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mykiss suministrando Tribulus terrestris en el alimento
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Resumen

Tribulus terrestris (TT) es una planta herbacea que induce la produccion de testosterona una vez es ingerida. Con el fin de
determinar el porcentaje de neomachos de trucha arcoiris, obtenidos a partir de la utilizacion de Tribulus terrestris en el
alimento; se trabajé con 1.200 larvas 100% hembras adquiridas comercialmente, que se repartieron equitativamente en
12 tanques de concreto. Se suministré alimento balanceado comercial (50% de PB) desde el dia 15 poseclosién y durante
96 dias con los siguientes tratamientos: 3.000 mg de TT/kg de alimento (tratamiento A), 5.000 mg TT/kg de alimento (tra-
tamiento B), control positivo 3 mg de MT/kg de alimento (tratamiento C) y control negativo con etanol (tratamiento D).
Se determinaron parametros productivos y diferenciacion gonadal mediante la técnica de squash. Se midieron parametros
fisicoquimicos del agua. Con cada tratamiento A y B se obtuvo un porcentaje de machos de 2,67% (P>0,05) y hubo pre-
sencia de intersexos pero sin significancia estadistica. Las ganancias diarias de peso fueron 0,128, 0,132, 0,109 y 0,088 g/d
para los tratamientos A, B, C y D respectivamente. Las ganancias de talla se encontraron entre 0,063 cm (D) y 0,077 cm (B);
ambas variables tuvieron diferencia estadistica significativa (P<0,05). La sobrevivencia, el factor de conversién alimenticia y
la incidencia de costos no estuvieron afectados significativamente por los tratamientos. Se concluyé que Tribulus terrestris
mezclado con alimento balanceado en dosis de 3.000 mg/kg y de 5.000 mg/kg no induce la masculinizacién de la trucha
arcoiris; sin embargo, no incide negativamente en la sobrevivencia de la misma, ejerce un efecto anabdlico significativo,
reflejado en ganancias de peso vy talla y no resulta costoso utilizarlo comparado con el método convencional de la hor-
mona 17o-metil testerona. No se recomienda su uso para este fin por la ineficiencia. Este estudio es el primer reporte en
Colombia al respecto de este tema.

Palabras clave: hormona; inversién sexual; neomachos; protodioscina.

Abstract

Tribulus terrestris (TT) is herbaceous plant that induces testosterone production once ingested. In order to determine the
percentage of rainbow trout neomales, obtained from feeding with Tribulus terrestris; 1,200 larvae commercially acquired
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100% females, was distributed in 12 concrete tanks and fed commercial balanced food (50% CP) from day 15 poseclosion
for 96 days with the following treatments: 3.000 mg TT / kg feed (treatment A), 5,000 mg TT / kg feed (treatment B) con-
trol MT positive 3mg / kg feed (treatment C) and negative control with ethanol (treatment D). Productive parameters and
gonadal differentiation were determined by squash technique. In water, physico-chemical parameters were measured. With
each treatment A and B a percentage of males 2.67% (P <0.05) was obtained and there was the presence of intersex but
without statistical significance. The daily weight gains were 0.128, 0.132, 0.109 and 0.088 g/d for treatments A, B, C and
D respectively. Size gains found from 0.063 cm (D) until 0.077 cm (B); both variables had statistically significant difference
(P <0.05). Survival, feed conversion factor and the incidence of costs were not significantly affected by the treatments. In
conclusion, Tribulus terrestris mixed with meal doses of 3,000 mg / kg and 5,000 mg / kg does not induce masculinization
of rainbow trout; however, no negative impact on the survival of it, has a significant anabolic effect, reflected in gains weight
and height and is not expensive to use compared to the conventional method of hormone 17a-methyl testerone. Its use for
this purpose is not recommended for inefficiency. It is the first study reported in Colombia in this regard.

Key words: hormone; sexual inversion; neomales; protodioscin.

Resumo

Tribulus terrestris (TT) é uma planta herbacea que induz a producao de testosterona, uma vez ingerida. Com a fim de de-
terminar a percentagem de neomales de truta arco-iris, obtidos a partir de a utilizacao de Tribulus terrestris no alimento;
realizado com 1.200 larvas comercialmente adquidas 100% do sexo feminino, que foram uniformemente distribuidos em
12 tanques de concreto. Uma dieta comercial foi fornecida (50% PB) a partir do dia 15 poseclosion e durante 96 dias com
os seguintes tratamentos: 3.000 mg TT / kg de racdo (tratamento A), 5,000 mg TT / kg de ragdo (B tratamento) controle
MT positiva 3mg / kg de racao (tratamento C) e controle negativo com etanol (tratamento D). Os parametros de producao
e diferenciacao gonadal foram determinados pela técnica de polpa. Parametros fisico-quimicos da agua foram medidos.
Com cada tratamento A e B, se chegou o um percentagem de machos 2,67% (P <0,05) e houvo a presenca de intersexo
mas sem significincia estatistica. Os pesos alacanzados diario foram 0,128, 0,132, 0,109 e 0,088 g/d para os tratamentos
A, B, C e D, respectivamente. Os tamanhos obtidos encontrados a partir de 0,063 cm (D) e 0,077 cm (b); ambas variaveis
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (P <0,05). A sobrevivéncia, o fator de conversao do alimentagao e a
incidéncia de custos ndo foram significativamente afetados pelos tratamentos. Em conclusdo a Tribulus terrestris misturado
com doses concentradas de 3,000 mg / kg e 5000 mg / kg ndo induzem masculinizacdo de truta arco-iris; mas, nao tem
nenhum impacto negativo sobre a sobrevivéncia da mesma, tem um efeito anabdlico significativo, mostrandose em peso
e lucro de altura e nao é costoso para utilizar em comparacdo com o método convencional de horménio 17a-metil tes-
terona. A sua utilizacdo para esse fim ndo é recomendado pela ineficiéncia. E o primeiro estudo relatado na Colémbia no
este respeito.

Palavras chave: hormonal; inversdo sexual; neomales; protodioscina.

Introduccién

La produccién de trucha arcoiris en Colombia, repre-
senta actualmente un importante renglon de la activi-
dad piscicola. La semilla utilizada depende en un 95%
de la importacién de ovas embrionadas monosexo de
paises como Estados Unidos y en algunos casos Dina-
marca y Noruega; lo que aumenta el riesgo de intro-
duccion de enfermedades exéticas al pais y eleva los
costos de produccion (Betancur Lépez et al.,, 2010).
Adicionalmente, existen reportes donde se evidencia
que el desempeno productivo de esta semilla no es
superior a la nacional (Vanegas y Villareal, 2001). Lo
anterior, sugiere la necesidad de producir semilla a ni-
vel local para abastecer la demanda.

La hormona de origen sintético 17 a-metiltestoste-
rona (MT), ha sido ampliamente utilizada para lograr
la inversion sexual, con el fin de obtener neomachos
como pie de cria para producir poblaciones 100%
hembras. Es un producto de venta controlada y de di-
ficil adquisicion para los pequefos productores. Llega

a cuerpos de agua via alimento no consumido, heces
y orina; demandando largos periodos de tiempo para
ser degradada acumuldndose en sedimentos y es un
potencial contaminante que puede causar inversiones
indeseadas en poblaciones silvestres (Contreras-San-
chez et al., 2007); se pueden masculinizar peces hem-
bras en rios contaminados (Falone, 2007) y ocasionar
otro tipo de alteraciones en organismos acudticos
como el cangrejo de rio (Procambarus alleni), donde
se ha evidenciado menores porcentajes de eclosion,
prolongacion del desarrollo embrionario, malformacio-
nes y reduccion del crecimiento en juveniles cuando
se exponen a concentraciones de 100 ug/L de MT
(Vogt, 2007).

La trucha arcoiris producida en el pais, se ha posicio-
nado en mercados internacionales como Estados Uni-
dos y Alemania, lo que indica produccién mas limpia,
que involucre el uso de herramientas tecnoldgicas que
ayuden a la preservacion de los recursos naturales, a la
salud humana, de facil adquisicion y bajo costo. Surge
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entonces, una alternativa que podria reemplazar al an-
drégeno sintético para la masculinizacion.

La planta Tribulus terrestris (TT), es de origen europeo
y habita en diversos tipos de suelos en regiones tro-
picales incluida Colombia; posee cantidades elevadas
de protodioscina, precursor de la dehidroepiandroste-
rona, involucrado en la sintesis de testosterona (Rami-
rez et al., 2002). Omitoyin et al., (2013), reportaron
que los extractos de TT tuvieron efectos positivos en
la inversion del sexo (85.7%), la tasa de sobrevivencia
(80 a 89.3%) y el crecimiento de peces (0.73 a 0,92
g) como Oreochromis niloticus. El objetivo del trabajo
fue determinar el porcentaje de neomachos de trucha
arcoiris O. mykiss obtenidos a partir de la utilizacion de
Tribulus terrestris en el alimento.

Materiales y métodos

Ubicacion

La investigacion se llevé a cabo en la finca Dacha, ubi-
cada en la vereda Llanogrande, Rionegro-Antioquia
(latitud 6°07°00.82" "N y longitud 75°26°48.41°"O),
a una altura 2130 m.s.n.m., y con una temperatura am-
biente promedio de 17°C, humedad relativa promedio
de 79%, clasificada segtn Holdridge en zona de vida
bosque hdmedo montano bajo (bh-MB). La finca es
abastecida por aguas de la quebrada Piedras Blancas
con temperatura promedio de18°C.

Material biolégico

Se trabajé con 1200 larvas con apariencia fenotipica
sana (coloracion tipica de la especie, tamano del cuer-
po, posicion lineal al nadar); provenientes de la granja
Lagos y Peces ubicada en el Carmen de Viboral (An-
tioquia). Los animales fueron obtenidos de un lote de
ovas embrionadas 100% hembras importadas de Esta-
dos Unidos. Las larvas de 14 dias post-eclosion fueron
trasladadas al sitio experimental en bolsas plasticas con
oxigeno, donde se hizo un proceso de aclimatacion
durante 1 h 40 min. Los peces fueron distribuidos en
12 estanques experimentales en grupos de 100 ejem-
plares cada uno. Previamente, los animales fueron me-
didos con un ictiometro y pesados en una balanza de
precision marca Adam modelo PGW 253M.

Los procedimientos empleados para la manipulacion
de los animales, fueron realizados utilizando como re-
ferencia las normas y procedimientos para el uso de
animales en laboratorio, sefaladas por Committe on
Care and Use of Laboratory Animal Resources (1985).
La metodologia experimental utilizada con animales

fue avalada por el Comité de Etica y Bioética de la
Universidad Catdlica de Oriente (2015).

Tanques experimentales

El experimento se llevé a cabo en 12 tanques de con-
creto de 1.30 m de largo, 0.2 m de ancho y 0.4 m de
alto. Se estimé un caudal de agua total de 40l/min que
se distribuy6 equitativamente en los 12 tanques, con
flujo de agua en promedio de 3.3 I/min. Se utilizé un
compresor MedicAir conectado a un sistema de distri-
bucién de mangueras y piedras difusoras para garanti-
zar aireacion en los tanques experimentales; la presion
fue de 175 psi. Se utiliz6 polisombra para cubrir los
tanques y evitar la luz directa sobre las larvas.

Calidad de agua

Previo al inicio del experimento se realizé analisis del
agua en el Laboratorio Censa de la Corporaciéon Auto-
noma Regional de los Rios Negro y Nare (CORNARE),
para determinacion de parametros fisicoquimicos y
microbiolégicos. Durante el transcurso de la fase ex-
perimental, se midi6é diariamente la concentracién de
oxigeno disuelto (OD), el porcentaje de saturacion (%
de Sat) y la temperatura del agua, se utilizé un equipo
digital modelo Oxi 3205 SET 3.

Preparacion de las dietas

El extracto de TT con un contenido de 95% saponi-
nas y 80% de protodioscina, se adquirio en el labora-
torio de suplementos naturales Sorvita (EEUU); la MT
fue suministrada por el Laboratorio de Larvicultura de
Peces y Alimento vivo (Larpeali) de la Universidad de
Antioquia.

Durante los dos primeros meses, se suministré alimen-
to balanceado comercial (50%PB), para lograr tamano
de particula adecuado, aproximadamente, de 0.425
mm y 0.710 mm el alimento fue molido y tamizado. A
partir del dia 60 del ensayo se suministr6 pellets extrui-
dos de 2 mm de diametro.

Los tratamientos evaluados fueron: 3000 mg de TT/
Kg de alimento (tratamiento A), 5000 mg TT/Kg de ali-
mento (tratamiento B), control positivo 3 mg de MT/
Kg de alimento (tratamiento C) y control negativo con
etanol (tratamiento D). Cada uno con tres replicas.
Cada dosis de los diferentes compuestos fue disuel-
ta en etanol absoluto del 98% de pureza en frascos
ambar; posteriormente, fueron mezclados de manera
homogénea con el alimento balanceado; una vez eva-
porado el etanol a temperatura ambiente, se procedio
a almacenarlo a 17°C. Los peces fueron alimentados
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ad libitum con frecuencia de 8 veces/dia. Los trata-
mientos fueron suministrados desde el dia 15 post-
eclosion durante 96 dias.

Evaluacion de pardmetros productivos

Se realizaron 6 muestreos a 25 individuos por répli-
ca los dias 0, 19, 38, 57, 76, 95 para determinar el
peso mediante una balanza digital de precision (mo-
delo Adam equipment N¢ 17250) y la longitud total
por medio de un ictiometro. Diariamente, se registro
la mortalidad y alimento consumido.

La tasa de sobrevivencia se determiné con la ecuacién
de Pineda (1999), expresada ast:

Ts= (Numero final de organismos/Numero inicial de orga
nismos) x100

Para el célculo de la tasa de crecimiento por dia se uti-
liz6 la formula reportada por Pepe-Victoriano (2012),
asi:

Pg = (Wf - Wi)/t
Donde

Pg=Peso ganado por dia,
Wi= Peso inicial,
Wf=Peso final,

t= Tiempo (dias).

Para el calculo del factor de conversion alimenticia se
empleo la ecuacion utilizada por Burgos et al., (2006)
asi:

FCA = Cantidad de alimento suministrado/Incremento en
peso de la poblacién

La incidencia de costos se calculé con la férmula de
Poot-Delgado et al., (2009) ast:

IC= FCA x Costo por kg de alimento

IC= Incidencia de costos y
FCA= Factor de conversion de alimento

Determinacion del sexo gonadal

Se utilizo la técnica del squash para determinar el sexo
gonadal alos 117 dias post-eclosion. Para la extraccion
de las gonadas, se anestesiaron los animales con 2 fe-
noxietanol (400 ppm), luego se realizé un corte ventral
por la linea longitudinal media; se retiraron las visceras
y se procedid a identificar dos hilos tensos transparen-
tes ubicados sobre la vejiga de gas. Las gonadas se
retiraron de la cavidad celémica debridandolas de la

columna vertebral. Se colectaron las génadas de 25
peces de cada réplica, se colocaron en laminas por-
taobjetos, se tineron con azul de metileno al 3% vy se fi-
jaron con el cubreobjetos. Se observaron las placas en
microscopio (10x), con el objetivo de hacer un barrido
por toda la placa para descartar presencia de ovocitos.

Andlisis estadistico

Se empled el disefio de clasificacion experimental
completamente aleatorizado efecto fijo balanceado.
Se realiz6 andlisis descriptivo exploratorio de tipo uni-
dimensional para promedio y desviacion tipica para
cada una de las variables: porcentaje de machos,
porcentaje de hembras, porcentaje de intersexos, ga-
nancia de peso, ganancia de talla, factor de conver-
sion alimenticia, incidencia de costos. El andlisis fue
suplementado con ANOVAS de tipo unidimensional y
pruebas de contraste de Tukey con un error tipo | del
5%, realizando previamente la convalidaciéon de los su-
puestos del andlisis de varianza para cada una de las
variables. Los andlisis estadisticos se hicieron utilizan-
do el programa R Studio version 3.1.0 de 2016.

Resultados

En la figura 1 se muestran los porcentajes de hembras,
neomachos e intersexos obtenidos con cada trata-
miento. Se encontr6 diferencia significativa para las
hembras. El menor porcentaje se reporto para el trata-
miento con MT (TC) que corresponde a 1,33%, mien-
tras que el mayor aparece en el control negativo (TD)
(98.67%). Con respecto a los neomachos, el esteroide
sintético utilizado como control positivo (TC), exhibio
el mayor porcentaje (97,34%); las dos dosis utilizadas
de TT (TA y TB) produjeron 2,67% de machos fenotipi-
cos. El mayor porcentaje de intersexos se encontré en
TB (4%); mientras que en TA y TD no se encontraron.
No se presenté diferencia estadistica para esta variable.

100 97.33 9333 97.34 98.67
90
80
9 70
-§- gg mHembra
S 40 m Neomacho
(=]
& 30 uIntersexo
20 267
10 S MR FES 133,
0
A B C D
Tratamiento

Figura 1. Resultados del squash para cada tratamiento. Las
letras diferentes entre columnas muestran diferencias signi-
ficativas (P< 0.05).
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En la figura 2 se presentan las estructuras gonadales
observadas en el microscopio para determinar el sexo
de los individuos.

Los pesos iniciales promedio de los animales someti-
dos a los tratamientos A, B, C y D fueron: 0.34 £0.93
g; 0.37£1.01 g; 0.35£0.95 g; 0.39£1.05 g respectiva-
mente. Las tallas iniciales promedio fueron para el tra-
tamiento A de 2.91£0.20 cm, para el B de 2.87+0.19
cm cm, para el C de 2.87+0.23 cm y para el D de
2.88+0.20 cm. Los pesos finales fueron 12.67£3.59 g
para el tratamiento A, para el tratamiento B 13.07£4.58
g; 10.88+3.32 g para el Cy para el D 8.85+3.36 g. La
talla final menor fue para el tratamiento C (8.97+1.24
cm), seguido por el tratamiento D (8.99+1.04 cm), el
tratamiento A (10.03£1.2 cm) y el B (10.35 £1.66 cm).

Con respecto al desempefo productivo, no se encon-
tr6 diferencia significativa para la variable sobreviven-
cia (tabla 1); los valores oscilaron entre 60.33% (TD) y
74.33% (TB). La mayor ganancia diaria de peso (0,132
g/d) fue para los animales sometidos a 5000 mg/Kg de
Tribulus terretris (TB) y la menor para los individuos del
control negativo (TD) (0,088 g/d). El mismo patrén se
observé en la ganancia diaria de talla, donde el rango
se encontré entre 0,063 cm/d (TD) y 0,077 cm/d (TB).
Para ambas variables se encontré diferencia significa-
tiva. El menor valor de FCA fue 1.21 (TB) y el mayor
1.42 (TD). La mayor incidencia de costos ($/lote) fue
mayor para TB (19488.6) y la menor la exhibié TD
(18047.33). El factor de conversion alimenticia y la
incidencia de costos no presentaron diferencia esta-
distica significativa.

Tabla 1. Pardmetros zootécnicos encontrados en el desarrollo experimental

Tratamiento Gzzzn(;:‘rge Ganancia de talla Sobrevivencia FCA* Incidencia de
P p diaria (cm/d)* (%) * costos ($)/lote*
(g/d)
A 0,1282 0,0732 71,332 1,272 18654,332
B 0,1322 0,0772 74,332 1,212 19488,62
C 0,109P 0,072 652 1,432 18238,482
D 0,088P 0,063P 60,332 1,422 18047,332

*P<0.05

Figura 2. Determinacién de sexo gonadal mediante microscopia éptica. a. Observacién de ovocitos en hembras a 10X. b. Obser-

vacién de tejido testicular en machos a 10X.
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Los parametros fisicoquimicos y microbiologicos de
agua utilizada en el experimento agua antes del inicio
de la fase experimental, se reportan en las tablas 2 y
3 respectivamente. En el andlisis de compuestos orga-
nicos se evidenci6 la presencia del organofosforado
clorpirifés en una concentracién de 0,580 pg/L. Es un
insecticida de amplio espectro utilizado comidnmente
en nuestro medio en actividades agricolas, veterina-
rias y domésticas. Es un compuesto que puede causar
toxicidad en peces (Aranzazu et al., 2012); algunas
pruebas ambientales han permitido identificar que las
dosis toxicas de este compuesto en la trucha son de
0.3 pg/L (Morales y Rodriguez, 2004); mientras que
otras reportan una CL50 a las 96 horas para la misma
especie de 43.5 pg/L (Agrolac Andina, 2017).

Los valores promedio de temperatura y oxigeno de
cada tratamiento monitoreados durante la fase expe-
rimental, estuvieron alrededor de 18°C, 6,41mg/l y
6,6 1mg/l respectivamente, se reportan en la tabla 4.

Discusién

La obtencién de poblaciones monosexo en algunas
especies se ha convertido en un reto, principalmente
cuando se quieren probar compuestos que no causen
dano al hombre y a la naturaleza. Se evalué la efecti-
vidad del TT suministrado en el alimento para obtener
neomachos de trucha arcoiris. Bajo las condiciones
especificas en las que se llevé a cabo el experimen-

to respecto a calidad de agua, genética de la semilla
utilizada, dosis de TT empleadas y vehiculo para su-
ministrarlo; los resultados no fueron los esperados en
cuanto a masculinizacién; el uso de la hormona sinté-
tica usada como control positivo, si resulté en un alto
porcentaje de neomachos (97.34%). Se ha notado una
reversion sexual del 100% cuando se utiliza MT en
concentraciones de 3 mg/Kg de alimento durante un
periodo de 60 dias y porcentajes del 80% cuando las
dosis oscilan entre 0.5 y 1 mg/Kg de alimento (Mejia-
Avristizabal y Roman-Londofio, 2009). Enciso (2008),
menciona que la efectividad de este esteroide se debe
a la presencia del grupo metilo en el carbono 17, que
impide que el compuesto sea metabolizado y degra-
dado rapidamente en el higado del pez. Podria consi-
derarse entonces, que parte de la baja efectividad del
tratamiento para masculinizar puede deberse al meta-
bolismo hepatico de la sustancia.

Otros estudios con TT han evidenciado la obtencién
de un alto nimero de machos. Yilmaz et al., (2013),
reportaron en trucha arcoiris alimentada con TT a ra-
z6n de 50 y 100 mg/Kg de peso durante 90 dias un
porcentaje de machos de 55.55% y 63.46% respec-
tivamente. En tilapia nilética se alcanz6 un 85.7% de
machos cuando se les suministré TT a razon de 2.5
g/Kg de alimento (Omitoyin et al., 2013). En trabajos
donde se realizo6 la técnica de inmersion con Tribulus
terrestris en diferentes especies de peces, se encon-
tr6 una alta proporcién de machos. En el caso de Ci-

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos encontrados en el cuerpo de agua antes del inicio del experimento.

Parametro Concentracion
pH Unidades de pH 6.47
Turbiedad (U.N.T) 0.26
Conductividad (uS/cm) 23.5
Alcalinidad Total (mg/L CaCO3) 10.82
Dureza total (mg/L CaCO3) 8.65
Nitrogeno amoniacal (mg/L NH3-N) <0.40
Solidos suspendidos totales (mg/L) <15.0
Tabla 3. Pardmetros microbioldgicos del agua realizados al inicio del experimento.
Parametro Concentracion
Hongos filamentosos U.F.C/100 ml* 450
Hongos levaduriformes U.F.C/100 ml* 550

*Filtracién por membrana: agar-glucosa 4% segun Saboreaud: 20 + 0.5 °C; 8 dias
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Tabla 4. Parametros fisicoquimicos del agua determinados durante el experimento

Tratamiento Mes Tem?oe Cr;\tura Oxigeno disuelto (mg/L)

A junio 18.7+£0.21 6.5+0.40
julio 18.8+£0.43 6.54+0.20

agosto 18.76%0.46 6.47+0.21

B junio 18.83+0.37 6.56+0.20
julio 18.79 £0.41 6.51+0.22

agosto 18.89+0.38 6.46%0.23

C junio 18.82+0.41 6.46+0.22
julio 18.80+0.42 6.45£0.22

agosto 18.89 £0.35 6.41+0.22

D junio 18.73+0.38 6.61£0.19
julio 18.78 £ 0.47 6.60+0.21

agosto 18.85%+ 0.42 6.59+0.23

chlasoma nigrofasciatum sometidos a dosis de 9 g de
TT/30 L, se alcanzé un 80.42% de machos (Turan y
Cek, 2007); en Poecilia latipinna se obtuvo un 97% de
masculinizacion con inmersiones en 50 ppm de TT/L
(Kavitha y Subramanian, 2011); en Poecilia reticulata
en dosis de 0.15 g/L hallaron una proporcion de se-
xos macho:hembra de 72:18, lo que corresponde a un
80% de machos (Cek et al., 2007b) y en Cichlosoma
nigrofasciatum sometido a 0.30 g/L de TT encontraron
un porcentaje de machos de 87.23 (Cek et al., 2007a).

Es bien conocido que existen mecanismos endégenos
en el animal, que estan involucrados en la formacién de
lineas germinales macho o hembra con organizacién
somatica de las gonadas en los procesos de diferencia-
cion sexual. También, es posible que factores externos
al animal intervengan en estos procesos, entre ellos la
temperatura del agua, compuestos hormonales o no
hormonales (extraidos o sintetizados quimicamente) o
los denominados xenobidticos (Devlin y Nagahama,
2002).

La presencia de organismos intersexo puede deberse
posiblemente a que las dosis de TT o de MT consumi-
das por algunos animales no fue suficiente para que se
diera el proceso completo de inversion del sexo. Se ha
demostrado que la temperatura del agua (18°C) juega
un papel importante en la masculinizacién de trucha
arcoiris y en el caso de la intersexualidad promueve la
aparicion de un fenotipo masculinizado mas completo
(Valdivia et al., 2014); aunque este hecho no se evi-

dencié en el presente trabajo. El 1.33% de neomachos
presentes en el control, que corresponden a un pez,
posiblemente pudo haber saltado de otro tanque al
momento de alimentar cuando se retiraba la malla que
lo cubria.

Los resultados obtenidos en cuanto a masculinizacion,
pueden ser atribuidos a diferentes posibles causas: el
método de administracién de la sustancia activa en el
alimento ya que la efectividad esta asociada al consu-
mo del mismo y este a su vez depende de palatabili-
dad, porcentaje proteina, frecuencia de alimentacion,
existencia de jerarquias sociales, temperatura y turbi-
dez del agua; segln lo reportado por Lopez et al.,
(2007); aunque en otras especies ha arrojado buenos
resultados; la obtenciéon del extracto para mezclar con
el alimento balanceado y/o su capacidad para adherir-
se al mismo y permanecer cuando esta en el cuerpo
de agua. En este estudio la mezcla del TT se llevo a
cabo utilizando etanol absoluto, pero generalmente,
se utilizan extractos acuosos de la sustancia. De otro
lado, se desconoce el efecto que pueda tener sobre el
tratamiento con TT el sulfato de cobre. Esta sustancia
fue utilizada cuando se incrementé la mortalidad de
los animales y es posible que tenga alguna interaccion.
Dicha mortalidad ocurrié durante la fase inicial del ex-
perimento posiblemente causada por un patégeno de
origen microbiano o viral que no fue identificado. La
diferencia de casi dos grados centigrados en la tempe-
ratura del agua durante el dia y la noche (resultados no
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mostrados); posiblemente causé que los peces sufrieran
de estrés por ser organismos poiquilotermos lo que los
hizo mas propensos a padecer de enfermedades.

La presencia de clorpirifés en el agua, hipotéticamente
pudo alterar los resultados al afectar la diferenciacién
gonadal, causando bajo efecto de los tratamientos.
Este insecticida organofosforado es capaz de ser ab-
sorbido, metabolizado y eliminado por los peces; es
un disruptor endocrino que puede afectar el desarrollo
sexual de numerosas especies (Aranzazu et al., 2012).
La expresion de genes como dmrtl que estan impli-
cados en la diferenciacion gonadal y la espermatogé-
nesis en trucha arcoiris, posiblemente pudo afectarse
por la presencia de compuestos especificos o por el
comportamiento de la temperatura; contribuyendo
a la aparicion de bajos porcentajes de machos. Adi-
cionalmente, la presencia de clorpirifés en el agua de
cultivo pudo afectar el sistema inmunolégico de los
peces (Diaz-Resendiz y Giron-Pérez, 2014). Estos au-
tores encontraron en tilapia nilética expuesta a 0.051
mg/l del plaguicida, reducciones significativas en los
niveles de inmunoglobulinas, especificamente IgM. En
la misma especie, se reporté que la exposicion al clor-
pirifés reduce significativamente el nimero de células
fagociticas a nivel sanguineo y su capacidad fagocitica
(Girén-Pérez, et al., 2006); esto se pude relacionar con
la mortalidad mencionada anteriormente.

La tendencia en la mortalidad indicé que fue superior en
los controles negativos (TD), seguida por el tratamiento
con MT (TC) y menor en los animales alimentados con
TT; siendo inferior con la mayor dosis (TB). Se ha descri-
to que algunos compuestos bioactivos como las sapo-
ninas que estan presentes en el Tribulus terrestris tienen
actividad antifdngica y antibacterial (Zhang et al., 2006).
Posiblemente, en la presente investigacion ocurrié que
el extracto de TT que se mezcl6 con el alimento contri-
buyé de manera dosis dependiente a que los animales
tuvieran menor riesgo sanitario; lo que se reflejé en una
menor mortalidad. Gopinath et al., (2012), demostraron
que extractos de TT incorporados en nanoparticulas de
plata exhiben excelente actividad antimicrobial contra
diferentes patégenos aislados que son resistentes a dife-
rentes medicamentos.

En estudios realizados en tilapia nilética para realizar
inversion sexual mediante alimento con TT, la sobrevi-
vencia si tuvo diferencias significativas con respecto a
los tratamientos; donde los animales alimentados con
la dosis mayor correspondiente a 2.5 g/Kg de alimen-
to sobrevivieron en una tasa del 95.3% (Omitoyin et
al.,, 2013). Para este caso la sobrevivencia no mostré
diferencia estadistica, coincidiendo con otros estudios
donde se trabaj6 con TT bajo el método de inmersiéon

de larvas (Cek et al.,, 2007a); sin embargo, la sobrevi-
vencia fue inferior al 74.3%, mientras que en el trabajo
con Poecilia reticulata fue de 87% (Cek et al., 2007b).

La ganancia diaria de peso presenté diferencia signi-
ficativa entre los tratamientos, siendo mayor para los
animales alimentados con el TT. Se evidencié enton-
ces que no hay un efecto anabdlico ejercido por la
hormona masculinizante MT, contrario a lo reportado
por Romeiro et al., (2000), pero si es claro en el del
extracto natural. Los animales del grupo control ganan
menos de 0,1 g/dia.

Con respecto a la ganancia de talla diaria se encon-
tr6 la misma tendencia, dado que el peso y la talla
son variables correlacionadas. Evidentemente, los ani-
males alimentados con TT fueron de mayor tamano.
El TT utilizado en el ensayo asegura altos niveles de
protodioscina y saponinas. Estos compuestos tienen la
capacidad de actuar en el organismo estimulando la
secrecion de la hormona LH que a su vez induce a
la secrecion endogena de la testosterona, una vez se
da la diferenciacién de la gonada que en el caso de la
trucha arcoiris ocurre entre los 79 y los 87 dias post-
fertilizacion (Marchand et al., 2000). Esta hormona por
ser lipidica, es capaz de atravesar las células muscula-
res y estimular la expresion de genes involucrados con
la sintesis de proteinas y enzimas requeridas para el
metabolismo proteico (Fahey, 1998).

Si bien en este trabajo no se realizé andlisis para de-
terminar si habia diferencias significativas en los pesos
y tallas iniciales y finales; se observa una tendencia en
la cual los mayores valores para ambas variables son
para la dosis mayor de TT y los menores para el trata-
miento con MT. Lo anterior, coincide con un ensayo
realizado en Cichlasoma nigrofasciatum donde se reali-
zaron inmersiones a diferentes dosis de TT y se encon-
tré que la dosis mayor (9 g/30L) difiere de los demas
tratamientos en cuanto a la variable peso, siendo en
este caso el mayor reportado (Turan y Cek, 2007). Es-
tos mismos autores encontraron para la variable lon-
gitud total que no existe diferencia significativa entre
tratamientos. En trucha arcoiris; Yilmaz et al., (2013)
encontraron diferencias significativas en cuanto a la
longitud total y peso para hembras tratadas con dosis
altas y bajas de TT suministradas en el alimento, siendo
mayores cuando se suministraron dosis altas.

El factor de conversién alimenticia no present6 dife-
rencia estadistica significativa respecto a los tratamien-
tos. Los valores inferiores (TA y TB) que indican que
el animal esta utilizando menor cantidad de alimento
para producir mas mdsculo son coherentes con los
mejores resultados obtenidos en las ganancias de peso
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y talla, es decir; las truchas a las que se les suministr
TT. Para Oncorhynchus mykiss en fase de alevinaje y
de juveniles se reportan conversiones de 1.3 y 1.4 res-
pectivamente (Arredondo et al., 1996), lo que coincide
con los resultados del presente estudio.

Con respecto a la incidencia de costos, no se encontré
diferencia estadistica significativa entre tratamientos.
El menor corresponde al tratamiento control negativo
(TD) y el mayor costo ala dosis mas alta con Tribulus te-
rrestres (TB). Esta no diferencia, es coherente con la no
diferencia estadistica encontrada en el porcentaje de
sobrevivencia, ya que hay que considerar directamen-
te el nimero de animales producidos por lote. Segin
lo anterior, se tiene que el valor unitario para producir
un juvenil de alrededor de 111 dias para el tratamiento
de A es de $87.57 pesos, para el B de $87.78 pesos,
para el C de $93.53 pesos y para el D de $100.26 pe-
sos aproximadamente. Si bien se espera que animales
a los que no se les suministré ningln compuesto para
reversion sea mas barato, en este caso la tendencia es
que es el mas costoso debido a la mortalidad presen-
tada por la probable presencia microorganismos pato-
genos, que dispard la mortalidad en algunas réplicas
experimentales. Mejia-Aristizabal y Roman-Londofio,
(2009) estimaron el costo de producir un neomacho
mediante alimentacion con 17a-metil testosterona; el
valor aproximado fue de $329.85 pesos y supera el
reportado en este trabajo para el mismo tratamiento y
los tratamientos con TT.

Con respecto a la caracterizacion preliminar del cuer-
po de agua se encontré que el potencial de hidrégeno
se encuentra en un valor aceptable para la especie.
Segun Recalde (2014) en los salménidos, los niveles
de pH considerados 6ptimos son minimo entre 6,5 y
8,5. Randall y Wright (1989) sugieren que la turbidez
no debe superar los 25 U.N.T; para este caso, el valor
tan bajo (0.26 U.N.T.) puede dar una idea de los pocos
solidos totales en suspension, de manera que es baja la
probabilidad de que las poslarvas de O. mykiss sufran
problemas branquiales, lo que se refleja posiblemente
en mayores tasas de sobrevivencia y les facilita la iden-
tificacion del alimento.

En cuanto a la alcalinidad y dureza total, el agua pre-
sentd concentraciones menores en comparacion con
los valores 6ptimos del cultivo de trucha arcoiris repor-
tados por Barton (1996) y Wedemeyer (1996); donde
deben superar los 40 mg/L y los 200 mg/L de CaCO3
respectivamente. Sin embargo, no se evidenciaron
problemas asociados con la capacidad amortiguadora,
que se podria reflejar en variaciones amplias en el pH
del agua.

Los resultados obtenidos de nitrégeno amoniacal
estuvieron por debajo de 0.4 mg/L. La sensibilidad
de la técnica no permitié establecer si era inferior a
0.012 mg/L que es lo recomendado para la especie
(Haywood, 1983); no se pudo determinar si este com-
puesto en algin momento afecté la sobrevivencia de
los animales durante su permanencia en el ensayo.

En Colombia el flujo de agua generalmente utilizado
para levante de alevines de trucha arcoiris O. mykiss es
entre 5-70 L/min (Merino, 2005). Para lograr mantener
niveles adecuados de oxigeno disuelto y compensar
el caudal bajo, se utilizé aireacion artificial con el fin
de evitar mortalidades; adicionalmente no se eviden-
ciaron cambios significativos de la variable oxigeno
disuelto.

A nivel mundial, son pocos los estudios que se han rea-
lizado para evaluar la eficiencia de compuestos natura-
les en la inversion sexual en peces, principalmente con
Tribulus terretris. Si bien los resultados en el presente
trabajo muestran bajos porcentajes de neomachos ob-
tenidos en trucha arcoiris, es bastante informativo ya
que es el primero que se realiza en el pais y genera
otras expectativas de investigacion. Seria interesante
repetir estudios con otras dosis de TT, evaluando a su
vez concentraciones hormonales, expresion génica y
hacer una caracterizacion histolégica de las génadas,
con el fin de dilucidar el mecanismo de accién de los
compuestos bioactivos de esta planta en el proceso
de diferenciacion gonadal de una especie de interés
comercial como Oncorhynchus mykiss.

Los resultados permitieron concluir que Tribulus terres-
tris mezclado con concentrado en dosis de 3000 mg/
Kg y de 5000 mg/Kg resulta en un bajo porcentaje
de masculinizacion de la trucha arcoiris; sin embar-
go, no incide negativamente en la sobrevivencia de la
misma, ejerce un efecto anabdlico significativo refle-
jado en ganancias de peso y talla y no es costoso uti-
lizarlo comparado con el método convencional de la
17o-metiltestosterona; sin embargo, no se recomienda
su uso para este fin por la ineficiencia.
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