mg. L™?) 7,10+0,29  7,07+0,26 7,06+0,22 7,09+0,25 7,11+0,26
Oxigeno tarde (mg. L™?) 6,99+0,34  6,95+0,31 6,97+0,26 6,98+0,29 7,05+0,24
pH 7,95+0,16  7,93+0,10 7,95+0,10 7,95+0,10 7,97+0,08

Inversién sexual

Los resultados de la proporcion de machos y hembras
por tratamientos y controles son mostrados en la tabla
4, donde se indica el nimero de peces evaluados y los
porcentajes de cada sexo obtenidos.

Los porcentajes de machos con las tres dosis de
letrozol fueron diferentes significativamente (p<0.05)
a los obtenidos con MT y con el control negativo, la
proporcién de machos con MT fue mayor al CO.

Kwon et al. (2000), al utilizar el fadrozole con dosis
mayores a 200 mg kg de alimento reporto resultados
de masculinizacién mayores al 96 por ciento para la
tilapia del Nilo, Afonso et al. (2001) al emplear
concentraciones de fadrozole de 75 a 100 mg kg™* logré

una masculinizacion del 100 por ciento en alevinos de
O. niloticus. Das et al. (2012) en ensayos con letrozol
consiguio el 97 y 100 por ciento de alevinos machos de
tilapia mosambica (O. mossambicus) con niveles de
100 y 200 mg kg? y al usar dos combinaciones de
letrozol y MT (50 mg kgt + 25 mg kg™ y 100 mg kg™*
+ 25 mg kgb) 923 y 100 por ciento
correspondientemente.  Betancur et al. (2014), en
experimentos de masculinizacion con alevinos de
tilapia roja (Oreochromis spp.) con exemestano y
letrozol, dos inhibidores de aromatasa de tercera
generacion de tipo | y 11, reportd 92,6 y menos de 80
% con dosis de letrozol de 100 y 25 mg kg™*. Trabajos
recientes con el uso de letrozol en otras especies

Tabla 4. Nimero y porcentaje promedio de peces machos, hembras e intersexo de alevines de O. niloticus luego del
tratamiento con diferentes dosis de letrozol (50, 100 y 200 mg kg™) y controles.

Tratamientos N° N° N° N° % % %

y controles peces machos  hembras intersexo machos  hembras  intersexo
T1 33 30 1 2 902 3 7

T2 32 32 0 0 1008 0 0

T3 24 23 0 1 932 0 7

C 28 19 9 0 66° 29 5

Co 36 16 20 0 45¢ 55 0

Nivel de significancia 0.05, n=3. CO0: control negativo, C: MT 60 mg kg-1, T1: letrozol 50 mg kg-1, T2: letrozol 100

mg kg-1, T3: letrozol 200 mg kg-1

Los resultados de masculinizacién obtenidos en este
trabajo con el letrozol en dosis de 50, 100 y 200 mg.kg-
1 de alimento administrado durante 4 semanas y los
obtenidos en los trabajos anteriormente mencionados
muestran que la eficiencia de masculinizacion del
letrozol via oral es dependiente de las dosis
administradas. Este efecto en funcion de la dosis
también fue logrado con el fadrozole durante la

masculinizacion de alevinos de O. niloticus reportado
por Kwon et al. (2000) quienes evaluaron tratamientos
con niveles entre 40 a 500 mg kg-1 de alimento,
encontrando que las dosis a partir de 200 mg kg-1 de
alimento permitié la masculinizacién de més del 90
por ciento de los peces, es notable la mayor potencia
del letrozol respecto al fadrozole, el cual con menores
concentraciones en el alimento logra un mayor nimero
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de peces machos. Por este mejor efecto con dosis
reducidas del letrozol es que se le considera un
inhibidor de aromatasa de tercera generacion
(Bhatnagar, 2007).

Xu et al. (2021) al investigar sobre los mecanismos
moleculares de la masculinizacién gonadal de
poblaciones hembras triploides (XXX) de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) presentdé resultados
luego de administrar a los peces dosis de 1.5 mg kgde
MT y 50 mg kg'de letrozol durante 377 dias después
de la fertilizaciéon (dpf), en los primeros dias del
tratamiento (56 a 80 dpf), no se observé efecto sobre el
desarrollo del ovario, sin embargo, el letrozol fue mas
eficiente en la masculinizacion de la génada después
de los 94 hasta los 377 dpf, al finalizar el experimento
se encontré que la expresion de los genes asociados a
la conformacion de testiculos (sdy, mrtl, sox9 y amh)
tuvo un aumento significativo en el grupo que fue
tratado con letrozol en comparacién a los peces que
recibieron MT y al control, los niveles fueron similares
al de los peces machos diploides, la expresion de los
genes asociados a la conformacién de ovarios
(cypl9ala y foxl2) fue inhibida significativamente a
los 377 dpf, los autores concluyeron que el letrozol
indujo eficientemente la inversién del sexo de hembras
triploides de trucha arcoiris.

Respecto a los resultados con la hormona 17 MT, el
control positivo en este experimento, el porcentaje
promedio de peces machos (66 por ciento) fue
diferente significativamente a los valores de las tres
dosis de letrozol, este porcentaje es muy bajo en
comparacion a los obtenidos en la mayoria de trabajos
realizados con MT vy tilapia del Nilo, donde se
obtuvieron resultados mayores al 90 por ciento con
dosis administradas entre 50 y 60 mg kg*de (Abd Al-
Hakim et al., 2013; Ferdous y Ali, 2011; Phelps y
Popma, 2000; Chavez-Garcia et al., 2020; Reboucas et
al., 2014; Rima et al., 2017; Trejo-Quezada et al.,
2021). La menor eficiencia promedio alcanzada en
este experimento puede ser explicada principalmente
por la variaciéon del tamafio de los peces que fue
observada (coeficiente de variacion de la longitud total
de los peces 26%), a pesar de que tedricamente se
ajustod la tasa de alimentacion semanalmente para que
la cantidad del alimento sea la requerida para el
crecimiento y la masculinizacidn de toda la poblacion,
sin embargo, la presencia de peces dominantes pudo

impedir un consumo individual homogéneo del
alimento, por lo que las dosis efectivas de hormona
que recibieron los peces denominados subordinados
fue menor, la presencia de hembras (29 %) e
individuos con génadas intersexo (5 %) puede estar
relacionado al menor consumo del alimento con
hormona. El crecimiento heterogéneo en peces
territoriales como O. niloticus es explicado por Azaza
et al. (2013), al evaluar el efecto de la densidad sobre
el crecimiento, la homogeneidad del tamafio y la
variacion del consumo de alimento en cultivos de O.
niloticus, los autores encontraron diferencias en el
consumo de alimento entre los peces dominantes y los
subordinados, observando  mayor  consumo,
crecimiento mas rapido, mayor tamafio en los peces
dominantes y en los subordinados observaron estrés,
disminucién del apetito, mayores costos metabélicos
debido a la menor oportunidad de alimentarse. Este
experimento ha utilizado una densidad inicial alta 3
peces/L  pudiéndose  haber  disminuido la
heterogeneidad (Tachibana et al., 2008) que se
presenta en densidades bajas, sin embargo,
considerando la mortalidad que se tuvo a partir de la
segunda semana, la densidad real en los acuarios
disminuyé hasta 1.5 peces/L en la tercera y cuarta
semana. Otro aspecto que debe ser considerado esta
relacionado a la frecuencia de alimentacién utilizada
de 4 veces al dia, diversos autores mencionan que
mejores resultados son obtenidos con frecuencias de 6
veces al dia y tasas decrecientes a partir de la primera
semana (Abu Zeid y Ali, 2015; Rima et al., 2017;
Trejo-Quezada et al.,, 2021), en conclusién la
interaccion entre el manejo de la alimentacion, la
manipulacion durante los muestreos, el estrés y la
mortalidad que se presentd en el primer experimento
de forma similar para todos los tratamientos y
controles afectd en mayor proporcién la inversion
sexual con la MT.

Los resultados del control negativo fueron diferentes
significativamente al porcentaje obtenido con los peces
del control positivo (17 MT) y con las tres dosis de
letrozol, estos valores se encuentran dentro de lo
esperado al tener una proporcidon similar entre
individuos machos y hembras (55 y 45 %) o una
proporcion cercana a 1:1 como es frecuentemente
observado en los experimentos sobre inversion sexual
con tilapia del Nilo, mencionados anteriormente.
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Descripcion de génadas

La observacion de las génadas permiti6 la
identificacion adecuada del sexo en cada uno de los
ejemplares evaluados. La figura 1 ilustra la diferencia
entre los tejidos de gdnadas masculina, femenina e
intersexo en muestras analizadas, en las gonadas
masculinas se observaron los l6bulos testiculares con
diferentes grados de desarrollo, en las gonadas de las
hembras se visualizaron oocitos y en gonadas intersexo
la presencia de oocitos distribuidas entre el tejido
testicular.

Al analizar las muestras histolégicas de goénadas
masculinas de peces sometidos a los tratamientos y
controles se pudo observar predominantemente peces
en estadio 2 o en desarrollo, de acuerdo a las clases o
estadios sugeridos y adaptados por diversos autores
(Nafez y Duponchelle 2009; Brown-Peterson et al.
2011 y Kosai et al. 2011). Las gbénadas en estadio 2
estan caracterizadas por poseer numerosos cistos bien
organizados con diferentes estadios espermatogénicos
gue van desde espermatogonias hasta espermatides,
como se muestra en la Figura 2.

Dentro de cada tratamiento y controles los peces
presentaron diferentes estados de maduracion
pudiéndose identificar peces del estadio 1 al 3. Las
gbnadas en estadio 1 son inmaduras y se reconocen por
la ausencia de la actividad espermatogénica en el tejido
intersticial y la presencia de espermatocitos primarios
y el estadio 3 con una espermatogénesis intermedia y
presencia de espermatocitos, espermatides y
espermatozoos en proporciones similares. No se puede
relacionar estas diferencias con algun efecto de los
tratamientos, debido a que no se determiné el nimero

de peces de cada estadio, la presencia de algunos peces
en un estado mas avanzado de madurez gonadal se
puede relacionar al crecimiento heterogéneo de los
peces, los peces de mayor tamafio por dominancia del
grupo pueden madurar primero. Se conoce la
influencia de las génadas en el crecimiento de los peces
teledsteos como es el caso de las tilapias del género
Oreochromis (Bhatta et al. 2012).

Evaluacion del tiempo de
tratamiento con letrozol

Los resultados de la inversion sexual aplicando
diferentes tiempos de tratamiento con letrozol a una
dosis de 50 mg kg de alimento son presentados en la
tabla 5, se puede apreciar que los porcentajes de
masculinizacion fueron 73 'y 82 % en los tratamientos
de dos y tres semanas respectivamente. Estos valores
son menores a los obtenidos en el primer experimento
de cuatro semanas donde con esta dosis se alcanzo el
90 % de masculinizacion (Figura 3).

aplicacion  del

Afonso et al. (2001) en ensayos con el fadrozole para
la masculinizacién de O. niloticus, con dosis de 50, 75
y 100 mg.kg* de alimento, obtuvo resultados del 67,
76 y 90 % respectivamente, después de 15 dias de
tratamiento y porcentajes de 77, 100 y 100 a los 30 dias
de alimentacién con esas mismas dosis. Comparando
con los resultados del presente trabajo se aprecia que
con 50 mg de letrozol por kg de alimento administrado
durante 15 dias de tratamiento el porcentaje de machos
fue mayor al obtenido con la misma dosis de fadrozole
(73 vs. 67 por ciento) asi como también a los 30 dias
(90 vs. 77 por ciento), observandose una mayor
potencialidad de inhibicion del letrozol.

Figura 1. Observacion microscépica en fresco de las génadas de tilapia de individuos machos (A), hembras (B) e

intersexo (C) 100X.
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T2

T3

Figura 2. Cortes histoldgicos de génadas masculinas de alevinos de O. nitoticus con diferentes estados de desarrollo
por tratamientos con letrozol T1, T2, T3 (50, 100 y 200 mg.kg™), C (60 mg.kg* de MT) y CO (solo alimento). 400X.
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Tabla 5. Resultados de la evaluacion del sexo de alevines de O. niloticus sometidos a tratamiento con 50 mg de
letrozol por kg de alimento durante dos (2S) y tres semanas (3S).

Tratamiento N° peces N° machos N° hembras % machos % hembras
2S 115 84 31 73+ 3,72 27
3S 114 94 20 82+10,58° 18

Nivel de significancia 0.05.
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Figura 3: Porcentaje promedio y desviacion estandar de machos, hembras e intersexo obtenidos luego del
tratamiento con letrozol en el alimento (50 mg kg™) durante dos, tres y cuatro semanas de tratamiento (n=3).

El incremento de peces machos con relacién al tiempo
de administracion puede ser explicado por el
mecanismo de accion del letrozol, un inhibidor
enzimatico no esteroideo que se une reversiblemente al
sitio activo de la enzima y actia mientras la
concentracion del inhibidor sea suficiente para tener
ocupado el sitio de unién enzimética. Cuando es
utilizado en pacientes humanos se reporta que la vida
media de eliminacion es de 42 horas y su concentracion
estable puede ser alcanzada entre dos a seis semanas,
lo que hace que su efecto sea dependiente de la
concentracion 'y del tiempo de administracion
(Bhatnagar 2007).

Afonso et al. (2000) reportaron el efecto del fadrozole
en la disminucion de la concentracion del E2 vy el
incremento de andrégenos y progestdgenos en el
plasma de los salmones, Singh y Srivastava (2014)

luego de aplicar letrozol en dosis de 100 y 200 mg kg~
! durante 60 dias a alevinos de tilapia (O. niloticus)
encontraron concentraciones disminuidas de estradiol
(E2) en plasma comparados con los peces de control,
observando un declive notable en la relacion
E2/Testosterona de 0,266 a 0,076 con la mayor dosis y
concentraciones minimas de E2 (85,83 pg.ml?) aun
después del tratamiento. Estos resultados pueden
explicar que con dosis menores administradas durante
periodos cortos no se logra la masculinizacion del 100
% de la poblacidn.

Los primeros signos de la diferenciacion sexual en O.
niloticus ocurren entre los 20 y 25 dias después de la
eclosion (Kobayashi et al., 2013; Piferrer, 2001) y
considerando que éste experimento se inici6 con peces
de 6 dias después de la eclosién, al suministrar dosis
de 50 mg kg durante dos semanas (2S) se encontré un
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mayor porcentaje de hembras (27%) que a las tres
semanas (18%) y a las 4 semanas de tratamiento (3%).

Debido al mecanismo de accidn del letrozol en funcién
adosis y tiempo de aplicacion y considerando que para
O. niloticus la meiosis ovarica se desarrolla entre los
25y 30 dias poseclosion (Kobayashi et al., 2013) y la
plasticidad de las génadas para invertir su sexo es hasta
después de haber completado la diferenciacion sexual
(Paul-Prasanth et al., 2013; Sun et al., 2014), los
tratamientos con dosis de 50 mg kg pueden ser
mayores a 4 semanas para una mayor eficiencia de la
masculinizacion. En relacion a lo mencionado, al
comparar los resultados con la hormona 17 alfa
metiltestosterona u otros andrdgenos aplicados en
dosis mayores a 60 mg kg y por tiempos mayores a
las 4 semanas (Phelps y Okoko, 2011; Piferrer, 2001),
para el letrozol no se han reportados casos de la mal
denominada “feminizacion paraddjica” donde se
aprecia que dosis elevadas de andrégenos disminuyen
la proporcion de machos obtenidos en el tratamiento.

Para concluir que el letrozol puede ser utilizado como
un método alternativo al uso de androgenos para la
masculinizacion de O. niloticus, es necesario continuar
con estudios para definir dosis y tiempos minimos de
efectividad considerando los costos altos del producto
en comparaciéon a MT y estudios del impacto hacia el
medio ambiente como su persistencia en sedimentos y
agua.

4. CONCLUSIONES

El uso del inhibidor de aromatasa letrozol en el
tratamiento oral para la inversién del sexo de alevines
de O. niloticus en el rango de 50 a 200 mg kg de
alimento no afectd el crecimiento ni la supervivenciay
fue efectivo en la obtencidn de més de 90 % de machos
bajo las condiciones experimentales de esta
investigacion. El tratamiento con la menor dosis de 50
mg kg requiere como minimo 4 semanas para la
masculinizacion de 90 % de la poblacion.
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