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RESUMEN

El presente estudio, evalué el efecto de la Gonadotropina Coribnica Humana sobre
la maduracién gonadal y liberacion de gametos en la especie ictica marina pargo
lunarejo (Lutjanus guttatus), en la Estacién Acuicola Bahia Méalaga, localizada en
la regidén central de la Costa Pacifica Colombiana; Buenaventura, departamento
del Valle del Cauca, con coordenadas geograficas: 4° 05’ de latitud norte y 77° 21’
de longitud oeste, clima ecuatorial calido humedo, temperatura ambiente de 30°C,
precipitacién pluviométrica de 2.650 mm anuales y humedad relativa de 83%.

En el ensayo se estudiaron 160 reproductores, con un peso promedio para las
hembras de 0,53 = 0,06 kg con tallas de 30,69 = 1,38 cm y los machos con un
peso promedio de 0,55 £ 0,15 kg y longitud total promedio de 32,25 + 1,84 cm. Se
utilizé un Disefilo Completamente al Azar conformado por cuatro tratamientos,
distribuidos en la siguiente forma:

To : Sin hormona.

T;: 1.000 Ul de HCG/kg de peso vivo para hembrasy 100 Ul/kg peso vivo
para machos.

T,:1.500 Ul de HCG/kg de peso vivo para hembras y 100 Ul/kg peso vivo
para machos.

T3:2.000 Ul de HCG/kg de peso vivo para hembras y 100 Ul/kg peso vivo
para machos.

Se analizaron las variables peso, longitud de los reproductores, diametro de
ooctios antes y después de la induccion, tiempo de desove, fecundidad, porcentaje
de fertilidad, eclosion, evaluacién cualitativa y cuantitativa del semen y desarrollo
embrionario y larval.

El tratamiento testigo no presentd respuesta positiva; en contraste los demas
tratamientos fueron efectivos en la induccion reproductiva, estimandose el efecto
de la hormona en los parametros estudiados. Los machos recibieron una sola
dosis de HCG y presentaron espermiacién con una concentraciéon de 2,6 x 10°
espermatozoides/ml y tiempo de motilidad de 119 segundos. Las hembras,
registraron promedios de didmetro de oocitos antes y después de la induccidn
hormonal de 353,14 + 12,25 micras y 429,63 + 19,01 micras respectivamente,
tiempo de desove de 12,95 + 0,42 horas, fecundidad de 146.247+ 14.176



oocitos/kg de peso vivo de la hembra, fertilizacién de 69,3 + 7,98% y eclosion de
51,77+ 3,98%.

Los oocitos hidratados de L. guttatus obtenidos por desove natural se caracterizan
por ser esféricos, flotantes, transparentes, no adhesivos, con diametro promedio
de 794,59 £ 31,67 micras y un glébulo de aceite de 100 micras. El desarrollo
embrionario registré fases de clivaje, gastrulacion, neurulacion, eclosion, ocurrida
a las 12h:0 minutos postfertilizacion. La longitud total promedio de las larvas
recién eclosionadas fue de 800 micras.

En conclusién, la investigacion demostr6 que la Hormona Gonadotropina
Coriénica Humana (HCG) actua eficientemente como inductor de la maduracion
gonadal de hembras y machos de la especie ictica pargo lunarejo (L. guttatus),
posibilitando la produccién de alevinos de manera continua durante el afio con el
fin de fortalecer el cultivo y explotacion acuicola de este organismo hidrobiolégico.



ABSTRACT

This study assessed the effect of human chorionic gonadotropin on gonadal
maturation and release of gametes in marine species lunarejo snapper (Lutjanus
guttatus), in Bahia Malaga Aquaculture Station, located in the central region of the
Colombian Pacific coast, Buenaventura, department of Valle del Cauca, with
geographic coordinates: 4 ° 05 'north latitude and 77 ° 21' west, warm humid
equatorial climate, temperature of 30 °C, precipitation of 2,500 mm to 2,800 per
year and relative humidity 80 - 85%.

In this essay studied 160 animals, with an average weight for females from 0.53 +
0.06 kg with a length of 30.69 *+ 1.38 cm for males and an average weight of 0.55 +
0.15 kg with an average total length of 32.25 + 1.84 cm. We used a completely
randomized design comprised of four treatments, distributed as follows:

To: No hormone.

T1: 1,000 IU of HCG / kg live weight for females and 100 IU / kg live weight for
males.

T2: 1,500 IU of HCG / kg live weight for females and 100 IU / kg live weight for
males.

Ts: 2,000 IU of HCG / kg live weight for females and 100 IU / kg live weight for
males.

We evaluated the variables weight, length of the animals, ooctios diameter before
and after the induction of spawning time, on fertility, fertility rate, hatching,
qualitative and quantitative sperm and embryonic and larval development.

The treatment T, did not present a positive response. The other treatments were
effective in inducing reproductive, estimating the effect of the hormone on the
parameters studied. The males were given a single dose of HCG and spermiation
presented with a 2.6 * 109 concentration of spermatozoa / ml and motility time of
119 seconds. The females, averages recorded for diameter before and after the
induction of hormonal 353.14 + 12.25 and 429.63 + y p 19.01 respectively, while
spawning of 12.95 + 0.42 hours, relative fertility 146,247 + 14,176 oocytes / kg live
weight of the female, fertilization 69.3 + 7.98% and hatching of 51.77 + 3.98%.

Oocytes hydrated L. guttatus obtained by natural spawning is characterized by



spherical, floating, transparent, non-adhesive, with an average diameter of 794.59
+ 31.67 p and a globule of oil from 100 p. The stages of embryonic development
recorded clivaje, gastrulation, neurulacién, hatching-embryo, which occurred at 12
h post fertilization 0 minutes. The average length of the newly hatching larvae was
800 p.

In conclusion, the investigation showed that the hormone human chorionic
gonadotropin (HCG) acts efficiently as inducer of gonadal maturation of females
and males of the species fish lunarejo snapper (L. guttatus), enabling the
production of fingerlings on a continuous basis during the year in order to
strengthen the cultivation and aquaculture of this species hydrobiological.



GLOSARIO

Lutjanus guttatus: Especie ictica de la costa Pacifica Colombiana, conocida
comunmente como pargo lunarejo que se caracteriza por presentar una mancha
oscura en el dorso.

Palangre pelagico: Linea de polipropileno de 500 m de largo y media pulgada
de espesor, suspendida mediante boyas a 5,0 m de la superficie; de la cual
cuelgan lineas secundarias o cadenas separadas, girador provistos cada uno de
anzuelo.

Goénada: Glandula productora de los gametos o células sexuales (6vulos vy
espermatozoides) a partir de epitelios germinativos.

Ovogeénesis: Proceso de desarrollo del oocito hasta generar una célula mas apta
para la fecundacién denominada évulo.

Espermatogénesis: Proceso de formacién y desarrollo de los espermatozoides.

Hormona: Sustancias producidas por la actividad de glandulas endocrinas y
vertida a la sangre en minimas cantidades con el fin de controlar los procesos
metabdlicos, crecimiento, desarrollo sexual o reproduccion.

Induccion hormonal: Proceso artificial de maduracion gonadal, mediante la
inyeccion de hormonas o modificacion de las condiciones fisico quimicas del agua.

Gonadotropina Coriénica Humana: Hormona de accion FSH y LH, producida
por la placenta y obtenida comercialmente a partir de la orina de mujer
embarazada.

Biopsia ovarica: Método para determinar el grado de madurez de la hembra,
basado en la extraccidbn de una muestra de oocitos, con una canula o sonda
flexible que se introduce por el poro genital de las hembras.



Inyeccion intraperitoneal: Aplicacion de un quimico en la cavidad abdominal del
pez.

Desove natural: Liberacidon espontanea de los oocitos que ocurre cuando el
ovario esta maduro.

Ovulacion: Proceso de liberacién o desprendimiento del 6vulo de su foliculo o
membrana hacia la cavidad ovarica o peritoneal.

Fecundacidén: Union o singamia de los gametos masculino y femenino después
de la liberacién de estos por parte de los reproductores.

Tiempo de desove: Periodo que transcurre entre la maduracién de los ovarios y
la liberacién de los évulos.

Fecundidad relativa: Numero de huevos producidos por unidad de peso en
ejemplares maduros.

Fertilidad: Potencial reproductivo de un organismo o poblacion medido por la
capacidad de producir descendencia viable.

Eclosion: Momento en el que el embribn rompe y abandona el corion o
membrana y sale del huevo.



INTRODUCCION

En Colombia, la acuacultura ha experimentado un gran auge en la ultima década,
debido a los recursos econémicos y humanos que se han orientado a la
investigacion, al desarrollo de tecnologias y a la explotacion intensiva de especies
icticas foraneas como la tilapia (Oreochromis sp.), cachama (Colossoma sp.),
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y crustaceos como el camaron
(Litopenaeus vannamei).

Sin embargo, Lépez,* afirma que los peces nativos dulceacuicolas no han
registrado en condiciones de cultivo incrementos de pesos similares a las especies
exoticas. Por esta razén, es importante evaluar peces marinos como el pargo
lunarejo (Lutjanus guttatus), el cual seguin Vasquez,® se ubica dentro del grupo de
organismos con mayor potencial de cultivo en latitudes tropicales y subtropicales.
Su desarrollo es posible debido a las caracteristicas de adaptabilidad a
condiciones de cautiverio, madurez gonadal temprana, periodos reproductivos
largos y alta fecundidad. Igualmente, las condiciones organolépticas, de
consistencia, blancura 'y sabor del filete se refleja en gran aceptacion por parte de
los consumidores y buen precio en el mercado internacional de cuatro délares la
libra.

El cultivo de esta especie se justifica si se considera la disminucion creciente de
la tasa de extraccion pesquera nacional que disminuyé a 53% en 2006 reportada

4 LOPEZ, Jorge. Nutricion acuicola. Colombia: Universidad de Narifio, Facultad de Zootecnia.
Pasto, 1997. p. 20.

° VASQUEZ, O. A review of potencially cultivable marine especies in Latin American waters.
Coquimbo: s.n.e. 1988. p. 33.
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por la Corporaciéon Colombiana Internacional (CCI)®. Por tanto, es necesario
determinar la potencialidad acuicola de este organismo hidrobiol6gico, estudiando
su ciclo de vida e implementando las técnicas para lograr la maduracién y
reproduccion en cautiverio que permita la producciéon de semilla de excelente
calidad con fin de lograr su cultivo en recintos artificiales y la repoblacion en

cuerpos de agua naturales.

La maduracién artificial en condiciones de cautiverio, se puede lograr mediante la
aplicacién de hormonas como la Gonadotropina Coriénica Humana (HCG). Sin
embargo, es necesario evaluar la dosis adecuada desde el punto de vista
economico, fisiolégico para cada especie y obtener éxito en la maduracion
evitando gastos innecesarios de hormona que se veran reflejados en los costos de
produccion. De la misma manera, se pretende analizar parametros reproductivos
y biométricos como peso, longitud total, tamafo del huevo, fecundidad, fertilizacion,
eclosion y caracteristicas del semen en L. guttatus con el proposito de establecer
el protocolo 6ptimo de maduracion artificial y reproduccion de esta especie en

condiciones de cautiverio.

® COORPORACION COLOMBIANA INTERNACIONAL (CCl). Pescay Acuicultura. Bogota, 2006.
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1. DEFINICION Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

La acuacultura es la industria pecuaria que en términos proporcionales ha
presentado el mayor desarrollo en la ultima década y en Colombia registrd
crecimientos superiores al 20% anual de tal manera que la produccion acuicola
durante el 2006 fue de 25.672 toneladas’. Esto se explica por la riqueza hidrica,
diversidad ictica, variedad de climas, suelos, cultivos y el hecho de ser Colombia
un pais tropical con costas sobre dos océanos. No obstante, el desarrollo de la
piscicultura marina ha sido muy limitado si se compara con otros organismos
hidrobiolégicos o con la piscicultura de aguas dulces, debido a que el cultivo de
estas especies a partir de alevinos capturados del medio natural es incierto y la
dificultad de reproducir los peces en condiciones de cautiverio, hacen necesario
implementar un sistema artificial de reproduccidén que garantice a los piscicultores
un suministro permanente de larvas. La aplicacion de gonadotropinas de
mamiferos, especialmente HCG, ha sido efectiva en inducir al desove de
organismos tropicales.

Sin embargo, la molécula de HCG es diferente quimicamente a la hormona FSH
producida por los peces y no ha sido igualmente efectiva en todas las especies
icticas, aplicando dosis muy altas, con margenes de seguridad estrechos que se
reflejan en; hemorragias, desoves parciales, obstruccién del poro genital, etc. y
resultados negativos, tanto por la mala calidad de los huevos como por causar
dafnos e incluso mortalidad en los reproductores. Por lo anteriormente expuesto,
se debe establecer la dosis 6ptima de aplicacion de HCG en reproductores de
Lutjanus guttatus que asegure la maxima fertilidad de los oocitos.

’ COLOMBIA, MINISTERIO DE AGRICULTURA, DESARROLLO RURAL Y CORPORACION
COLOMBIA INTERNACIONAL. Sistema de Informacion para la estimacion de la Oferta
Agropecuaria: Documento de resultados de la actividad piscicola en Colombia semestre 2006.
2006. p.10.
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢, Cudl es la respuesta reproductiva del pargo lunarejo (Lutjanus guttatus) a
diferentes dosis de la hormona Gonadotropina Coriénica Humana?
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la hormona Gonadotropina Coriénica Humana (HCG) a
diferentes dosis, en la maduracion inducida del pargo lunarejo (Lutjanus guttatus,
Stendaichner, 1869) en condiciones de cautiverio, en la Estacion Acuicola Bahia
Malaga Buenaventura.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los valores promedios de longitud total, estandar y peso de los
reproductores susceptibles a inducir.

e Establecer la dosis 6ptima para lograr la mejor produccién de 6vulos viables.

e (Cuantificar el numero promedio de évulos producidos y el tiempo de desove,
registrando el diametro promedio de los oocitos antes y después de la induccién
hormonal.

e Calcular el porcentaje de fertilidad y eclosién de cada tratamiento.

e Realizar la evaluacidn cualitativa y cuantitativa del semen de pargo lunarejo
(Lutjanus guttatus).

e Describir el desarrollo embrionario y larval en las primeras horas de incubacién.

e Desarrollar, un analisis parcial de costos para definir el mejor tratamiento
experiemental
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4. MARCO TEORICO
4.1 BIOLOGIA DE LOS LUTJANIDOS

Segun Rubio®, el "pargo” como se les denomina a los miembros de esta familia
estan distribuidos alrededor del mundo y habitan las aguas célidas tropicales, hoy
en dia son conocidas mas de 240 especies distribuidas en 25 géneros, la mayoria
de las cuales son apreciadas por su excelente carne. En el Pacifico Colombiano
se han identificado 10 especies pertenecientes a tres géneros, siendo el género
Lutjanus el mas abundante con ocho especies.

El mismo autor manifiesta que la familia Lutjanidae constituye uno de los grupos
mas importantes de organismos en los arrecifes de coral. Estos peces viven cerca
del fondo, solitarios 0 en agregaciones de tamafnos variables y se pueden
encontrar desde aguas superficiales de bahias, zonas estuarinas, sobre fondos
arenosos, fangosos, rocosos y coralinos hasta mar abierto.

Para Rubio®, el pargo lunarejo (Lutjanus guttatus) es conocida en el Pacifico
Americano desde el Golfo de California hasta Huacho (Pert). En Colombia se ha
colectado en Isla Gorgona (Muelle, Horno, Playa Blanca), Ensenada de Tumaco,
Bahia Guapi, Punta Coco, Golfo de Tortugas, Yurumangui, Rio Raposo, Bahia de
Buenaventura (Punta Limones, Soldado), Bahia Malaga, Boca Charambira, Cabo
Manglares, ljua, Ensenada de Docampo y Pichima; a profundidades de hasta 30
m. Allen'® determiné que los pargos son depredadores activos y se alimentan
durante la noche de una gran variedad de organismos, principalmente de
crustaceos y peces.

® RUBIO, Efrain. Peces de importancia comercial para el Pacifico Colombiano. Cali, Colombia:
Universidad del Valle, CIME, 1988. p. 117.

° Ibid., p. 118.

'® ALLEN, George. Snappers of the World: An annoted and illustrated catalogue of Lutjanid
species know to date. USA: FAO Fish Synopsis, 1985. p. 208.
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Rojas "' establecié que los organismos de L. guttatus menores de 20,0 cm
consumen especialmente camarones; en individuos con tallas comprendidas entre
20,0 y 50,0 cm el espectro alimenticio se diversifica hacia el consumo de peces,
moluscos, estomatépodos, poliquetos, equinodermos y cangrejos; finalmente la
dieta de los organismos de talla superior a 52,0 cm estd compuesta por
estomatdpodos. Al inicio de la actividad reproductiva se observa un descenso
marcado en la intensidad de alimentacién.

De acuerdo con Rojas'?, el pargo lunarejo (L. guttatus) se caracteriza por su
importancia comercial a pesar que solo alcanza una longitud de 80,0 cm. El mismo
autor, establece que esta especie posiblemente sea gregaria, con una distribucion
espacial aleatoria dentro de un area que podria estar definida esencialmente por la
distribucion y demanda de alimento mas que por algin comportamiento social. Se
adaptan facilmente a condiciones de cautiverio y alimento artificial granulado®.

Rubio'* manifiesta que esta especie se caracteriza por la forma triangular y el
perfil de su cabeza, sus mandibulas fuertes y armadas con caninos. En la cabeza
posee manchas y lineas discontinuas azuladas, flanco carmin claro, una gran
mancha negra en el dorso, aletas a veces rojas, excepto la anal y las pélvicas que
son doradas.

Yafez'® afirma que el cuerpo de L. guttatus es alargado y comprimido con la
region dorsal moderadamente alargada, hocico puntiagudo; boca grande casi
horizontal, la mandibula inferior ligeramente proyectada, el maxilar pasa
levemente el margen anterior de la pupila; dientes en bandas viliformes, cuatro
caninos en la parte anterior de la mandibula superior, los dientes de la lengua y
palatinos muy pequenos, los vomerinos sobre un parche relativamente ancho y
con una prolongacion media muy corta hacia atras. Ademas, posee de 47 a 54

" ROJAS, Mario. Fecundidad y época de reproduccion “pargo mancha” Lutianus guttatus (Pisces:
Lutjanidae) en el Golfo de Nicaya. En: Revista de biologia tropical. Costa Rica: s.n.e., Vol. 3, No.
44 (Julio, 1997). p. 447.

2 |bid., p. 447.

> GARCIA, Guillermo. Reproduccién controlada del pargo manchado (Lutjanus guttatus) en
condiciones de laboratorio. México: s.n.e., 1983. p. 38 (Fotocopias)

“ RUBIO, Op. cit., p. 118.
> YANEZ, Alejandro. Taxonomia, ecologia y estructura de las comunidades de peces en lagunas
costeras con bocas efimeras del Pacifico de México. En: Publicaciones especiales Centro de

Ciencias del mar y Limnologia. México: Universidad Nacional Autonoma de México, Vol. 5, No. 10
(Octubre, 1977). p. 15.
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escamas en una serie longitudinal por sobre la linea lateral, branquiespinas
numerosas de 10 a 11 sobre la rama inferior del primer arco. La aleta dorsal tiene
10 espinas con 12 radios y la aleta anal tres espinas y ocho radios (Figura 1).

Figura 1. Caracteristicas morfologicas del pargo lunarejo (Lutjanus guttatus)

4.1.1 Clasificacion taxonémica. Guzman'® sostiene que el pargo lunarejo
(L. guttatus) presenta la siguiente clasificacién taxonémica.

Reino Animal
Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Superclase Pisces

Clase Osteichtyes
Subclase Actinopterygii
Orden Perciformes
Suborden Percoidae
Familia Lutjanidae
Genero Lutjanus
Especie Guttatus
Nombre vulgar Pargo manchado

Pargo lunarejo

'® GUZMAN, Edgar. Aspectos generales sobre el cultivo de juveniles de pargo manchado
(Lutjanus guttatus) utilizando alimento granulado en condiciones naturales. En: Nucleo Nautico
Pesquero. Costa Rica: Instituto Nacional de Aprendizaje, Vol. 2, No. 13 (Mayo, 2000). p. 52.
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4.2 INFLUENCIA AMBIENTAL EN LA REPRODUCCION

Carrillo, et al citados por Ortega y Rodriguez ' comprobaron que las

periodicidades medioambientales influyen en diversas actividades bioldgicas de
los peces presentadas en determinados meses del afio, que posibilitan el éxito de
la adaptacion. Los factores ambientales que mayor influencia ejercen en la
reproduccion son:

» Lluvias. En el caso de la reproduccion en la zona tropical, las lluvias, es uno
de los factores que inician los eventos reproductivos, debido a que en esta época
el agua y los alimentos variados se encuentran en mayores cantidades, lo que
asegura la sobrevivencia de los alevinos. Para Alonso e Ibarra'®, la lluvia esta
relacionada con cambios en la intensidad luminica y temperatura.

» Fotoperiodo. Como afirman Woynarovich y Carolsfeld citados por Alonso
e lbarra™, la luz actla sobre la retina o la glandula pineal, produciendo la
secrecion de melanina que regula la liberacion de la GnRH (hormona liberadora).
Para Carvajal®®, el fotoperiodo es critico en especies que habitan en altas o bajas
latitudes, donde el fotoperiodo es variable a lo largo del afio y la ovulacion se
encuentra sincronizada con estos cambios. En especies que desovan en
primavera o a inicios de verano, el desarrollo gonadal es estimulado por largos
fotoperiodos generalmente combinados con elevadas temperaturas. Por el
contrario, las especies que desovan en otoflo o en principios de verano, un

17 ORTEGA, Alba Lucy y RODRIGUEZ, Carlos Julio. Evaluacién comparativa del efecto del
extracto pituitario de carpa (EPC) y gonadotropina coriénica humana (HCG) en la reproduccion
inducida del bagre del patia (Rhamdia quelen) en condiciones de cautiverio. Trabajo de grado
(Ingeniero en Producciéon Acuicola). Pasto, Colombia: Universidad de Narifio, Facultad de
Ciencias Pecuarias, Programa de Ingenieria en Produccién Acuicola. 2004. p. 27.

18 ALONSO, Juan e IBARRA, Sandra. Ensayos de reproduccién inducida en el mapurito
Callophysus macropterus, 1819 (Siluriformes, Pimelodidae). Trabajo de grado (Bi6logo marino).
Bogota, Colombia: Fundacion Universitaria de Bogota Jorge Tadeo Lozano, Facultad de biologia
Marina. 1991. p. 21.

" Ibid., p. 14.

2 CARVAJAL, Miguel. Induccién a la maduracion y desove del rébalo (Centropomus nigrescens)
en cautiverio mediante la utilizacién de las hormonas HCG (Gonadotropina Coriénica Humana) y
LHRHa (Luteinizing Hormone Releasing Hormone Ethylamide). Trabajo de grado (Acuicultor).
Guayaquil, Ecuador: Escuela Superior Politécnica del Litoral, Facultad de Ingenieria Maritima y
Ciencias del Mar. 1997. p. 10.
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fotoperiodo corto a menudo favorece el ciclo reproductivo como en el caso de los
salmonidos.

> Sustratos de desove. Es importante en la regulacion de la ovulacién
principalmente por la especificidad de los requerimientos de sustrato y su
distribucion espacio-temporal. De tal manera que la presencia de vegetacion
acuatica, estimula la respuesta ovulatoria de peces cuyos huevos son del tipo
adhesivos.

> Sehnales quimicas. Ayudan a que se desarrolle normalmente el ciclo
reproductivo de algunas especies. Estas senales se transmiten en el medio a
través de sustancias quimicas llamadas en general semioquimicos, que
interactian entre individuos de diferente especie, siendo conocidas en este caso
como alomonas 6 si la interaccidn ocurre entre individuos de la misma especie son
conocidas como ferohormonas.

> Contaminacion. Alonso e Ibarra®’ manifiestan que la contaminacion
ambiental tiene funestos efectos sobre los componentes del ecosistema que
intervienen en el proceso reproductivo; los principales contaminantes que afectan
el sistema acuatico son: metales pesados, pesticidas e irradiacion.

> Estrés. Los mismos autores argumentan que el grado de tension (estrés)
puede inhibir o estimular el proceso reproductivo (dependiendo de la especie,
grado de maduracion y tipo o amplitud del estrés) puesto que los niveles de
gonadotropina aumentan bajo ciertas condiciones con el nivel de tension,
produciendo un efecto directo o un desbalance hormonal.

> Nutricién. Donaldson y Hunter®® sustentan que una buena alimentacién
desde estadios juveniles, producen un mayor tamarno de los individuos,
incrementando el tamano de las génadas, obteniéndose asi una mayor fecundidad.
Una alimentacidn pobre puede reducir la sensibilidad al crecimiento del oocito y en
algunas ocasiones puede iniciar la regresion gonadal.

2 ALONSO e IBARRA, Op. cit., p. 14.
2 DONALDSON, E.M. and HUNTER, G.A. Induced final maturation, ovulation, and spermiation in

cultured fish. In HOAR, W.S., RANDALL, D.J. & DONALDSON, E.M. USA: Fish Physiology, Vol. 9,
No. 7 (July, 1983). p. 10.
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> Interacciones de comportamiento. Alonso e Ibarra®® afirman que la
Interaccién comportamental entre el macho y la hembra antes del desove pueden
actuar como estimulo social para la maduracién gonadal. Se tiene poco
informacién sobre la maduracién gonadal al agrupar diferentes densidades de
machos y hembras. Un mejor entendimiento de estos factores ecolégicos y
fisicoquimicos puede mejorar las técnicas de reproduccion y reducir el uso de
hormonas comerciales.

4.3 FISIOLOGIA REPRODUCTIVA

A pesar de su importancia comercial poco se sabe acerca de la fisiologia
reproductiva del pargo lunarejo (L. guttatus). La reproduccion de los peces
tropicales presenta particularidades adaptativas intimamente relacionadas con las
condiciones de su medio (temperatura estable, prolongado fotoperiodo, aguas
pobres en nutrientes, baja productividad, etc).?*

El mismo autor plantea que muchas especies de peces de arrecifes tropicales
sincronizan su reproduccion realizando migraciones a aguas mas profundas o
cercanas al borde de las plataformas insulares continentales; asi como a areas
detalladas dentro de los mismos arrecifes para desovar. En el caso del pargo
lunarejo migra hacia zonas especificas casi al borde de la plataforma insular en
ocasiones formando grandes agregaciones. Estos permanecen en el sitio por
varios dias, durante los cuales pueden realizar eventos de apareo, los huevos son
expulsados al medio directamente en la columna de agua dispersandose
positivamente a merced de las corrientes marinas llevando a cabo la fertilizacion
externa, al terminar el proceso reproductivo emprenden el regreso y se dispersan
hacia sus respectivas areas de refugio.

Rojas?®®> manifiesta que el pargo lunarejo (L. guttatus) presenta prolongado periodo
de desove con dos picos reproductivos principales, uno en el mes de abril y otro
mas en el mes de octubre. Cruz-Romero®® determiné dos picos reproductivos
para esta especie, uno durante la época de lluvias que coincide con la presencia
de temperaturas altas (julio - noviembre) y otro mas corto de febrero a abril.

2 ALONSO e IBARRA, Op. cit., p. 22
2 GARCIA, Op. cit., p. 38
% ROJAS, Op. cit., p. 449.

% CRUZ-ROMERO. Aspectos bioldgicos y pesqueros de tres especies de Lutjanidos. Colima-
México: Reporte técnico del CRIP de Manzanillo, Colima. I.N.P., 1988. p. 1.
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Claro?’ establece que esta especie es heterosexual y no es posible diferenciar los
machos de las hembras por morfologia externa ni por coloraciéon. Los sexos solo
se pueden diferenciar mediante inspeccion gonadal, ya que la forma, el tamano, la
textura y el color de las génadas son distintos.

Rubio® sostiene que los atributos reproductivos que presenta parecieran indicar
que esta especie sigue una estrategia reproductiva que combina una madurez
gonadal temprana que inicia a los dos afios de edad con periodos reproductivos
largos, alta fecundidad y la produccién de huevos de pequerio diametro. Asume
una relacién de sexos 1:1.

4.3.1 Sistema reproductor en peces. Zanuy y Carrillo®® corroboran que el
desarrollo de las gbnadas de los vertebrados esté ligado al desarrollo del sistema
renal. Embriolégicamente, el testiculo y el ovario tienen un origen distinto,
formandose a partir de dos proliferaciones celulares embrionarias diferentes pero
estrechamente ligadas. La proliferacion mas lateral o cortex dara lugar al ovario;
la médula o porcién medular dara lugar a los testiculos. Las gbnadas de los
teleésteos y de los cicléstomos derivan de un solo primordio germinal. En estos
dos tipos de peces las gonadas se desarrollan a partir del epitelio peritoneal. Este
tipo de organizacion podria ser la responsable de la existencia de un patron sexual
tan diverso entre los teledsteos, principalmente entre los perciformes donde
practicamente se encuentran todos los tipos de sexualidad conocidos.

Los mismos autores manifiestan que L. guttatus es una especie con Sexos
separados (gonocoérica) que presenta los tipos de células gonadales y la
morfologia funcional de las génadas comunes en los teledsteos, tanto en machos
como en hembras las génadas son pares, lobuladas y de textura granulosa.

¥ CLARO, Reinald. Ecologia y ciclo de vida de la rabirubia Ocyurus chrysurus (Bloch) en la
plataforma cubana. Reporte Oceanolégico. La Habana: Academia de Ciencias de Cuba, 1983. p.
15.

% RUBIO, Efrain. Aspectos sobre el crecimiento y ciclo sexual del Lutjanus guttatus (Pises:
Lutjanidae: Perciformes) en Bahia Méalaga, Pacifico de Colombia. Colombia: Congreso
Centroamericano y del Caribe en ciencias del mar, 1993. p. 180.

2 ZANUY, Silvia y CARILLO, Manuel. La reproduccién de los teledsteos y su aplicacion en

acuicultura. En: Reproduccion en Acuicultura. Madrid: J Espinosa de los Monteros y U laberta,
comisién asesora de Investigacion Cientifica y Técnica (CAICYT), 1987. p. 83.
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> Gonadas del macho. Zanuy y Carrillo® afirman que los testiculos son
dos sacos de color blanquecino en posicion ventral a la columna vertebral y a la
vejiga hidrostatica, su peso representa aproximadamente el 12% de la masa total
de los peces teledsteos. En el interior del testiculo existe una gran cantidad de
tubulos llamados tubulos seminiferos que se comunican con el conducto deferente
en el que termina el poro genital situado dentro de la papila urogenital. Segun las
especies, la estructura testicular varia, los dos tipos mas comunes son el lobular y
el tubular. Arellano®' sostiene que los machos de pargo lunarejo (L. guttatus) son
de tipo tubular, la distribucién de las espermatogonias es del tipo no restringido y
se distinguen cistos en los cuales el desarrollo espermatogénico es sincronico.
Ademas, presentan en sus génadas dos zonas, paralelas entre si. En la primera,
las células gaméticas se encuentran desde las primeras fases de desarrollo hasta
el desove, en la segunda zona, las células gaméticas estan en fase de reposo tal
vez proximos a madurar.

% Descripcion de los estadios del desarrollo gonadico en
machos de pargo lunarejo (L. guttatus). Rojas® propone seis estadios para el
desarrollo gonadico en machos de pargo lunarejo

- Estadiol. Testes de color blanco, en forma de “v” irregular ya
que uno de los lébulos es mayor que el otro (Unicas diferencias con hembras
virgenes). Forman dos comisuras a lo largo de la cavidad corporal y ocupan
aproximadamente 1/16 de esta.

e Estadio Il Testes maduros o en reposo. Son de color blanco, opaco,
delgados, es dificil individualizar a simple vista los |6bulos, al oprimirlos no sale
semen, los testes son flacidos.

e Estadiolll Testes en desarrollo. Testes de color blanco, alargadosy de
igual tamano, si se oprime fuertemente fluye semen; ocupan 1/3 de la cavidad
corporal. Al tacto se sienten fuertes, turgentes.

% ZANUY Y CARRILLO, Op. cit., p. 84.

¥ ARELLANO, Marcial. Ciclo reproductivo del pargo lunarejo Lutjanus guttatus (Steindachner,
1869) en la costa de Guerrero. _En: Revista de Biologia Marina y Oceanografia. México: s.n.e.,
Vol. 1, No. 36 (Julio, 2001). p. 5.

% ROJAS, Op. cit., p. 449.
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e Estadio IV y V Testes maduros. De color blanco, semen con apariencia
espesa, son de mayor tamafio y ocupan la mitad de la cavidad corporal, son
similares al estado anterior con la diferencia de que son de mayor tamano,
totalmente turgentes. Al presionar el abdomen sale gran cantidad de semen.

e Estadio VI Testes eyaculados. Testiculos flacidos y grisaceos, al oprimirlos
fluye semen en pequena cantidad, en este estado las gdénadas acumulan
internamente gran cantidad de grasa y se aplanan.

+ Desarrollo de los espermatozoides. El mismo autor sefala que el proceso
de desarrollo del espermatozoide (Figura 2) es menos complicado que el del
huevo.

Las espermatogonias primitivas se propagan activamente por mitosis en la pared
de los tubulos del testiculo. A partir de las espermatogonias se desarrollan los
espermatocitos primarios, cada uno de los cuales produce mas tarde
espermatocitos secundarios. Cada espermatocito secundario da origen a los
espermatozoides. Los espermatozoides se acumulan en las cavidades de los
tubulos del testiculo y permanecen alli en estado de reposo hasta que las
condiciones ambientales sean las adecuadas. En este momento, la hipéfisis libera
gonadotropina y el macho esté listo para la eyaculacion. Los espermatozoides
que se hallan en el testiculo estan inmdviles y pueden fertilizar un huevo aunque
estén en estado de reposo, pero adquieren motilidad tan pronto entran en contacto
con el agua. El periodo de motilidad del esperma es muy corto y depende de la
temperatura del agua. Los espermatozoides de los peces son muy pequenos, se
calcula que en 1,0 cm® de semen hay entre 10.000 y 20.000 millones, segin su
densidad.

Figura 2. Desarrollo del espermatozoide
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» Gonadas en la hembra. Son dos sacos pareados, que cuando estan maduros
pueden ocupar hasta el 70% de la cavidad corporal de la hembra, se ubican
ventralmente a la vejiga hidrostética y se continta en el oviducto, en donde forma
un solo conducto que sale al poro genital. En este caso, la comunicacion directa
del poro genital al ovario se conoce como condicién cistoaria. EIl ovario tiene
algunos vasos sanguineos secundarios pero no es rico en capilares, ello significa
gue son los senos linfaticos los que desempenan el papel principal del transporte
de materias como hormona, lipidos, aminoacidos, oxigeno, diéxido de carbono,
etc. entre la pared del ovario y las células huevo. Por lo general, el ovario esta
formado por septos transversales de tejido conectivo que contienen ovocitos en
diferentes estados de desarrollo.

Segun Zanuy y Carrillo®, la parte interna del epitelio se pliega dando lugar a los
pliegues ovéricos que practicamente obliteran a la cavidad ovérica. El epitelio
germinal suele variar su grosor (altura epitelial) con la actividad sexual. Este
epitelio germinal, parece también estar relacionado con la secrecién del fluido
ovarico, que a su vez permite que los oocitos ovulados mantengan su viabilidad
durante un tiempo determinado y varia segun la especie.

% Descripcion del estadio del desarrollo gonadico en hembras de
pargo lunarejo (L. guttatus) Rojas>® propone seis estadios en el desarrollo
gonadico para esta especie.

e Estadio |I. Desarrollo gonadal incipiente. Ovarios pequefos,
delgados, transparentes, muy juntos, de igual tamafo y se asemejan a una

pequena “v”, no hay formacion de oocitos ni deposicion de vitelo.

e Estadio Il Madurando o desovadas en reposo. En este estadio
comienza la deposicion de vitelo. Ovarios de color amarillo, de tamano similar,
ocupan Y de la cavidad abdominal. Para diferenciar gbnadas en estado Il de
gonadas en estado VI, se debe verificar la presencia de oocitos en reabsorcion de
diferentes diametros (250 a 450 micras). Tanto en el estado Il como en el VI la
gonada se aprecia particularmente flacida.

% RODRIGUEZ, Martha. Técnicas de evaluacion cuantitativa de la maduracién gonadica en peces.
México: AGT, s.f. p. 43. (Fotocopias).

3 ZANUY y CARRILLO, Op. cit., p 80.

% ROJAS, Op. cit., p. 449.
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e Estadio Il Ovarios en temprana madurez. Gonadas de color
naranja, cilindricos, de igual tamafno y ocupan 1/3 de la cavidad abdominal. En
hembras que van a desovar por primera ves los lI6bulos gonadales se observan
turgentes y los oocitos son esféricos, opacos y pueden distinguirse a simple vista,
su diametro promedio es de 380 micras.

e Estadio IV y V Ovarios maduros y en desove. Ovarios de color
rojizo, fuertemente vascularizados, cilindricos y compactos. Dependiendo del
tamano del pez, las gbnadas en este estado pueden llegar a cubrir la mitad de la
cavidad abdominal. Si se oprime el abdomen de la hembra sale una buena
cantidad de oocitos hidratados de color rojo y amarillo, con un diametro promedio
de 400 micras.

e Estadio VI Gonadas desovadas. Ovarios flacidos, de color anaranjado
opaco, en las paredes del lumen se encuentran vasos sanguineos rotos y restos
de oocitos de diferentes diametros, la pared gonadal se presenta notoriamente
vascularizada. Hembras en este estado pasan rapidamente al estado VI — I
(desovadas en reposo), en el cual los ovarios se ven ligeramente recuperados,
pero continuan flacidos.

% Maduracion final de los oocitos. Durante la maduracién final de los oocitos
Rodriguez y Garza citados por Rodriguez®® proponen los siguientes estadios
bésicos (Figura 3).

e Estadio I. Las células huevo primitivas (oogonias) son muy pequenas. Se
multiplican por mitosis. El nacleo del oocito es de posicion central.

e Estadio Il. Las células huevo crecen y alrededor de cada una de ellas
empieza a formarse un foliculo, cuya funcién es alimentar y proteger el huevo
durante su desarrollo. El nacleo adquiere una posicion excéntrica.

e Estadio lll. Durante esta fase la célula huevo aumenta considerablemente de
tamano y queda encerrada en el foliculo. El ndcleo se encuentra cerca de la
membrana celular.

% RODRIGUEZ, Op. cit., p. 44.
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e Estadio IV. Durante esta fase comienza la produccién y acumulacién de vitelo,
proceso conocido con el nombre de vitelogénesis. El huevo sigue creciendo y
acumula en su protoplasma gotas de sustancias lipidicas. El nucleo esta en el
polo animal y ha perdido su membrana.

e Estadio V. Constituye la segunda parte de la vitelogénesis. El citoplasma esta
lleno de gotas lipidicas y empieza la produccién de vitelo.

e Estadio VI. Es la tercera parte de la vitelogénesis, durante las cuales las
placas de vitelo empujan las gotas lipidicas hacia los bordes de la célula donde
empiezan a formarse dos anillos. Los nucléolos, que intervienen en la sintesis de
la proteina y en la acumulacién de nutrientes, pueden verse adheridos a la
membrana del nucleo.

e Estadio VII. Durante este estadio se completa el proceso de vitelogénesis.
Cuando termina la acumulacion de vitelo, los nucléolos se retiran hacia el centro
del nucleo y se desarrolla el micropilo (pequefia abertura en la membrana del
huevo).

Figura 3. Maduracién final de los oocitos
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RODRIGUEZ, Op. cit., p. 44.
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El mismo autor afirma que los estadios IV, V, VI y VIl son los estadios de
vitelogénesis que comprende la incorporacién de vitelo en los oocitos en desarrollo,
se cree que este proceso estd controlado por la gonadotropina baja en
glucoproteinas. El vitelo se deposita en dos formas: vesiculas de vitelo y granulos
de vitelo. La formacién de vesiculas de vitelo que ocurre primero, recientemente
ha demostrado ser inducida por estrogenos; se cree que la formacion de los
granulos se forma bajo la influencia de la pregnenolona. La sintesis de los
precursores del vitelo se efectla en el higado y ha probado ser estimulada por los
estrogenos.

Carvajal ®” sustenta que la vitelogénesis es la incorporacién de vitelo a su

citoplasma, material con proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos, que
sirven como fuente de energia durante el desarrollo embrionario. Para llegar a
esta fase de desarrollo, los reproductores requieren de una dieta rica en proteina 'y
temperaturas favorables.

< Ovulacién. Zanuy y Carrillo® aseguran que la ovulacion es la
expulsion mecéanica del oocito fuera del foliculo y solamente ocurre después de
una fase de desprendimiento entre el oocito y las células foliculares. Durante la
ovulacién las microvellosidades de las células del foliculo y las del oocito se
separan de la membrana o corion, este proceso de interrupcion entre la membrana
ovocitaria y las células foliculares, podrian estar dirigidos por enzimas proteoliticas.
En la mayoria de los casos, la ovulacion tiene lugar después de la primera division
meiotica. Los oocitos ovulados contindan con la meiosis hasta la metafase,
estado en el cual es posible la fertilizacién.

% Procesos de atresia. Los ovocitos vitelogéneticos se degeneran por un
proceso denominado atresia en el inicio del cual el vitelo se contrae irregularmente,
comenzando desde el borde de la zona radiata y se extiende hacia el centro, la
zona radiata se rompe y el vitelo se fagocita por células de la capa granulosa que
se hipertrofian y comienzan a desintegrarse®®.

% CARVAJAL, Op. cit., p. 20.
% ZANUY y CARRILLO, Op. cit., p. 82.
% LAJONCHERE, Luis y HERNANDEZ, Olga. Produccion de juveniles de peces estuarinos para

un Centro en América Latina y el Caribe: Disefio, Operacion y Tecnologia. México: Universidad
Autonoma de Tabasco, 1994. p. 20.
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4.4 ENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION DE LOS TELEOSTEOS

Los factores del medio ambiente son los responsables de la induccién inicial del
desarrollo gonadal. Las hormonas producidas por el sistema endocrino son las
que controlan este proceso™.

De acuerdo con Harvey y Carolsfeld*', cuando el ambiente circundante cambia
favorablemente, el pez empieza a recoger, por medio de los 6rganos de los
sentidos, toda informacion necesaria sobre las condiciones ambientales (por
ejemplo temperatura, lugar adecuado para el desove, corriente de agua, presencia
de peces de otro sexo, etc). Esta informacién sensorial se acumula en el
hipotalamo del cerebro y al alcanzar un nivel determinado, el hipotalamo, mediante
una hormona (hormona liberadora de gonadotropina, GnRH), ordena a la hip6fisis
que libere hormonas gonadotropicas (GtH) en el sistema sanguineo. La
gonadotropina asi liberada llega a las génadas y pone en movimiento el proceso
de preovulacién y ovulacion final. La cascada fisiologica reproductiva del pargo
lunarejo (L. guttatus) se presenta por la interaccion epifisis, hipotalamo, hipofisis y
gbnadas para la segregacidon de hormonas, como lo explican Shepherd y
Bromage**, en la Figura 4.

4.5 NEUROENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION

De acuerdo con Zanuy y Carrillo*®, la reproduccién es una actividad que involucra
diversos factores fisiolégicos, controlados por 6rganos especificos como son:

> Glandula pineal. Es una evaginaciéon del diencéfalo ubicada en la superficie
dorsal del cerebro, la cual utiliza la informacién para la sincronizacion del
comportamiento diario y estacional de eventos fisiolégicos, ya que actia como un
reloj endocrino y fisiolégico que predispone al pez frente a condiciones éptimas de
reproduccion, tiene funcidén sensitiva y neuroendocrina. Las células fotoreceptoras
secretan indoloaminas tales como la serotonina y melatonina que en algunos
teledsteos inhibe la reproduccion.

* SHEPHERD, C.J. and BROMAGE, N.R. Intensive fish farming. USA: s.n.e., 1988. p. 200.

“" HARVEY, B. and CAROLSFELD, J. Induced Breeding in Tropical Fish Culture. Ottawa:
International Development Research Centre, 1993. p. 98.

*2 SHEPHERD and BROMAGE, Op. cit., p. 201.

3 ZANUY y CARRILLO, Op. cit., p. 84.
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Figura 4. Enlaces neuro-endocrinos del eje Hipotalamo -
Hipoéfisis-Gonada
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SHEPHERD and BROMAGE, Op. cit., p. 201.

> Hipotalamo. Se encuentra en la regién ventral del diencéfalo con cuerpos
neurales y funcidbn neurosecretora, posee receptores para la melatonina,
esteroides sexuales y lugares con abundante presencia de inervaciones
dopaminérgicas y factor liberador de gonadotropinas (GnRH); los cuales inhiben o
estimulan la liberacion de gonadotropinas (GtH) que actian sobre la
adenohipdfisis. En diversas especies de peces de agua dulce hay evidencias de
inhibicion de hormonas gonadotropicas (GtH) por la dopamina, una neurohormona
que ha sido considerada como el factor inhibidor de la liberaciébn de
gonadotropina, sin embargo en otras no se ha detectado efectos de inhibicion de
caracter practico, especialmente en especies marinas.**

*“LAJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 23.
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El mismo autor manifiesta que el hipotalamo captura impulsos nerviosos del
cerebro y lo transforma en mensajeros quimicos, llamados hormonas liberadoras
hipotalamicas (RH) o hormonas liberadoras de gonadotropina, las cuales regulan
la reproduccion, estimulando la liberacién de gonadotropinas (GtH | y GtH 1l en
peces).

4.6 REPRODUCCION INDUCIDA

Lajonchere y Berdayes *° afirman que numerosas especies de peces de

importancia comercial no se reproducen en cautiverio, por lo cual es necesario
aplicar diversos métodos para inducir al desove, mientras que otros se someten a
tratamientos para ejercer un mayor control del proceso e incrementar la eficiencia
en el uso de las instalaciones. Los tratamientos pueden ser a base de las
condiciones ambientales (Figura 5), incluyendo la alimentacién, los cuales se
denominan no invasivos 0 suaves, 0 por administracién de sustancias para
intervenir directamente en el proceso fisiolégico de la reproduccion, que se
considera como invasivo o fuerte.

Los mismos autores sostienen que de acuerdo a la duracion de los tratamientos y
la obtencion de los resultados deseados tanto en los tratamientos no invasivos
como sobre todo los invasivos pueden agruparse en rapidos o agudos y en lentos
o cronicos.

4.6.1 Desoves inducidos con tratamientos no invasivos de estimulacion
ambiental. Para lograr el desove y la fertilizacion natural, se requiere propiciar las
condiciones ambientales para culminar la maduracion de los gametos, la ovulacion
de las hembras, la espermiacién de los machos, asi como la expulsion
sincronizada de los gametos al agua.

El desove natural es ventajoso en peces en los que la calidad de los huevos se
deteriora rapidamente después de la ovulacién, como sucede con muchos peces
marinos tropicales y subtropicales®®.

> | AJONCHERE, Luis., BERDAYES, Arritola, Estudio preliminar sobre el desove inducido de
lisas (Pisces: Mugilidae). Monteria, Colombia: International Foundation for Science, 1981. p. 70.

* CLARO, Reinald. Ecologia y ciclo de vida del caballerote Lutjanus griseus (Linnaeus): Identidad,

distribucion, habitat alimenticia y reproduccién. La Habana: Academia de Ciencias de Cuba, 193. p.
30.
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Figura 5. Desove natural
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LAJONCHERE y BERDAYES, Op. cit., p. 70

4.6.2 Desoves inducidos con tratamientos invasivos. Algunas especies solo
pueden desovar con tratamientos invasivos hormonales y otras requieren de tales
tratamientos fuera de la época natural de desove®’.

> Tipo de tratamientos hormonales agudos por inyecciéon. Entre estos
tratamientos se encuentra el uso de pituitarias, hormona Gonadotropina Coriénica
Humana, hormonas liberadoras de gonadotropina, entre otras.

+ Pituitarias. la induccion por hormonas exdgenas del desove de peces en
cautiverio, tuvo sus inicios en los afnos 30 con el desarrollo del método conocido
como hipofisacion. Que involucra la utilizacion de suspensiones o concentrados
de glandulas hipéfisis por su contenido de gonadotropina®.

*” LAJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 50.

* PATINO, R. Manipulations of the Reproductive System of Fishes by Means of Exogenous
Chemical. Texas: Cooperative Fish and Wildlife Research Unit, 1995. p. 25.
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Donaldson y Hunter*® sefialan que hasta mediados de la década de los 70, la
induccién estaba limitada a la hipofisacion. Sin embargo, la técnica presenta
varias desventajas: falta de estandarizacién de las dosis utilizadas por cuanto las
hipdfisis son tomadas de peces con grado variable de madurez sexual
reflejandose en la variacién de la potencialidad de los extractos utilizados;
presencia de otras hormonas en la hipdfisis, que pueden inhibir o modificar el
efecto de las gonadotropinas; requerimiento de una gran cantidad de peces
donantes con menor o igual valor comercial que los reproductores a ser inducidos
y en el caso de utilizar pituitarias heteroplasticas el pez al que se le suministra
genera anticuerpos contra la gonadotropina inicialmente inyectada, lo que reduce
considerablemente la efectividad de subsecuentes hipofisaciones, llegando incluso
a ser totalmente inactivada la hormona por la reaccion inmunizante del pez.

< Hormonas liberadoras de gonadotropina. Patifio®® asegura que la LHRH
es un decapéptido en cadena lineal que presenta en su estructura quimica diez
aminoacidos esenciales. Segin Donaldson y Hunter’’, ha sido empleada en
inyecciones para inducir la ovulacion de teledsteos tales como Plecoglossus
altivelis, Carassius auratus, Ctenopharyngodon idellus,

Los mismos autores manifiestan que la LHRH sufre degradacién enzimatica por lo
que su vida media es menor a 30 minutos; debido a este problema, se intentd
obtener compuestos sintéticos analogos que presenten un tiempo mayor de
permanencia en el organismo. Estos nuevos compuestos presentan una actividad
biol6gica 30 a 50 veces mayor que el LHRH por tener una lenta degradacion en
vivo y por poseer una mayor afinidad con los receptores especificos de la
hip6fisis.?

< Hormona gonadotropina de mamiferos. Para Donaldson y Hunter®®, este tipo
de gonadotropinas son de origen pituitario (hormona luteinizante y hormona
foliculo estimulante) o placentario (Gonadotropina Coriénica Humana). Harvey y

9 DONALDSON and HUNTER, Op. cit., p. 20.
* PATINO, Op. cit., p. 27.
°" DONALDSON and HUNTER, Op. cit., p. 16.

%2 ZOHAR, Y. Fish reproduction: its physiology and artificial manipulation. Florida, USA: SHILO, M.
& Sarig, 1989. p. 65.

** DONALDSON and HUNTER, Op. cit., p. 18.
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Hoar®* aseguran que el mecanismo de accién de estas hormonas consiste en
dirigirse a las génadas actuando sinergisticamente con las gonadotropinas propias
del pez, para inducir a la produccion de esteroides sexuales que son los
mediadores directos del desarrollo gonadal.

De las hormonas anteriormente mencionadas la que mejor resultados ha
reportado es la hormona Gonadotropina Coriénica Humana (HCG), glicoproteina
que se encuentra en grandes cantidades en la orina de la mujer durante los
primeros meses del embarazo por el trofoblasto humano y después por la placenta
pasando al torrente sanguineo en cantidades que se incrementan al principio. La
accion de la Gonadotropina Coriénica Humana, es mantener el cuerpo luteo mas
alla de las dos semanas a las que se limita su existencia®. Segun Murad y
Haynes®®, la HCG actta directamente a nivel de las génadas para inducir la
maduracion final de los ovocitos y su efecto es rapido, a menudo con una duracién
de tratamientos hasta la ovulacién de menos de 24 horas.

Lajonchere y Hernandez °’ afirman que la aplicacién de gonadotropinas de

mamiferos, especialmente HCG ha sido efectiva en inducir la maduracion final de
los ovocitos, asi como la ovulacién y desove en muchas especies de peces, su
uso se comenzd a partir de la década de los 60. Luchini®® manifiesta que la HCG
presenta la ventaja de ser adquirida facilmente en laboratorios farmacéuticos
como un producto comercial con una cantidad estandarizada de gonadotropina y
ademas tiene una larga vida u0til cuando estan congelados y se han logrado
buenos resultados en muchas especies como: Pimelodus clarias, Prochilodus sp.,
Prochilodus reticulatus, Prochilodus platensis, Salminus maxillosus, Brycon morei,
Dormitator latifrons, Centropomus undecimalis, Centropomus parallelus, Lutjanus
griseus, Lutjanus argentiventris, Epinephelus microdon, Epinephelus striatus, entre
otros

* HARVEY, B.J. y HOAR, W.S. Teoria y practica de la reproduccién inducida en los peces. México:
Centro Internacional de Investigaciones para el desarrollo, 1979. p. 30.

*® OROZCO, Nydia; RIVERA, Ricardo. Efecto de la gonadotropina coriénica HCG (primogonyl) en
la reproduccion inducida de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Trabajo de grado (Zootecnista).
Pasto, Colombia: Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Pecuarias, Programa de Zootecnia.
1983. p. 12.

% MURAD, F. y HAYNES, R. Hormonas y antagonistas hormonales. Cuba: GILMAN, A. &
GOODMAN, 1981. p. 30.

°" LAJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 60.

%8 LUCHINI, Laura. Revisién y compilacién sobre técnicas de reproduccién inducida. En: Boletin de
Red regional de acuicultura. Bogota, Colombia: s.n.e., Vol. 4, No. 1 (Mayo, 1990). p. 5.
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4.7 PROTOCOLO DE LA REPRODUCCION INDUCIDA

Para la reproduccion controlada de peces es importante el conocimiento de los
aspectos fundamentales de la biologia y muy especialmente los relacionados con
la maduracién sexual (gametogénesis), la ovulacién, el desove (ovoposicion),
edad, tamafno a la madurez sexual y fecundidad; asi como las caracteristicas de
las area de desove y los que rodean a las larvas de las especies que se traten.
Por esta razén, es importante considerar los siguientes aspectos:

> Origen de los reproductores. Los reproductores que son utilizados para el
desove, segun la especie de que se trate, tienen dos origenes posibles:
capturados directamente del medio natural y/o procedentes de un banco en
cautiverio, criados a tal efecto. Por la experiencia mundial, la via fundamental
debe ser la segunda aunque se requiere disponer de la primera para su utilizacion
en alguna época del ano. En general, se debe contemplar una renovacion anual
de un 25 a 36% del banco con animales de reemplazo que deben crecer en las
instalaciones. En algunas especies se prefiere animales salvajes para
acondicionarlos al cautiverio por un minimo de un afo, debido a que los criados
pueden mostrar desventajas como la consanguinidad e indices reproductivos
bajos debido a las condiciones de cria inadecuadas®.

> Reproductores del medio natural (salvajes). Segin Moretti, et al®°,
es recomendable que las especies salvajes se condicionen al cautiverio por lo
menos con seis meses de antelacion al periodo en que se requieren emplearse
como reproductores. El mismo autor, asegura que los reproductores después que
se saquen del agua deben colocarse en el tanque de traslado preferiblemente, de
tal forma que se disminuya al maximo la manipulacién. Desde la captura hasta la
llegada al centro, no debe transcurrir mas de cuatro horas. Los reproductores
deben pasar una seleccién por posibles heridas y otros dafios sufridos durante la
captura y manipulacién, asi como su desarrollo sexual.

%9 Servizi Tecnici in Maricultura. Brief Manual for Hatchery Procedures for the Production of Sea
bass and Sea Bream Fry. Padova: s.n.e., 1989. p. 18.

€0 MORETTI, A., FERNANDEZ, M., CITTOLIN, G., GUIDASTRI, R. Manual on Hatchery Production
of Seabass and Gilthead Seabream. USA: s.n.e., 1999. p. 52.
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> Manipulacion de los reproductores. Mylonas, et al®' sostienen que entre los
aspectos importantes a tener en cuenta en el mantenimiento y manipulacién de
reproductores estan:

e Uso de técnicas de captura eficientes

e Desarrollo de bancos de reproductores con animales mas ddciles
e Uso de anestésicos efectivos y seguros

e Aplicar técnicas no invasivas en los tratamientos de induccién

e Buena alimentacion

e Utilizar métodos de determinacion del sexo y desarrollo sexual no invasivos
(suaves) y efectivos, preferiblemente dentro del agua

e Realizar las determinaciones del peso y longitud indispensable

Hawkins®? sefiala la importancia de evitar sonidos fuertes y vibraciones en las
proximidades de los tanques, ya que las vibraciones se transmiten al agua a
través del suelo y los soportes de los tanques.

Asimismo, Lajonchere y Hernandez®® exponen que el estrés de la captura y la
manipulacién afecta mucho por alterar los parametros sanguineos (entre ellos las
concentraciones hormonales y disminucién de vitelogenina), el hipotdlamo y la
pituitaria, con las correspondientes afectaciones de los niveles sanguineos de
gonadotropina, esteroides y la hormona del estrés (el cortisol), asi como
alteraciones de conducta, intervalos de desove irregulares, etc. Para Tamaru®,
los efectos del estrés pueden presentarse como pérdida de apetito, atresia en los

® MYLONAS, C.; TABATA, Y.; LANGER, R.; ZOHAR, Y. Preparation and evaluation of
Polyanhydride microspheres containing gonadotropin-releasing hormone (GnRH), for inducing
ovulation and spermiation in fish. USA: J. Controlled Release, 1995. p. 25.

%2 HAWKINS, Anthony. Aquarium design. London: Hawkins, 1981. p 30.

% LAJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 40.

® TAMARU, Carlstrom. Induced final maduration and sapwnning of the marbled groupers

Epinephelus microdon captured from spawning aggregations in the Republic of Palau Micronesia.
In Journal of the World. USA: Aquaculture Society, Vol. 4, No. 27 (October, 1996). p. 364.

49



ovocitos, huevos de menor tamafo y pérdida en su calidad que causan
disminuciones en porcentajes de individuos maduros, de fertilizacion, de eclosion y
habilidad de las larvas, por lo que se afectan los tratamientos, que pueden ser los
adecuados y sin embargo dar los peores resultados

> Diagnéstico del estado de madurez gonadal. Para llevar a cabo la
evaluacion de los reproductores Lajonchere y Hernandez®® proponen realizar en
primer lugar una diferenciacion del sexo seguida de una determinacion del
desarrollo gonadal tanto en machos como en hembras.

< Diferenciacion del sexo. La presencia de estructuras externas bien marcadas
que diferencien los sexos no es usual en teledsteos. Sin embargo, en los adultos
maduros se presentan caracteres sexuales secundarios generalmente de forma no
permanente; en tales casos se los utiliza para diferenciar los sexos y separarlos
para los trabajos de reproduccién controlada.

En diversas especies es posible diferenciar los sexos por observaciones de
tamarno, coloracion, longitud de aletas, rugosidad de partes duras como opérculos,
radios espinosos y por los caracteres anatomicos de la regiéon anal en relacion con
las aberturas: en los machos se presentan dos aberturas, la anterior es la anal y la
posterior la urogenital y se abre en el extremo de la papila urogenital, mientras que
las hembras presentan tres aberturas, la situada en la posicion mas anterior es el
ano, seguida del poro genital y la abertura urinaria es la posterior, situada en el
extremo de la papila urinaria.

En otras ocasiones también se utiliza el ejercer cierta presién sobre el abdomen
de los individuos (desde la regién anterior hasta la posterior), para determinar el
sexo por la naturaleza de los productos sexuales que son expulsados, sin
embargo ello puede ocasionar estrés e incluso dano fisico a los reproductores.

% Determinacion del desarrollo sexual. La estimacion del desarrollo sexual es
el criterio basico de la seleccién de los reproductores sanos para realizar los
trabajos de induccién al desove, especialmente con tratamientos agudos. En la
zona tropical la madurez sexual se alcanza usualmente al final del primer o
segundo ano y mas especialmente al tercer afo o cuarto afo, de acuerdo a la
especie de que se trate.

% LAJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 42.
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- En los machos. Entre las determinaciones que se han realizado en diversos
estudios estan: color del semen, volumen del semen en relacién con la talla de los
reproductores, fluidez, hidratacion, densidad celular, motilidad, vitalidad, pH,
diversas determinaciones cuantitativas del plasma. De las caracteristicas antes
mencionadas, las que mayor aplicacién practica han tenido hasta ahora son la
densidad de espermatozoides, la motilidad y la vitalidad.

Sorensen® menciona que la evaluacién espermatica es un proceso fundamental
para determinar la utilidad de un reproductor en particular. Olivares y Urdaneta
citados por Ortega y Villota®” sostienen que para la evaluacién del semen se
efectla dos examenes, uno macroscépico y otro microscopico.

e Examen macroscoépico. En la evaluacion macroscopica se tiene en
cuenta el volumen, color, olor, aspecto y densidad.

v" Volumen. Los mismos autores afirman que el volumen varia
considerablemente entre individuos y razas dependiendo de la época del afo,
régimen alimenticio y grado de excitacién sexual.

v Color. El color del eyaculado constituye un dato importante
en la valoracién macroscépica del esperma, ya que un cambio de color puede
significar contaminacién o mezcla con orina. El color depende de la concentracion
de espermatozoides; cuando el semen es de buena calidad presenta una
coloracién blanco lechosa o cremosa y cuando es de baja calidad su color es
similar al de la leche aguada.

v. Olor. EI olor del semen es propio de cada especie, bajo
condiciones normales, un olor desagradable o fuerte es indicio de alguna
enfermedad en el aparato reproductor.

% SORENSEN, A. Reproduccién Animal: Principios y practica. México: Mc. — Grawl Hill, 1982. p.
37.

* ORTEGA, Jairo y VILLOTA, Carlos. Efecto de la Buserelina en la calidad del semen de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) bajo condiciones de cautiverio. Trabajo de grado (zootecnista).
Pasto, Colombia: Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Pecuarias, Programa de Zootecnia.
1995. p. 19.
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v' Aspecto. Se define como la impresion general que objetivamente produce la
masa total del eyaculado en el colector de vidrio o probeta respectiva. El aspecto
depende de la concentracién de espermatozoides y se mide por el mayor o menor
grado de opacidad que presenta la muestra del semen.

v Densidad. La densidad depende y varia con la concentracion
de células espermaticas.

e Examen microscopico. Los mismos autores, afirman que en el
examen microscopico se debe tener en cuenta concentracién de espermatozoides,
motilidad y morfologia.

v" Concentracion. Es la determinacion precisa del numero de
espermatozoides/ml, para esto Sorensen®® describe algunas de las técnicas
empleadas para determinar la concentracién espermatica como son observacion
visual, densidad 6ptica, nefelometro, volumen de células empacadas, conteo con
la camara Neubauer.

v Motilidad. Se expresa como el porcentaje de células vivas o modviles.
Existen varias técnicas para determinar este parametro, dentro de estas estan la
evaluacion visual y microscopica.

v Morfologia. Para el estudio de la morfologia se observan tres
regiones del espermatozoide especificamente forma y tamano de la cabeza,
segmento intermedio y direccion de la cola.

- Enlas hembras. La biopsia ovarica, es el método mas adecuado y con
el que se han obtenido determinaciones muy precisas en muchas especies, por
medio de las cuales se desarrollan técnicas de induccién muy eficaces.

De acuerdo con Chaparro®, la biopsia ovarica consiste en la extraccion de una
muestra de oocitos, con una canula o sonda flexible que se introduce por el poro

% SORENSEN, Op. cit., p. 38.

% CHAPARRO, Nicolas. Reproduccién artificial y manipulacién genética en peces. Colombia:
Mejoras, 1994. p 23.
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genital de las hembras. Con esta técnica, se debe obtener una muestra de 30
oocitos para ovario con desarrollo sincrénico o hasta 100 para las que tienen
desarrollo asincronico o sincrénico por grupos. Los oocitos se someten a la accion
de solucion Serra, para observar al microscopio la posicion de la vesicula germinal
0 nucleo, lo cual indica los estadios de maduracion.

> Determinacion de la dosis hormonal. Dupree’® recomienda que las
inyecciones sean administradas intraperitonealmente (Figura 6), a través de la piel
suave desprovista de escamas que se encuentran detras de las aletas pectorales
0 ventrales, con agujas cortas, con insercion de la aguja perpendicular al eje
longitudinal del cuerpo con un angulo de 15 a 30 grados respecto a la pared del
cuerpo.

El mismo autor afirma que la dosis total se inyecta generalmente en dos o tres
dosis paralelas, la ultima de caracter resolutivo o decisivo y las primeras de
caracter preparatorio. Con las dosis preparatorias se debe activar el desarrollo de
las gonadas hasta una fase preovulatoria, que en ocasiones incluye hasta la
migracion nuclear y agrupacion de las gotas de aceite, mientras que con la dosis
decisiva se termina la maduracién y se produce la ovulacién y el desove.

La proposicién entre las dosis parciales es de 33% - 67% con dos dosis 0 25% -
25% y 50% cuando se requiere tres dosis. El intervalo entre las dosis se ajusta de
12 a 24 horas.”

% Ensayos realizados en peces marinos con Gonadotropina Coridnica
Humana (HCG). Algunos ensayos realizados con Gonadotropina Coridnica
Humana en especies marinas son:

- Chapman, et al”® evaluaron dosis hormonales de 1.000 Ul HCG/kg
de reproductor en Centropomus undecimalis, obteniendo ovocitos de 30 a 40
horas después de aplicar la inyeccion en el 60% de las hembras inducidas.

" DUPREE, H. Hormone spawning techniques. In Journal of the World. USA: Aquaculture Society,
Vol. 2, No. 8 (Mayo, 1985). p. 48.

"' LAJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 62.

2 CHAPMAN, P., CROSS, F., FISH, W. y JONES, K. Artificial culture of Snook. Final report for
sportfish introductions project. Florida: Game and Fresh Water Fish Commission, 1982. p. 27.
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Figura 6. Inyeccion via intraperitoneal

DUPREE, Op. cit., p. 48

- Nogueira” realizé6 ensayos en Centropomus undecimalis aplicando dosis en el
rango de 150 a 1.000 Ul HCG/kg de reproductor con respuesta satisfactoria
cuando la dosis fue de 500 a 1.000 Ul HCG/kg y desoves de 24 a 30 horas
después de la induccion.

- Cerqueira”™, en Centropomus parallelus utilizé dosis de 1.500 Ul HCG/kg de
hembra y 500 a 1.500 Ul HCG/kg de macho, logrando ovulacion 40 horas después
de aplicada la inyeccion en el 70% de las hembras.

- Cuartas, et al”® indujeron a Haemulon bonariense con dosis de 3.100 y 500 Ul

HCG/kg de hembra y 1.500, 500 y 250 Ul HCG/kg de macho, alcanzando
ovulacion a las diez horas después de aplicada la inyeccion.

® NOGUEIRA, A.. Cultivo de Camorin, Centropomus undecimalis Bloch, 1792 (Pisces,
Centropomidae ) en ambiente aquidulcicola Trabajo de grado (Master en Acuacultura), Brasil:
Universidad Federal de Santa Catarina, Programa de pds-graduacao em acuicultura. 1991. p. 18.

4 CERQUEIRA, V. Testes de inducao de desova do robalo, Centropomus parallelus, do litoral da
ihla de Santa Catarina com Gonadotropina Coriénica Humana ( HCG). Brasil: s.n.e., 1991. p. 5.

"> CUARTAS, Alvaro; ROSAS, Jests; VELAZQUEZ, Aidé y CABRERA, Tomas. Induccién al
desove, desarrollo embrionario y larval del corocoro rayao Haemulon bonariense cuvier, 1930
(Pises: Haemulidae). En: Revista de Biologia Marina y Oceanografica. Venezuela: Instituto de
investigaciones cientificas, Vol. 38, No 1. (Julio, 2003). p. 10.
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- Teran, et al’® realizaron la induccién de Lutjanus peru utilizando dosis de 1.500
Ul HCG/kg de reproductor, con un tiempo de desove de 48 a 56 horas después de
la induccion.

- Cabrera, et al’’ ensayaron dosis de 3.400 y 6.300 Ul HCG/kg de hembra en
L. griseus, reportando desoves a las 51 y 36 horas respectivamente después de
haber realizado la aplicacion de la hormona.

4.8 DESOVE

Para Woynarovich y Woynarovich’®, el desove comienza con la ovulacién, que es

la ultima fase del desarrollo normal del oocito. La preovulacion comienza cuando
el nacleo de la célula ovular empieza a desplazarse desde el centro hacia la
micrépila y el ooctio absorbe fluidos (este proceso se llama hidratacion). La
ovulacion comienza con la desaparicion de la membrana celular, la apariciéon de
los cromosomas y termina con la primera division meiotica. Al mismo tiempo, el
foliculo, que mantiene a los huevos a la pared del ovario se rompe, se disuelve
parcialmente y los oocitos caen a la cavidad ovéarica. La masa de 6vulos puede ya
fluir libremente por el orificio o poro genital.

Este proceso final de maduracién toma cierto tiempo y depende en buena parte de
la temperatura del agua en que vive el pez. En la practica, es necesario conocer
el intervalo de tiempo que transcurre entre la Ultima inyeccion decisiva hasta la
ovulacion.

® TERAN, Pablo; ROSALES, Martin; DUMAS, Silvie; PLIEGO, Hugo; ALCANTAR, Pablo.
Caracteristicas reproductivas del Huachinango del Pacifico (Lutjianus peru) en cautiverio. En:
Panorama Acuicola, Maga Rio, Vol. 3, No. 20 (Junio, 2004). p. 20.

7 CABRERA, Tomas; ROSAS, Jeslis; MILLAN, José. Reproduccién y desarrollo larvario del pargo
dienton (Lutjanus griseus L. 1758) (Pisces: Lutjanidae) cultivado en cautiverio. En: Caribbean
Journal of Science. Venezuela: Instituto de Investigaciones Cientificas, Vol. 33, No. 3 — 4 (Abril,
1997). p. 240.

8 WOYNAROVICH, Andras; WOYNAROVICH, Elek. Reproduccion artificial de las especies
Colossomay Piaractus. Lima, PerG: Fondepes, 1988. p. 13.
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4.9 INCUBACION

Segun Lajonchere y Hernandez’®, la incubacién de los huevos y la cria de larvas
son aspectos, que a pesar de estar separados en tiempo respecto a la
maduracién, desove y fertilizacién, estan intimamente relacionados con estos
procesos. En muchas ocasiones las técnicas aplicadas con los reproductores y
los tratamientos de induccion al desove y/o fertilizacion, determinan en cierto
modo las que se aplican en la incubacién de los huevos y la cria de las larvas, asi
como sus resultados.

Peters, et al®® manifiestan que la incubacién depende de la especie que se trate,

donde se aplicara algunas variantes que se deben utilizar como objeto de prueba:

> En incubadores cilindricas de 1,0 a 3,0 m? con el traslado de los huevos
embrionados a los tanques de cria unas tres a cinco horas previas a la eclosion.
Esta variante es la recomendada para las especies cuya incubacién tenga
duracién media o menor de 36 a 48 horas como el caso de Mugil lisa.

» Directamente en los tanques de cria de larvas. Esta variante es la
recomendada para las especies cuya incubacion tenga una duracion media no
mayor a 24 horas y larvas muy pequenas (2,0 mm) como es el caso de
E. brasilianus, los robalos etc.

» En incubadoras cilindricas de 2,0 a 3,0 m?, realizando la cria de larvas en ellas
durante el primer mes de vida. Esta variante es la recomendada para los casos de
especies con periodo larval corto y tolerancia a altas densidades durante el primer
mes de vida.

Los mismos autores sostienen que los huevos de los primeros y ultimos desoves
de la temporada generalmente no son de buena calidad, con bajos porcentajes de
eclosion; los mejores seran los de la época de maxima intensidad de desove.

" LAJONCHERE, Luis y HERNANDEZ, Olga. (b) Curso de reproduccion y larvicultura de peces
marinos. En: fer. Congreso Suramericano de Acuicultura. Brasil: Recife-PE, Vol. 2, No. 6
(Noviembre, 1998 ). p. 58.

80 PETERS, K., MATHESON, R., TAYLOR, R. Reproduction and early lifer history of common
snook, Centropomus undecimalis (Bloch). Florida: Bull. Mar. Sci, 1998. p. 509.
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Asimismo, los huevos de individuos de primera maduracién y de animales seniles
tampoco tendran buena calidad.

Lajonchere y Hernandez®' mencionan que los huevos fértiles de las principales
especies marinas y estuarinas cultivadas para el consumo humano son
generalmente peldgicos y flotan a salinidades de 33 a 37 ppm. En general, se
debe evitar los dafnos durante su colecta y manipulacion, no se puede permitir los
choques térmicos durante la incubacion, por lo que cuando se transfieren de un
recipiente a otro, se debe utilizar agua de mar de la misma temperatura y
salinidad; ademas se debe evitar su manipulacion hasta después de la
gastrulacion.

De acuerdo con Cruz®, en acuacultura es esencial que los muestreos se realicen
con una alta exactitud y precision especialmente aquellos relacionados con la
estimacion del numero de huevos y larvas obtenidas, porcentaje de fertilizacion y
de viabilidad. Por lo anterior se recomienda que se trabaje con muestras
integradas. Lajonchere y Hernandez®® exponen que las muestras que se toman
directamente de los tanques con los organismos sean como minimo de 250 ml
para asegurar 100 individuos.

49.1 Efecto de factores ambientales en incubacién. La obtencion y
manipulaciéon de los huevos requieren asegurar la calidad de los mismos y evitar
danos, debido a que se afectaria la produccion; se debe prevenir los choques
bruscos en los pardmetros ambientales, por lo que se recomienda mantenerlos en
los intervalos en que fueron obtenidos.

» Temperatura. La temperatura es uno de los factores mas importantes en el
desarrollo embrionario de forma general Shelbourne® asegura que la temperatura
de incubacion en el centro de desove debe ser inferior a la 6ptima en el medio
natural, por las condiciones de confinamiento que a mayor temperatura (adn
dentro del intervalo adecuado) estimulen el crecimiento de bacterias y aceleran el
metabolismo.

8 LAJONCHERE y HERNANDEZ (b), Op. cit., p. 60.

8 CRUZ, A. Método de cultivo de rotiferos marinos en volumen de 4.000 litros. En: Revista de
Investigacion Marina. Costa Rica: s.n.e., Vol. 5, No. 2 (Agosto, 1984). p. 78.

% LAJONCHERE y HERNANDEZ (b), Op. cit., p. 62.
8 SHELBOURNE, J. The artificial propagation of marine fish. In Journal of the World. USA:
Aquaculture Society, Vol. 2, No. 1 (March, 1964). p. 70.
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Tucker® afirma que los intervalos éptimos de temperatura son estrechos, de 4,0 a
6,0 grados de amplitud aproximadamente, tanto en especies subtropicales como
tropicales. Dentro de los intervalos 6ptimos, la temperatura es inversamente
proporcional a la duracion del periodo de incubacién.

> Salinidad. Lajonchere y Hernandez®® sonstienen que la salinidad es otro de
los factores importantes en la supervivencia, metabolismo y crecimiento de
muchos peces. Los efectos de este pardmetro sobre los primeros estadios de
vida, son: la concentracién osmatica total, la incidencia y concentracion de iones
particulares, la disponibilidad de oxigeno (a mayor salinidad se corresponden
menores concentraciones de oxigeno en el agua) y la gravedad especifica con su
efecto sobre la flotabilidad.

Los huevos fertilizados normalmente flotan a salinidades de 35 a 37 ppm por lo
que a salinidades inferiores la flotabilidad disminuye y se requiere de un mayor
flujo de aire (mayor a 2,0 L/minuto) para evitar que se sedimenten. El estadio de
blastula presenta una baja tolerancia a las bajas salinidades pero después de la
gastrulacién la tolerancia se incrementa especialmente después del cierre del
blastéporo®’.

Lajonchere y Hernandez®® consignan que uno de los efectos de la salinidad se
relaciona con la flotabilidad desde la fertilizacion hasta la eclosién. En las
especies de huevos pelagicos, los que flotan o estan cerca de la superficie en los
primeros momentos después del desove en una salinidad similar a la que fueron
obtenidos, son los de mayor calidad, mientras que los de baja calidad o no
fertilizados se hunden; esta caracteristica se usa para seleccionar los de mayor
viabilidad.

> Oxigeno. Segln Lajonchere y Hernandez ®, los efectos de concentracion de

% TUCKER, Woodword. Voluntary sapwning of captive Nassau groupers Epinephelus striatus in a
concrete raceway. In Journal of the World. USA: Aquaculture Society, Vol. 4, No. 27 (October,
1996). p. 373.

% | AJONCHERE y HERNANDEZ (b), Op. cit., p. 62.

87 Servizi Tecnici in Maricultura, Op. cit., p. 20.

% LAJONCHERE y HERNANDEZ (b), Op. cit., p. 62.

% |bid., p. 62.
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oxigeno han sido menos estudiados, en comparacion con los efectos de salinidad
y temperatura. En general niveles inferiores al 50% de saturacién causan retrasos
en el desarrollo y al incrementar el contenido de oxigeno en el agua se acelera la
tasa de desarrollo y se amplia la tolerancia a la salinidad y a la temperatura.

Tucker® demostré que muchas especies de huevos pelagicos necesitan niveles
de oxigeno disueltos superiores a 5,0 — 6,0 mg/L y destaca la importancia de
oxigenacion, sobre todo en el periodo préximo a la eclosién y durante la misma.

4.9.2 Desarrollo embrionario. Para Radonic, et al®!, (Figura 7) cuando termina
el proceso de dilatacion del huevo, las dos partes de la masa central estan ya
perfectamente formadas y son facilmente distinguibles por su forma y su color. El
polo animal se alza como un pequeio promontorio sobre la masa vitelina y
adquiere una coloracion amarilla oscura. Tras un breve intervalo, cuya duracion
depende de la temperatura del agua, comienza la segmentacién del polo animal y
el promontorio unicelular se divide sucesivamente en dos, cuatro, ocho, dieciséis y
treinta y dos células. En esta fase presenta el aspecto de una mora y por ello
este estadio se conoce con el nombre de mérula.

Figura 7. Desarrollo embrionario

A, Huevo fertilizado B. Inicio de division celular
C. Mérula D. Formacidén del embrién
E. Pigmentacién del embrién F. Larva eclosionada

Ibid., p. 95.

% TUCKER, Op. cit., p. 374.
o1 RADONIC, Mariela; LOPEZ, Andrea; OKA, Masakasu; ARISTIZABAL, Eddie. Efecto de la
temperatura de incubacién en el desarrollo embrionario y tiempo de eclosiéon de huevos del besugo
Pagrus pagrus (Linne, 1758) (Pisces: Sparidae). En: Revista de Biologia Marina y Oceanografia.
Chile: Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero, Vol. 40, No. 2 (diciembre, 2005).
p. 95.
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Los mismos autores establecen que las subdivisiones sucesivas de esas células
producen un blastodermo multicelular, que al principio no tiene mas que una capa
de células y gradualmente adquiere varias capas. Cada una de esas células se
llaman “blastomero”. A medida que el nimero de blastbmeros aumenta, su
tamano disminuye. En el estadio de mérula el embrién es muy sensible a las
sacudidas y las células pueden desprenderse de la superficie, causando la muerte
del embrién. Mas tarde aparecen entre el vitelo y la masa celular un espacio
denominado cavidad de segmentacion. Se dice entonces que el embrién se halla
en estado de blastula.

Inicialmente las células del blastodermo se disponen encima del vitelo formando
una especie de gorro. A medida que avanza la divisién celular, las células
comienzan a envolver el vitelo hasta rodearlo completamente, dejando solo en el
extremo una pequefa abertura, el blastéporo, que mas tarde se cierra también.
Se llega asi al punto de transicion entre el estadio germinativo inicial y el estadio
de desarrollo embrional®.

Barnabé *® menciona que la masa celular adquiere mayor espesor y se dispone en
forma de diadema en el lado opuesto del blastéporo. Al mismo tiempo aparece en
ambos extremos los brotes de la cabeza y de la cola. Poco después, ambos
brotes son claramente definibles y aparecen los primeros segmentos del cuerpo.
En la cabeza se desarrollan los ojos (vesiculas Opticas) y el brote de la cola
empieza a crecer longitudinalmente. A medida del proceso de desarrollo se forma
el corazén, al mismo tiempo en la superficie de la masa vitelina se forma un
sistema capilar o vaso sanguineo. El embrion empieza a agitar la cola
ocasionalmente y mas tarde agita todo el cuerpo. Posteriormente, el embrion
comienza a girar dentro del espacio perivitelino. Este movimiento giratorio y los
demdas movimientos se hacen mas enérgicos antes de la eclosion.

El mismo autor demuestra que los metabolitos del embrion contienen algunas
enzimas que actuan sobre la membrana del huevo y la disuelven desde adentro,
debilitandola y permitiendo al embrion romperla facilmente y salir. El tiempo que
los huevos tardan en desarrollarse varia en general segun la especie y depende
ademas de la temperatura, salinidad y oxigeno durante la incubacién®.

%2 BARDACH, Lageler. Acuicultura: Crianza y cultivo de peces marinos y de agua dulce. México:
A.G.T, 1990. p. 52.

% BARNABE. Bases biolégicas y ecoldgicas de la acuacultura. Zaragoza, Espafia: Acribia, 1996.
p. 12.

% SHEPHERD, C.J. and BROMAGE, Op. cit., p. 200.
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Moretti, et al® aseguran que en el periodo préximo a la eclosién y durante la
misma, los huevos incrementan notablemente su ritmo metabdlico y con ello su
consumo de oxigeno, por lo cual es recomendable establecer una circulacion de
agua, cuya magnitud puede ser de hasta una o dos renovaciones totales por hora.

De acuerdo con Tamaru®, en el momento de la eclosién se debe eliminar los
desechos y subproductos de esta, incluyendo las enzimas correspondientes; todo
esto es perjudicial para las larvas; por ello una hora después de la eclosion se
procede a sifonear el fondo y establecer un intercambio de agua fuerte, se
recomienda limpiar la superficie del agua con toallas de papel.

4.10 LARVICULTURA

El periodo larval comprende el prelarval y el postlarval, este periodo es el de
permanencia en las instalaciones de larvicultura y tiene una duracién aproximada
de unos tres meses segun la especie. Goldan, et al®’, en los Gltimos afios han
dividido el periodo larval en diversas etapas segun su tasa de crecimiento y
alimentacién:

» Etapa |. Crecimiento inicial acelerado con una rapida utilizacion del vitelo.

» Etapall. Crecimiento lento por ser lade transicién a la nutricién exdgena.
Utilizan los restos del vitelo, las gotas de grasa y el nuevo alimento ingerido. Inicio
de la locomocién.

» Etapa Ill. Crecimiento ligeramente més rapido después de establecerse la
alimentacién exdgena a base de rotiferos enriquecidos.

» Etapa IV. Crecimiento rapido ligeramente exponencial, alimentacién eficiente y
locomocién basada en la alimentacién con nauplios de artemia.

% MORETTI; FERNANDEZ; CITTOLIN; GUIDASTRI. Op. cit., p. 52.
% TAMARU, Op. cit., p. 364.
7 GOLDAN, O.; POPPER, D.; KARPLUS, |. Management of size variation in juvenile gilthead sea

bream (Sparus aurata): 1. Particle size and frequency of feeding dry and live food. USA: s.n.e.,
1997. p. 185.
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La diferencia de tallas con la edad han sido analizadas por diversos autores entre
ellos Hecht y Pienaar® y pueden resumirse en:

» Diferencias genéticas en el potencial de crecimiento entre los individuos.

> Exito diferente en la primera alimentacion, lo que causa un mayor desarrollo
desde el inicio en algunas larvas y por tanto incrementan su crecimiento a una
tasa mas rapida.

> Interacciones competitivas entre individuos en el tanque de cria.
» Ausencia de un nivel uniforme y éptimo de alimentacion.
» Falta de un tamafo de particulas alimenticias uniforme y 6ptimo.

Kinne * manifiesta que después de la eclosién se presenta altas mortalidades que
pueden correlacionarse con los tratamientos dados a los reproductores, con el
desarrollo de ciertos 6rganos y con cambios fisiologicos. Esta etapa de
mortalidades masivas se denominan periodos criticos, por las mdultiples causas
que contribuyen a las altas mortalidades subitas. ElI mismo autor define como
periodo critico en la vida, aquel estadio caracterizado por incrementos de
mortalidad debido a la nutricién inadecuada, a la interferencia de otros organismos
(competidores, depredadores o enfermedades) y estrés ambiental. Usualmente el
periodo mas critico es el que corresponde a la reabsorcion del vitelo, la apertura
de la boca y comienzo de alimentacion exégena.

4.10.1 Desarrollo larval. Al momento de la eclosién en L. guttatus, Damas, et
al'® sefialan que el saco vitelino y la gota de aceite estan proyectados por delante
de la region cefalica. Segun los mismos autores, la larva se ubica verticalmente

% HECHT, T. and PIENAAR, A. A review of cannibalism and its implications in fish larviculture. In
Journal of the World. USA: Aquaculture. Society, Vol. 24, No. 8 (September, 1993). p. 250.

% KINNE, O. Marine Ecology. New York: s.n.e., 1977. p. 30.
1% DAMAS, T.; BORRERO, M.; MILLARES, N; GONZALES, E. Desarrollo embrionario y prelarval

del caballerote (Lutjanus griseus Linne 1758) En: Revista Cubana de investigaciones pesqueras.
Cuba: s.n.e., Vol. 3, No. 4 (Julio, 1978). p. 25.
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en el agua de acuerdo con la posicién de la gota de aceite, llegando a observar
larvas con hasta cuatro gotas oleosas, las larvas recién eclosionadas presentan
una distribucién de pigmentos, posicién del saco vitelino y otra caracteristicas,
como lentes épticos y ausencia de cavidad bucal. Por lo tanto se puede afirmar
que el desarrollo larval de los pargos es tipico y similar al de todos los teledsteos
pelagicos.

Querales "' corrobora que las larvas recién nacidas son distintas a los peces
adultos. No tienen boca, tubo digestivo, ano, branquias, ni vejiga hidrostatica. La
vesicula vitelina les facilita el material y la energia que necesitan para crecer y
desarrollarse. El vitelo es un alimento de reservas de excelente calidad. Mata, et
al'® proponen dos férmulas para el célculo del volumen del saco vitelino y gota de
aceite:

V = 0,1667TTLH?
donde
V: Volumen del saco vitelino
L: Longitud del saco vitelino
H: altura

V= 0,1667mD?
donde
V: Volumen de gota de aceite
D: Diametro de gota de aceite

Los mismos autores manifiestan que la boca y el tubo digestivo se desarrollan a
medida que va disminuyendo progresivamente la vesicula vitelina. El tiempo que
las larvas tardan en poder utilizar alimento exterior varia segun la especie y
dependen del tamano de la vesicula vitelina. Puede ser un solo dia, para algunas
especies y tres a cuatro dias o mas para otras.

%" QUERALES, D. Descripcion del desarrollo embrionario y larval de Paralabrax dewegeri
Metzelaar, 1919 (pises: Serranidae). Trabajo de grado (Licenciado). Boca de Rio, Venezuela:
Universidad de Oriente. 2001. p. 54.

12 MATA, Ernesto; ROSAS, Jests; VELASQUEZ, Aidé; CABRERA, Tomas. Induccién hormonal al
desove y descripcion larval del corocoro Orthopristis ruber Cuvier (Pisces: Haemulidae). En: Nucleo
de Nueva Esparta. Venezuela: Instituto de Investigaciones Cientificas, Vol. 39, No. 1 (Julio, 2004).
p. 25.
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Lajonchere y Hernandez '® sostienen que el conducto de cuvier ampliado a un
sistema capilar epitelial que recubre la vesicula vitelina sirve de érgano
respiratorio. El proceso de respiracién, durante el cual el cuerpo de la larva
absorbe el oxigeno disuelto del agua se realiza por difusion. Las branquias
comienzan a formarse durante el desarrollo larval y van encargandose
gradualmente de la funcion respiratoria.

Los mismos autores aseguran que las larvas de peces no tienen pigmentacion o la
tienen muy escasa y por lo tanto, no tienen ninguna proteccién contra los rayos
ultravioleta emitidos por el sol. En el momento que la vesicula hidrostatica se llena
de aire es un instante crucial en la vida de la larva del pez, pues al poco tiempo la
larva comienza a buscar alimentos en el exterior, aunque tenga un 20 — 30% de
vitelo. La presencia de este en esta fase sirve para asegurar la supervivencia, ya
que por algun tiempo, a las larvas le resulta aun dificil encontrar en el exterior
alimentos adecuados.

1% | AJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 255.

64



5. DISENO METODOLOGICO

5.1 LOCALIZACION

El ensayo se realiz6 en la Estacidon Acuicola Bahia Malaga que se encuentra
ubicada en la regién central de la Costa Pacifica Colombiana al costado izquierdo
de Bahia Méalaga — Buenaventura, departamento del Valle del Cauca, con latitud
4°05’N vy longitud de 77°21'W, clima ecuatorial célido humedo, temperatura
ambiente de 30 °C, precipitacién pluviométrica de 2.650 mm anuales y humedad
relativa de 83% .

5.2 ESTACION ACUICOLA BAHIA MALAGA

La estacion Acuicola Bahia Malaga (Figura 8), es una estacibn marina
perteneciente al Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) con la mision
institucional de producir alevinos de excelente calidad. Al mismo tiempo, fomentar
y desarrollar la acuacultura marina, la investigacién cientifica, la educacion
ambiental, proteccion y vigilancia, para beneficio de las comunidades del Pacifico
Colombiano.

Figura 8. Estacion Acuicola Bahia Malaga

“ INSTITUTO DE HIDROLOGIA, METEOROLOGIA Y ESTUDIOS AMBIENTALES. Pasto,
Colombia, 2006 (Comunicacion personal)
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5.3 PERIODO DE ESTUDIO

La investigacién se realiz6 en el periodo comprendido entre noviembre de 2007 y
junio de 2008, durante los primeros cuatro meses se realizaron las capturas y
adaptacion de los reproductores a condiciones de cautiverio y estandarizacion de
los protocolos de induccion. El resto de la temporada se efectud la induccion al
desove con los tratamientos propuestos.

5.4 INSTALACIONES

Se utilizaron cuatro jaulas flotantes (Figura 9) con dimensiones de 2,5 m de largo
por 3,0 m de ancho y 2,5 m de profundidad, con un area de 7,5 m?, localizadas en
mar abierto y adaptadas de tal manera que permitieran el manejo en
confinamiento de los reproductores.

Figura 9. Jaulas flotantes para adaptacion a cautiverio de Lutjanus guttatus
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La maduraciéon artificial se desarrolld6 en cuatro tanques plasticos con una
capacidad de 1.000 L conectados por medio de tuberia de PVC a cuatro
colectores provistos de una malla de 500 micras (Figura 10).

Figura 10. Instalaciones para el desove de Lutjanus guttatus

5.5 MATERIALES, INSUMOS Y EQUIPOS

Para el desarrollo de este proyecto se utilizo:

- Palangre pelagico

- Recipientes plasticos de 50 L de capacidad
- Recipientes plasticos de 10 L de capacidad
- Bastidores

- Porta y cubre objetos

- Beaker (500, 1.000 ml)

- Pipeta (5,0 ml)
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- Cajas Petri

- Equipo de diseccién

- Equipo Multiparametros marca Kasai — schott

- Balanza gramera con aproximacion de 5,0 g

- Microscopio Nikon alphaphot

- Estereoscopio Nikon SM2 — 1

- Refractémetro afago

- Cémara Neubauer — boeco — Germany

- Ictibmetro

- Jeringas tipo insulina 1,0 ml

- Jeringas

- Aguja hipodérmica calibre 17

- Solucion serra 100 ml (Anexo.A)

- Lugol

- Quinaldine

- Gonadotropina Coriénica Humana presentacion en ampollas de 1.000 a
5.000 Ul

5.6 PLAN DE MANEJO

Se tuvo en cuenta aspectos como adecuacion de instalaciones, obtencion,
transporte, mantenimiento, determinacion del desarrollo sexual y alimentacion de
los reproductores.

5.6.1 Adecuacion de Instalaciones. Las jaulas flotantes adaptadas para el
mantenimiento de reproductores fueron limpiadas cada ocho dias, diariamente se
hacia una remocién de residuos soélidos arrastrados por la corriente marina. Antes
del desove los tanques de 1.000 L se desinfectaron con una solucién de
hipoclorito de sodio al 10% (1,0 ml/L de agua), posteriormente neutralizado con
hiposulfito de sodio al 10% (1,0 ml/L de agua). Los tanques se llenaron hasta la
mitad (500 L) con agua marina de 32,0 ppm, temperatura de 27,5 °C y un pH de 7.

5.6.2 Material biolégico. Se evaluaron 160 ejemplares de pargo lunarejo
(L. guttatus), los cuales fueron capturados del medio natural con linea de
anzuelos # ocho (Figura 11) y pescado troceado Etrumeus teres como carnada
(Figura 12). La pesca se realiz6 en horas de la noche a una profundidad de
captura de 4,6 a 12,0 metros en distintas zonas estuarinas de Bahia Malaga.

Los problemas asociados al forzado ascenso del pez a la superficie, se
compensaron mediante una aguja hipodérmica calibre 17 la cual fue insertada en
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la vejiga hidrostatica bajo un angulo de 45 grados con respecto al cuerpo del pez,
inmediatamente después de la captura se realiz6 marcaje (Figura 13) y seleccion,
teniendo en cuenta que los reproductores no registraran lesiones o deformacion.
Inmediatamente, los reproductores se trasladaron a la Estacion Acuicola Bahia
Malaga en el vivero de la embarcaciéon con agua de mar, se adaptaron en jaulas
flotantes durante un periodo de cuatro meses en el cual se alimentaron con
sardina (E. teres) troceada suministrada al 1,0 % de la biomasa.

Figura 11. Preparacion de linea de anzuelos para
la captura de L. guttatus
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Figura 13. Marcaje de los reproductores de L. guttatus

5.6.3 Induccion a la maduracion sexual. Antes de realizar la inspeccion
gonadal e induccion a la madurez los ejemplares se sedaron con sulfato de
quinaldine (Figura 14) disuelto a razon de diez gotas en 30 L de agua y el periodo
de recuperacién se realiz6 en agua marina durante cuatro a seis minutos. El grado
de desarrollo gonadal se efectué mediante biopsia ovarica cada ocho dias
(Figura 15) con canula plastica de 2,0 mm de diametro exterior que se introdujo en
el oviducto situado en la Paplla genital siguiendo el protocolo recomendado por
Lajonchere y Hernandez'®* (Anexo B). La muestra de oocitos (Figura 16) obtenida,
se colocd en solucidon Serra, con Ia finalidad de aclarar el citoplasma y poder
observar con objetivo de 40X la posicidén del nucleo y en base a esto, se determind
el grado de madurez de la hembra. Consecutivamente el diametro de los oocitos
se midioé con un micrémetro con el fin de establecer el rango de oocitos en estadio
Il en el cual el huevo aumenta de tamano y el nucleo se sitia cerca a la
membrana celular. Los reproductores que se encontraron en este estadio fueron
pesados en una balanza gramera con aproximacién de 5,0 g (Figura 17) y
medidos en un ictibmetro dividido en milimetros (Figura 18) con el fin de
establecer los valores de peso y longitud para calcular la cantidad de hormona a
utilizar segun el tratamiento.

La induccidon reproductiva en cautiverio, con Gonadotropina Coriénica Humana
(HCG) se suministré con jeringa de embolo plastico y aguja # 22 aplicada en
angulo de 45 grados en la base de la aleta pectoral del pez (Figura 19). La dosis
por ejemplar se fraccion6 en dos aplicaciones que representaban el 40 y 60%
respectivamente, con intervalo de 24 horas monitoreando el desarrollo gonadal a
través del estudio de nuevas muestras de oocitos. Después de aplicada la dosis

1% L AJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 151.
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definitiva a las hembras, se colocaron los machos en una proporcion de 3:1 en
completa oscuridad y con flujo continuo de agua. La obtencién de gametos se
efectud en los mismos tanques mediante desove natural.

Figura 14. Sedacidén de los reproductores con sulfato de quinaldine
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Figura 16. Muestra de oocitos de L. guttatus

Figura 17. Determinacion de peso de Lutjanus guttatus
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Figura 19. Inyeccion via intraperitoneal a L. guttatus

En los machos la evaluacion espermatica se efectu6 a través de muestras
obtenidas por masaje abdominal (Figura 20) ejerciendo presiéon desde la zona
cercana de las aletas ventrales hasta la region adyacente a la papila genital
siguiendo el protocolo propuesto por Lajonchere y Hernandez'® (Anexo C). Se
establecieron caracteristicas macroscépicas y microscopicas como color, aspecto,
concentracion, movilidad y tiempo de motilidad. El color y aspecto se determinaron
mediante observacion visual midiendo el mayor o menor grado de opacidad que
presentd la muestra; el numero de espermatozoides por mililitro (concentracion) se
cuantific6 a través de la cdmara de Neubauer; la movilidad se clasificd por
observacién microscépica de acuerdo con el arremolinamiento del semen y la
tabla expuesta por Sorensen'® (Anexo D) y el periodo de movimiento masivo del
esperma se calculd observando el tiempo de activacion del esperma con agua de
mar.

1% | AJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 152.

1% SORENSEN, Op. cit., p. 38
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Figura 20. Extracciéon de esperma en machos de Lutjanus guttatus

5.6.4 Recoleccion e incubacion de los huevos. Al momento de realizar la
cosecha de los huevos, en horas de la mafnana, se suspendi6 la aireacion para
que estos se mantuvieran en la superficie y pasaran a través de la tuberia de
PVC, hacia el colector donde fueron almacenados. Se tomo6 una muestra de 100
huevos para establecer el porcentaje de fertilidad y monitorear el desarrollo
ontogénico.

Los huevos se recolectaron y se lavaron en un bastidor para luego ser transferidos
a un balde de 10 L provisto de aireadores para mantener una distribucion
homogénea de los mismos en el cuerpo de agua, después se procedidé a
determinar la cantidad total de huevos a través de tres alicuotas de 5,0 ml que
fueron tomadas por medio de una pipeta y colocadas en una caja petri, al cual se
le adicion6 0,5 ml de lugol con la finalidad de tefir los huevos y facilitar su conteo
en el estereoscopio. Una vez realizado este procedimiento se suspendié la
aireacion y se dejo reposar el agua por diez minutos para decantar los huevos
muertos, los cuales fueron retirados por sifoneo.

Posteriormente, se tomd una muestra de 500 ml para determinar a las 12 horas el
porcentaje de eclosion de los huevos fertilizados, estableciendo la cantidad de
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larvas presentes en el cuerpo de agua, siguiendo el mismo procedimiento al
efectuado para el conteo de huevos. Finalmente los huevos se trasladaron a
tanques con una capacidad de 4,0 toneladas (Figura 21) para controlar el proceso
de embrionamiento y eclosién. El desarrollo embrionario se verific6 cada 10
minutos en las primeras etapas y cada hora en el desarrollo larval, midiendo
longitud, ancho del cuerpo, largo del saco vitelino ;/ didmetro de la gota de aceite;
aplicando las formulas propuestas por Mata, et al'®’ para el calculo del volumen de
la reserva vitelina.

Figura 21. Tanques de incubacion y larvicultura

5.7 DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL
AGUA

Se realiz6 monitores diarios de los parametros fisicoquimicos como temperatura,
oxigeno disuelto, salinidad, pH, durante el mantenimiento de los reproductores,
desove e incubacion de los huevos con un equipo comercial multiparamétrico.

% MATA; ROSAS; VELASQUEZ, CABRERA, Op. cit., p. 25.
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5.8 TRATAMIENTOS

Se evaluaron cuatro tratamientos con 10 réplicas (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos para la induccién de hembras de L. guttatus

i Protocolo
Dosis Total o )
Tratamiento por kg de - (% de la dosis total) -
peso vivo Aplicacion Intervalo Aplicacién
inicial (%) (horas) final (%)
To Sin hormona
T, HCG 1000UI 40 24 60
T, HCG 1500UlI 40 24 60
T3 HCG 2000UlI 40 24 60

5.9 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar conformado por cuatro tratamientos y
10 réplicas, considerando a cada animal como unidad experimental. El modelo
estadistico de evaluacién es de tipo lineal representado de la siguiente manera:

Yij=l-l+ii + §ii

Donde:
Yij=respuesta de la i-ésima unidad experimental que recibe al j- ésimo
tratamiento.

= media poblacional.
I; = efecto del j- ésimo tratamiento.
§ij=error experimental asociado a la i-ésima unidad sometido alj- ésimo
tratamiento.

La distribucién normal de los datos se verificd con la prueba de Shapiro Wilk para
realizar analisis de varianza con pruebas paramétricas, determinando si existen o
no diferencias significativas entre los promedios de los pardmetros reproductivos y
biométricos (peso, longitud total, diametro de oocitos, tiempo de desove,
fecundidad relativa, porcentajes de fertilizacién y eclosién) con un analisis de
varianza ANOVA y prueba de Tukey para establecer el mejor tratamiento. La
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relacion entre las variables se analiz6 mediante la correlaciéon simple lineal de
Pearson.

5.10 FORMULACION DE HIPOTESIS

Para la ejecucion del proyecto se planteé las siguientes hipétesis.

Ho: po =p1 =p2 =13

La aplicaciéon de Gonadotropina Coriénica Humana (HCG) en diferentes dosis en
la induccién de pargo lunarejo (Lutjanus guttatus) no produce efectos diferentes
sobre las variables evaluadas.

H1: po #pq #Fpo#ps

Por lo menos una de las dosis de Gonadotropina Coridnica Humana (HCG) en la
induccién de pargo lunarejo (Lutjanus guttatus) produce efectos diferentes sobre
las variables evaluadas.

5.11 VARIABLES

Se analizaron las variables, peso, longitud, diametro de oocitos antes y después
de la inducciéon hormonal, tiempo de desove, fecundidad relativa, fertilidad y
eclosion.

5.11.1 Peso y longitud corporal. Se determiné el peso, longitud total y longitud
estandar de cada uno de los reproductores.

5.11.2 Diametro de los oocitos. Se midi6 el diametro de los oocitos
antes y después de la induccién con un micrémetro de escala 1:100 y un
microscopio optico.
D=MxF
donde
D: Didmetro del oocito (micras)
M: Diametro del oocito (micras)
F: Factor del ocular graduado
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5.11.3 Tiempo de desove. Periodo empleado por las hembras para lograr la
ovoposiciéon después de la aplicacién de la segunda dosis hasta la expulsion de
Ovulos maduros.
TD=T,-T,4
donde
TD: Tiempo de desove
T1: Hora de la ultima aplicacion hormonal
T2: Hora del desove natural

5.11.4 Fecundidad. La fecundidad se define como el numero de
huevos por unidad corporal del pez. Al realizar prueba de Shapiro Wilk
(Anexo E) no existié distribucion normal de estos datos por lo que se
transformaron a logaritmo natural.

F=FT/P
donde
F: Fecundidad
FT: Fecundidad total (N° de huevos )
P : Peso de la hembra (kg)

5.11.5 Porcentaje de fertilizacion. Se realiz6 el conteo de ovas embrionadas y
se convirti6 a arcoseno los porcentajes calculados para cumplir el supuesto de
normalidad (Anexo E).

F = No. de ovas vivas x 100 / No. de ovas totales
donde:
F: Porcentaje de fertilizacion

5.11.6 Porcentaje de eclosion. Se realizd el conteo de larvas con respecto al
numero de oocitos fertilizados.

5.11.7 Analisis parcial de costos. Se desarroll6 un analisis parcial de costos,
tomando como costo variable la cantidad de hormona suministrada por
tratamiento.
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6. PRESENTACION Y DISCUCION DE RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS

El conocimiento previo de los aspectos fundamentales de la biologia y
esencialmente los relacionados con la maduracion sexual fueron fundamentales
para implementar la reproduccion controlada de peces.

6.1.1 Caracteristicas morfolégicas. El pargo lunarejo (L. guttatus) es una
especie heterosexual, con crecimiento similar en machos y hembras, sin
diferenciacion fenotipica entre ambos sexos. En este estudio los ejemplares se
identificaron por caracteres anatomicos de la region anal (Figura 22). Los machos,
poseen gonadas alargadas, pares, de igual tamano que ocupan la mitad de la
cavidad corporal, al tacto se sienten duras, turgentes y se relacionan dorsalmente
en los rifones y la vejiga hidrostatica, presentan dos orificios en la parte extrema
terminal (anal y urogenital), con una leve presion antero-posterior, se obtiene
semen en el caso de los machos maduros. Las hembras, poseen tres orificios
(anal, poro genital y abertura urinaria), las goénadas son un par de ovarios
independientes en forma de sacos redondeados en su parte anterior disminuyendo
en forma coénica hacia la papila genital, ocupan la cavidad abdominal y son
ventrales a los rifiones y a la vejiga hidrostatica.

6.1.2 Indicadores reproductivos. Los parametros reproductivos que se tuvieron
en cuenta en esta investigacion fueron:

» Pesoylongitud. Segun el analisis estadistico (Anexo F), las hembras
capturadas para el estudio de los diferentes tratamientos, no presentaron
diferencias significativas (p > 0,05) en cuanto a peso y longitud, asegurando
uniformidad de los peces y eliminando posibles fuentes de variacion con relacién a
estos parametros (Tabla 2, Figura 23 y 24 ). Para la reproduccion inducida con
hormona se utilizaron 160 animales, de los cuales 40 fueron hembras con un peso
promedio de 0,53 + 0,06 kg y una longitud total promedio de 30,69 + 1,38 cm. Los
machos con un peso promedio de 0.55 + 0,15 kg y longitud total promedio de
32,25 + 1,84 cm.
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Figura 22. Diferenciacion de sexo por caracteres anatémicos en L. guttatus

Mojica'® demostré que hembras de L guttatus de 30,0 cm de longitud total y
0,5 kg registran madurez en estadios Ill y IV y se encuentran en estado 6ptimo
para la induccién.

El estudio presenté talla minima para la induccion de 27,0 cm para hembras y 29,0

cm para machos, valores cercanos al intervalo determinado por Rojas,'® en L.
guttatus y L. peru con talla minima de 30,0 cm. Asimismo, Thompson y Munro'™®,

1% MOJICA, Hermes. Informe de comisién. Colombia: s.n.e., 2002. p.2. (Fotocopias).
1% ROJAS, Op. cit., p. 440.
"% THOMPSON, R.and MUNRO, L. The biology, ecology and bioeconomics of the snapper

Lutjanidae in caribean coral reef fisheries resources. In International Workshop of tropical groupers
and snappers. México: ICLARM PESCA, Vol. 6, No. 6 (March, 1993). p. 101.
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Aviles, et al'"!, Watanabe, et al,''? establecieron las tallas minimas de madurez de
27 cm en machos y hembras para L. bucanella, L. argentiventrisy L. analis.

Tabla2. Peso y longitud de hembras de L. guttatus en los diferentes
tratamientos

To T, T, T, Promedio c.v

Peso (kg) 0,49+0,08 052+0,11 0,49+0,14 062+0,19 0,53 +0,06 11,32

Longitud total 32,0+15 29,6+272 29,4+324 31,78+244 30,69 +1,38 4,50
(cm)
L. estandar (cm) 26,9+2,02 248210 242+230 265+268 256130 5,08

C.V: Coeficiente de variaciéon

Figura 23. Peso promedio por tratamiento en hembras
de L. guttatus
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" AVILES, A.; REYES, L.; VALDES, S.; HIRALES, O.; RODRIGUEZ, R.; PARDO, U.; LIZAWA, M.
Acuicultura en Latinoamérica. Chile: Universidad Catdlica del Norte, Silva & Merino, 1996. p. 280.

2 WATANABE, Wade; ELLIS, Eileen; ELLIS, Simon; CHAVES, Juan; MANFREDI, Christini.

Artificial Propagation of Mutton Snapper Lutjanus analis, A New Candidate Marine Fish Species for
Aquaculture. In Journal of the World. USA: Aquaculture Society, Vol. 29, No. 2 (June, 1998). p. 177.
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Figura 24. Longitud promedio por tratamiento en hembras
de L. guttatus
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> Diametro antes de la induccion. El andlisis de varianza (Anexo F)
demostré que el diametro de los oocitos antes de la induccion no presentaron
diferencias estadisticas significativas (p>0,05) (Tabla 3 y Figura 25) estableciendo
un diametro promedio de 353,14 £+ 12,25 micras (con un rango de 300,59 — 393,5
micras) en estadio Ill de maduracién, es decir proximos a la madurez, segun lo
descrito por Gonzales y Regis''®, para especies de la familia Lutjanidae, indicando
uniformidad en el diametro antes de la aplicacion hormonal. Los oocitos extraidos
por canulacién de los distintos tratamientos, son de color claro y se encuentran
agrupados, al ser observados al microscopio (Figura 26) se determiné un
promedio de 65% de nucleos en fase de migracion.

Longitud total (cm)

T1 T2 T3

Minton, et al''*, Emata, etal'™y Watanabe, etal''® indujeron hembras de

"3 GONZALES y REGIS, Op. cit., p. 131.

" MINTON, Veron.; HAWKE, John.; TATUM, Walter. Hormone induced spawning of the red
snapper, Lutjanus campechanus. In Journal of the World. USA: Aquaculture Society, Vol. 3, No.
30 (February, 1983). p. 362.

"5 EMATA, A.; EULLARAN, B.; BAGARINAO, U. Induced spawning and early life description of the
mangrove red snapper, Lutjanus argentimaculatus. In Journal of the World. USA: Aquaculture
Society, Vol. 8, No. 121 (September, 1994). p. 385.

"® WATANABE; ELLIS; ELLIS; CHAVEZ; MANFREDI, Op. cit., p. 180.
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L. campechanus, L. argentimaculatus y L. analis con HCG en estadio Il y un
diametro promedio de 370 micras (rango de 225 — 475 micras). Teran, et al'"’
indican un proceso de vitelogénesis final y requieren gonadotropina exégena para
la ovulacién como se evidenci6 en trabajos realizados por el mismo autor en L.
peruy por Lim, etal''®, en L. johni.

Tabla 3. Diametro promedio de los oocitos antes y después de la induccién
hormonal de L. guttatus.

To T4 T, Ts Promedio C.V
Diametro antes de 351,56 358,11 365,90 337,00 353,14 3,47
la induccion (micras) + 18,68 +14,13 43,99 + 31,56 12,25
Diametro  después 361,22* 443,20 437,80 407,90
de la induccion +22,75 +106,18 * 56,20 + 48,64
(micras)
Incremento (%) 2,67 16,22 16,42 17,38

* indica una diferencia significativa

Figura 25. Diametro promedio por tratamiento de oocitos de L. guttatus
antes y después de la induccion.

450
400
350
300
250
200
150
100

50

Didmetro antes

I Diametro despueés

Diametro de oocitos (p)

TO T1 T2 T3

""" TERAN; ROSALES; DUMAS; PLIEGO; ALCANTAR, Op. cit., p. 20.
"8 |IM, L.; CHEONG, |.; LEE, B.; HENG, H. Induced breeding studies of the John’s snapper

Lutjanus johni (Bloch), in Singapore. In Singapore Journal. Singapore: primary Industries, Vol. 5,
No. 13 (April, 1985). p. 75.
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Figura 26. Oocitos de L. guttatus antes de la induccion con
HCG (10X)

Escala micrémetro 1:100

6.2 EVALUACION COMPARATIVA DEL EFECTO DE LA HORMONA

6.2.1 indice de ovulacién. El 97% de los ejemplares de los tratamientos Ty, T2 y
T3 presentaron maduracion inducida, a diferencia de T, que no presentdé desove
natural (Tabla 4).

Tabla 4. Respuesta a la induccion con HCG en hembras de
Lutjanus guttatus

Tratamiento No Hembras ovuladas/ Resultado Porcentaje
No Hembras tratadas

0 0/10 0 0
1 10/10 1 100
2 10/10 1 100
3 9/10 0.9 90

Los indices de ovulacion obtenidos se deben a que las cantidades aplicadas de
hormona fueron adecuadas para finalizar la cascada fisiolégica: Epifisis,
hipotalamo, hipdfisis, gbnada. La efectividad de la hormona en esta investigacion

84



fue superior a los ensayos reportados por Teran, et al''®y Mojica'®®, en L. peru
(70%), L guttatus (0%) y L. argentiventris (50%)

Los resultados del presente estudio, se explican por la practica de reproduccién
implementada para reducir el estrés de los ejemplares, debido a que el desove y
fecundacion tubieron lugar en forma natural y en el momento 6ptimo. Igualmente,
el fraccionamiento de la hormona en dos dosis estimul6 la maduracién y ovulacion
de los oocitos que todavia no sufrian vitelogénesis.

6.2.2 Diametro después de la induccion. De acuerdo al andlisis de varianza
(Anexo F) el diametro después de la induccion presentd diferencias estadisticas
significativas (p <0,05) entre los tratamientos, al realizar prueba de Tukey (Anexo
G) se evidencié que T4, T2 y T3 presentaron un crecimiento homogéneo 16,7%
después de aplicar la dosis hormonal a diferencia del tratamiento testigo que solo
increment6 en 2,67% (Tabla 3 y Figura 25), por lo que se establece un promedio
de 429,63 = 19,01 micras para T4, T2, T3 (con un rango de 346,0 — 554,67 micras)
y 361,22 + 22,75 micras para Ty verificando mediante cortes histolégicos (Figura
27) que para este tratamiento los oocitos continuaron en estadio Il y Ill, debido a
que la gonadotropina, que estimula la maduracién del oocito no fue liberada a la
circulacién, Zohar ' demostré que la inhibicion de este proceso ocurre
frecuentemente en desove de peces en cautiverio por lo que se requiere de
hormona exdgena para que ocurra el proceso de vitelogénesis final.

Watanabe, et al'? indujeron hembras de L. analis con dosis de 1.500 Ulkg

registrando didmetro de oocitos de 450 micras (rango de 275 — 575 micras) valor
similar al promedio de los tratamientos T4, To T3 del presente estudio (Figura 28)
ubicando a los oocitos en estadio |V, hidratados, listos para el desove, con
aumento y fusion de granulos de vitelo que desplazan el nucleo a una posicion
excentrica.

"' TERAN; ROSALES; DUMAS; PLIEGO; ALCANTAR, Op. cit., p. 25.
120 MOJICA, Op. cit., p. 5.
121 ZOHAR, Op. cit., p. 100.

122 WATANABE; ELLIS; ELLIS; CHAVEZ; MANFREDI, Op. cit., p. 183.
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Figura 27. Ovocitos en estadios Il y Il en el corte histolégico de una
gonada de Lutjanus guttatus

Figura 28. Oocito de L. guttatus después
de la primera dosis de HCG (10X)

. -

Escala micrometro 1:100

6.2.3 Tiempo de desove. Segun el analisis estadistico (Anexo F) el tiempo de
desove no present6 diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos Ty,
To, T3 (Tabla 5, Figura 29) con un promedio de 12,95 + 0,42 horas a temperatura
de 27 °C. Lajonchere y Hernandez '*® determinaron que este periodo es
relativamente corto en especies tropicales lo cual se debe a la rapida accion

123 LAJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 50.

86



fisiologica de la hormona a altas temperaturas ambientales. Minton, et al'®*y
Teran, et al'®® registraron un tiempo de 13 y 24 horas en L. campechanus'y L. peru
respectivamente utilizando 1.500 Ul de HCG fraccionada en dos dosis a
temperatura de 27 °C. Soletchinik, et al'?®® reportaron que al incluir una sola
inyeccion, la ovulacion dura 18 horas en L. argentiventris a la misma temperatura.

Yaron'?’ refiere que cada especie posee un rango de tiempo para el desove que
depende de la hora del suministro de la dosis, de las condiciones de estrés y
grado de madurez sexual de los reproductores. De igual manera, Watanabe, et
al'®® manifestaron que el periodo de latencia varia con diversos factores, como
edad, estado de desarrollo del ovario (diametro de los oocitos), temperatura y
tamafo del tanque de desove. Carvajal'®® establece que en la mayoria de los
Lutjanidos el desove parece estar relacionado con el fotoperiodo y la temperatura
del agua, indicando que para una dosis similar utilizada, el tiempo de desove,
disminuye a medida que existe un aumento de temperatura, debido a la condicion
poiquilotérmica de la especie.

124 MINTON; HAWKE; TATUM, Op. cit., p. 363.

12> TERAN; ROSALES, DUMAS; PLIEGO; ALCANTAR, Op. cit., p. 20.

126 SOLETCHINIK, P.; SUQUET, M.; THOUARD, E.; MESDOUZE, J. Spawning of yellowtail
snapper (Ocyurus chrysurus Block 1791) in captivity. In Journal of the World. USA: Aquaculture
Society, Vol. 5, No. 77 (June, 1989). p. 288

27 YARON, Z. Endocrine control of gametogénesis and spawning induction in the carp. In Journal
of the World. USA: Aquaculture Society, Vol. 12, No. 129 (May, 1995). p. 50.

128 WATANABE; ELLIS; ELLIS; CHAVEZ; MANFREDI, Op. cit., p. 183

129 CARVAJAL, Op. cit., p. 53.
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Tabla 5. Promedios por tratamiento de los indicadores de desempeio
reproductivo de L. guttatus inducidos con HCG

To T T, Ts Promedio Ccv
Tiempo de
desove (horas) 0 12,9 13,4 12,56 12,95 3,24
+0,74 +1,35 +0,73 +0,42
Fecundidad 0 160.611 132.267 145.862 146.247 9,69
+86.946 +£70.104 +89.836 +14.176
Fertilidad (%) 0 63,5 78,4 66,0 69,3 11,51
+ 20,66 +16,36 +21,07 +7,98
Eclosion (%) 0 56,0 51,2 48,11 51,77 7,69
+33,03 +19,02 + 25,17 + 3,98

Figura 29. Promedio por tratamiento de Tiempo de desove en
hembras de L.guttatus
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6.2.4 Fecundidad. El andlisis de varianza (Anexo F) demostré que la
fecundidad no presentd diferencias estadisticas significativas (p>0,05) entre los
tratamientos T4, T, T3, estableciendo un promedio de 146.247 + 14.176 oocitos/kg
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de hembra (Tabla 5 y Figura 30). Arnold, et al'*® analizaron en L. campechanus,
una fecundidad de 100.000 oocitos/kg de hembra, Cabrera, et al'®' en la especie
L. griseus reportaron 162.475 oocitos por kilogramo de hembra, Asimismo,
Mojica'®, Torres, et al’*®*y Teran, et al "**cuantificaron 142.500 oocitos/kg de
hembra para L. argentiventris y L. synagris y 28.629 oocitos/kg de hembra en
L. peru utilizando la hormona Gonadotropina Coridnica Humana.

De acuerdo con Junca, et al citados por Rodriguez y Ortega'®, la fecundidad

puede alterarse por el tipo de desove, duracion de la época reproductiva,
reabsorcion de los 6vulos y demas agentes extrinsicos (ambientales) e intrinsicos
(metabdlicos); por lo cual la fecundidad es el reflejo del efecto de varios factores
sobre cada organismo, dentro de los cuales se encuentran: temperatura,
fotoperiodo, densidad de poblaciones y el estado de nutricién. Lajonchere y
Hernandez '*® comprobaron que las especies carnivoras y levantadas con
alimentos naturales responden mejor que los alimentados con concentrados
artificiales.  Cushing '*" sostiene que en zonas tropicales y subtropicales, la
reproduccion de los peces se caracteriza por desoves parciales o ciclos abiertos,
los Lutjanidos en confinamiento presentan, dos a tres ovoposiciones por afo.

El presente estudio demostré relacion inversa de este parametro con el tiempo de
desove (Pearson r = -0,34) (Anexo H) (Figura 31), similar a lo expuesto por
Lajonchere y Hernandez "8, quienes manifiestan que tiempo de desove,
fecundidad, fertilidad y eclosion son condiciones fisioldgicas que estan

130 ARNOLD, C.; WAKEMAN, M.; WILLIAMS, D.; TREECE, D. Spawning of red snapper (Lutjanus
campechanus) in captivity. In Journal of the World. USA: Aquaculture Society, Vol. 10, No. 15
(May, 1978). p. 301.

31 CABRERA; ROSAS; MILLAN, Op. cit., p. 240.

132 MOJICA, Op. cit., p. 2.

'3 TORRES, Ricardo; AYALA, Luis; SALAS, Silvia. Determinaciéon de algunos parametros de la
reproduccion de la rubia Lutjianus synagris en las costas de Veracruz. En: Revista de
Investigacion marina. México: Instituto de Ciencias del mar y Limnologia, Vol. 8, No. 20 (Octubre,
1990). p. 23.

'3 TERAN; ROSALES, DUMAS; PLIEGO; ALCANTAR, Op. cit., p. 20.
13> RODRIGUEZ y ORTEGA, Op. cit., p. 105.

13 | AJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 72.
'3 CUSHING, D. Ecologia marina y pesqueria. Espafa: Acribia, 1975. p. 180.

138 LAJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 60.
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intimamente relacionados. Estay, et al'*® aseguran que a mayor periodo de
ovoposicién las hembras disponen de mayor tiempo para reabsorber los oocitos,
los cuales sufren atresia, disminuyendo la probabilidad de obtener mayor cantidad
de huevos.

Figura 30. Promedio por tratamiento de fecundidad en hembras
de L. guttatus.
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6.2.5 Porcentaje de fertilizacion. De acuerdo a la cantidad de huevos
fertilizados se efectué un analisis de varianza (Anexo F) el cual indicé que no
existen diferencias estadisticas significativas (p>0,05) entre los tratamientos T+, To,
T3, por lo que se establece un promedio de 69,3 + 7,98 % de fertilidad para
uttatus (Tabla 5 y Flgura 32), valor semejante al reportado por Watanabe, et
40 Mmton et al "y Wudthisin " en L. analis, L. campechanus,
L.argent/maculatus con 72 % de fertilizacion.

139 ESTAY, F.; CENSOLA, H.; TELLES, V. Biologia del desarrollo y reproduccion artificial en trucha
arcoiris. Chile: Conicyt, 1994. p. 15.

0 WATANABE; ELLIS; ELLIS; CHAVEZ; MANFREDI, Op. cit., p. 184.
T MINTON; HAWKE; TATUM, Op. cit., p. 363.

142 192 WUDTHISIN, P. Propagation on the red snapper, Lutjianus argentimaculatus (Forsskal).

Thailand: Marine Fisheries Division, 1984. p. 50
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Figura 31. Correlacion entre fecundidad y tiempo de desove
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La investigacién registré mayores porcentajes a los reportados por Cabrera, et
al'® en L.griseus (36%), quienes manejaron un macho por cada hembra en los
tanques de desove. El resultado se debe a la proporcién de reproductores 1:3
utilizada en el presente estudio; Matsuyama, et al'**y Cerqueira'*® comprobaron
que este aspecto influye de manera directa sobre la fertilizacién teniendo en
cuenta que al comparar relaciones macho hembra de 1:1 y 1:3 registraron
fertilizacion de 34,45 y 70,0 % respectivamente. Asimismo, Tamaru'*® determiné
que en desoves inducidos con hormona, los rangos de fertilizacion son amplios y
pueden variar entre 32,6 y 99,9 %, considerando buena la fertilizacion de este
ensayo para fines productivos.

%3 CABRERA; ROSAS; MILLAN, Op. cit., p. 240.

144 MATSUYAMA, M.; TAKEUCHI, H.; KASHIWAGI, M.; HIROSE, K.; KAGAWA, H. Induced
gonadal development and spawning in inmature red sea bream Pagrus major with LHRH-a
administration in different ways during winter season. In Journal of the World. USA: Fisheries
Science, Vol. 61, No. 3 (January, 1995). p. 475.

% CERQUEIRA, Op. cit., p. 5.

¢ TAMARU, Op. cit., p. 365
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Los resultados obtenidos en los tres tratamientos establecen correlacion positiva
(Figura 33) entre el diametro del oocito después de aplicada la hormona con
porcentaje de fertilizacion (Pearson r = 0,5) (Anexo |) relacién también expuesta
por Barnes, et al'*” en L. synagris quienes concluyen que huevos grandes exhiben
menor porcentaje de mortalidad.

En los peces con desove parcial, la produccién anual de huevos es afectada por
su tamafio. Fuiman y Werner'*® afirman que diferencias de tamafio de oocito
inicial aun pequefas pueden traducirse en cambios substanciales en la
fertilizacién debido a que la variabilidad del mismo es un factor importante para el
desarrollo embrionario. De igual manera, Lépez'*® manifiesta que oocitos de gran
volumen poseen amplias cantidades de vitelo que proveen mas energia para el
crecimiento y la ontogenia antes de que las larvas requieran nutricion exégena.

Figura 32. Promedio por tratamiento de porcentaje de fertilizacion
en L. guttatus.
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Y7 BARNES, M.; HANTEN, R.; CORDES, R.; SAYLER, W.; CARREIRA, J. Reproductive
performance of Inland fall Chinook salmon. In Journal of the world. USA: Aquaculture Society, Vol.
3, No. 62 (August, 2000). p. 207.

“® FUIMAN, L. and WERNER, R. Fishery Science: The Unique Contribution of Early Life. USA:
Backwell Science Ltd. 2002. p. 102.

' LOPEZ, Op. cit., p. 20.
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Figura 33. Correlacion entre porcentaje de fertilizacion y
diametro de oocito después de la induccién hormonal.
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6.2.6 Porcentaje de eclosion. Al realizar un analisis de varianza (Anexo F) la
cantidad de huevos eclosionados por tratamiento no presentaron diferencias
estadisticas significativas (p>0,05) entre Tq, Tp, T3, indicando un promedio de
51,77 £ 3,98 % para esta variable que es un porcentaje aceptable en condiciones
de cautiverio (Tabla 5 y Figura 34), Lajonchere y Hernandez'° exponen que no
son econémicamente viables valores menores al 30% de eclosién. Minton, et al'
y Cabrera, et al'® registraron eclosiones de 60 y 68% en L. campechanus vy

L. griseus respectivamente.

La presente investigacién, estableci6 mayores porcentajes de eclosion a los
reportados por Del Rio, et al'*® para la especie Xenomelaniris brasiliensis (36%),

159 | AJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 55.

I MINTON; HAWKE; TATUM, Op. cit., p. 364.

12 CABRERA; ROSAS; MILLAN, Op. cit., p. 240.

'3 DEL RIO, Verénica; ROSAS, Jesls; VELASQUEZ, Aidé; CABRERA, Tomas. Desarrollo
embrionario, larval y tiempo de metamorfosis del pez tropical Xenomelaniris brasiliensis (Pisces:

Atherindae). En: Nucleo de Nueva Esparta. Venezuela: Instituto de Investigaciones Cientificas,
Vol. 3, No. 5 (Marzo, 2005). p. 68.
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debido a las técnicas de incubacion implementadas como fueron sistema de
recirculacion vy filtracion que disminuyen la turbidez del agua, factor que afecta la
etapa de eclosién, asimismo, Lajonchere y Hernandez '** comprobaron que la
supervivencia de los huevos varia con la especie y edad de los reproductores.

Figura34. Promedio por tratamiento de porcentaje de eclosion
en L. guttatus
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6.3 EVALUACION DEL SEMEN

Todos los ejemplares machos capturados independientemente de la longitud total
presentaron espermiacion con 100 Ul de HCG/kg de peso vivo, lo cual se verificd
por la presencia de semen al presionar el abdomen cerca de la papila urogenital,
lo que indica que se presentan animales maduros a una talla pequefa y a lo largo
del ano.

> LAJONCHERE y HERNANDEZ, Op. cit., p. 55.

94



Lajonchere y Hernandez'*® manifiestan que la HCG es una hormona anéloga a la
gonadotropina hipofisiaria propia del pez, debido a que ejerce su funcion
directamente sobre las células de Leyding, estimulando la producciéon de
esteroides, involucrados en la maduracién y espermiacion. Dicha hormona puede
actuar sinergicamente con las gonadotroP'nas del reproductor, incrementando el
efecto de estas Ultimas. Watanabe, et al'*® comprobaron que la HCG es efectiva
para estimular Lutjanidos como L. analis, registrando comportamiento de cortejo
vigoroso y buena fertilizacion. Lim, et al®’, Doi y Singhagraiwan *®, Emata, et al
57 practicaron con éxito inducciones voluntarias en L. johni, L. argentimaculatus y
L. campechanus determinando que el comportamiento del cortejo de machos
puede ser un importante preludio para sincronizar la expulsion de gametos y para
un desove natural.

La inyeccién de gonadotropina provocd un aumento del tiempo de motilidad en el
presente ensayo (75 s a 119 s) casi sin alterar la concentracion espermatica (2,0
espermatozoides*10° a 2,6 espermatozoides*10°) (Figura 35) lo cual es importante
para regularizar la puesta y mejorar la fertilizacién. Segun Teran, et al'®, el
aumento de motilidad, se asocia con el incremento del esteroide
17alfa-20beta-progesterona del testiculo y del cAMP (adenosin monofosfato 3’ 5
ciclico) espermatico, provocando pH alcalino del conducto. (Tabla 6)

Segun Luchini y Cruz "', los experimentos que se han llevado a cabo para
determinar la calidad del semen han mostrado que los machos en cautiverio
presentan una motilidad de 80 a 100% similar al rango que se establecid para
L. guttatus en el presente ensayo evidenciando una motilidad de arremolinamiento
rapido de los espermatozoides en el momento que fueron activados con agua
marina.

155 | AJONCHERE y HERNANDEZ (b), Op. cit., p. 60.
¢ WATANABE; ELLIS; ELLIS; CHAVES; MANFREDI, Op. cit., p. 180.
'*7LIM, CHEONG, LEE, HENG, Op. cit., p. 83.

"8 DOI, M. and SINGHAGRAIWAN, T. Biology and culture of the red snapper,
Lutjanus argentimaculatus. Tailand: EMDEC y JICA. 1993. p. 20.

59 EMATA, A.; EULLARAN, B.; BAGARINAO, U. Op. cit., p. 385.

10 TERAN; ROSALES; DUMAS; PLIEGO; ALCANTAR, Op. cit., p. 26.

T LUCHINI, Laura y CRUZ, Cesar. Uso de Gonadotropina Coriénica Humana en la reproduccion
artificial de Rhamdia sapo. En: Revista de la Asociacion de Ciencias Naturales del Litoral. México:

s.n.e., Vol. 4, No. 1 (Septiembre, 1983). p. 88.
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Figura 35. Concentracion espermatica en machos de Lutjanus guttatus
(100X)

Tabla 6. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas del semen de
L. guttatus sometidos en los distintos tratamientos

Animales sin inducir Animales inducidos
Color Blanco Blanco
Aspecto Espeso Espeso
Movilidad (%) 80-100 80-100
Tiempo de motilidad (s) 75 119
Concentracion 2,0 2,6

(espermatozoides/10°)/ml

6.5 ANALISIS PARCIAL DE COSTOS

De acuerdo a la cantidad de hormona aplicada por hembra en cada tratamiento se
realiz6 un andlisis parcial de costos (Tabla 7) en el que se evidencié que T; con
100% de respuesta al inductor fue el de menor costo, en contraste, el tratamiento
en el que mas se invirtié, fue el tratamiento T3 ($156.110) con 90% de respuesta a
la hormona.
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Tabla 7. Costos variables

Tratamiento Costo parcial de hormona Costo parcial de la
por tratamiento hormona por hembra

T1 89.110 6.700

T2 122.110 10.000

T3 156.110 13.400

6.6 DESARROLLO EMBRIONARIO Y LARVAL DE Lutjanus guttatus

Los huevos fértiles de L. guttatus, son transparentes, esféricos, pelagicos,
adhesivos con un didmetro de 795 + 31,7 micras y espacio perivitelino, similar a lo
reportado por Silva y Merino'®, Wudthisin'®®, para L. argentiventris (758 micras)
y L. campechanus (795 micras); concordando con la descripcién de huevos de

especies marinas realizado por Blaxter'®.

6.6.1 Fases del periodo embrionario. (Tabla 8) El patron de desarrollo
embrionario de L. guttatus presenta las siguientes fases:

» Clivaje. La ovocélula se observa a los 10 minutos postfertilizacién (mpf),
ovocito en proceso de hidratacién con espacio perivitelino, citoplasma diferenciado
y corion. Durante la ovocélula, el oocito presenta membrana celular y dentro de
ella aparecen granulos de vitelo.

El blastodermo con dos células diferenciadas se presenta a las 20 mpf (Figura 36)
observando elevacion de la masa vitelina, polo animal, vegetal y diametro de 830
micras. La célula adquiere el aspecto caracteristico de una mora a la 1h:03 mpf
(MORULA) (Figura 37).

2 SILVA, A. y MERINO, G. Descripcién del huevo y larva temprana del pargo amarillo
Lutjanus argentiventris (PETERS, 1869). Chile: s.n.e., 1996. p. 250.

188 WUDTHISIN, Op. cit., p. 53.

184 BLAXTER, J. Pattern and variety in development. New York: Hoar W & D Randall, 1988. p. 30.
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El reordenamiento de la célula se aprecia a 1h:40 mpf, se dispone una capa, y se
origina una cavidad denominada blastocele dispuesta internamente entre la capa
germinal y el vitelo. A medida que la segmentacion progresa, la capa epitelial
engloba el blastocele, y el embrién se convierte en una esfera hueca, formandose

la BLASTULA (Figura 38).

Figura 36. Blastodermo con dos células

Figura 37. Mérula
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Figura 38. Blastula

> Gastrulacion y Neurulacion. ElI  estadio de gastrula (Figura 39),
se caracteriza inicialmente por movimientos celulares de involucion, convergencia
y extension del blastodermo, comenzando a migrar hacia el polo vegetal. A las
7h:8 mpf se observa un ordenamiento en la formacion de tejidos, érganos y
sistemas que demarcan la formacién del escudo embrionario (Figura 40), como
una delgada linea segmentada en el blastodermo, se reconoce la formacién de la
cabeza, cuerpo y aparece el esbozo de la vesicula optica. A las 9h:51 mpf se
distingue el corazén, un glébulo de aceite de 150 micras, regién cefalica de 130
micras y la zona troncal registra 15 tubos miomerales (Figura 41), la zona caudal
se envuelve alrededor del vitelo e inicia su desplazamiento, siendo evidente el
canal nervioso, vesicula Optica, placa ética, vesiculas de kupffer, notocordio y
margenes del corazén (Figura 42).

La activacion del corazon se da a las 10h:20 mpf al igual que el movimiento del
embridn, fortaleciendo los somitos a nivel caudal y troncal, vesicula éptica visible,
pigmentacion del embrién y desprendimiento total de la zona caudal con el vitelo.
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Figura 39. Gastrula temprana

Figura 40. Formacién escudo embrionario
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Figura 41. Tubos miomerales

Figura 42. Formacion de vesiculas de Kupffer

> Embrion. La eclosion se presenta a 12h:0mpf (Figura43).
Las larvas poseen movimientos rapidos, definidos e intermitentes, un cuerpo
moderadamente alargado sin pigmentacion, cabeza semiovalada, saco vitelino de
forma eliptica (Figura 44), longitud total de 800 micras, ancho del cuerpo (medida
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en su parte mas ancha) de 50 micras, el saco vitelino ocupa el 62,5% de la talla
total de la larva con un volumen de 1,6 x10” micras cubicas.

Las larvas recién eclosionadas de L. guttatus muestran esbozos de la aleta
caudal, ojos desarrollados, vesicula otica, otolitos, placa olfatoria, cavidad
pericardiaca, aorta ventral, corazon funcional con ventriculo. A las 15 h post
eclosion (hpe) (Figura 45) miden 871,36 + 161,67 micras, ancho del cuerpo de
84,17 + 17,56 micras, saco vitelino reducido a 3,2 x 10° micras cubicas (que
representa el 42,17% de la longitud de la larva), melandforos distribuidos
irregularmente a lo largo del cuerpo, formacion del intestino anterior conectado a la
cavidad bucal, corazén definido, ojos con coloracion homogénea iridiscentes a la
luz, formacion de la aleta dorsal, movimientos ondulatorios de la cola, gota de
aceite situada por debajo de la cabeza a nivel del corazén.

El primordio del estomago y el intestino se distinguen a las 21 hpe (Figura 46)
cuando las larvas se agrupan nadando horizontalmente y miden 976,14 + 138,92
micras, ancho del cuerpo de 100 + 10 micras, saco vitelino de 1,5 x 10° micras
cubicas equivalente a 32,57% de la longitud total de la larva, la gota de aceite se
ubica por debajo de la cabeza cerca a la boca.

La formacién de la boca y aletas pectorales se detect6 a las 38 hpe (Figura 47). A
las 60 hpe (Figura 48) las larvas de L. guttatus presentan un decrecimiento en la
longitud total (Tabla 9), fenémeno mencionado por Querales'®, Balza, et al'®,
Lépez'®’, en Paralabrax dewegeri, Sardinella aurita'y Diplectrum radiale, el cual se
atribuye al proceso de movilizacién de reservas para la formacién de estructuras
duras (huesos y cartilagos) que conforman la boca y el aparato oromandibular, se
reabsorbe el saco vitelino y las mandibulas se forman completamente. A las 63
hpe (Figura 49) se da la apertura bucal, mayor capacidad de natacion y se
observan cerca a la superficie.

185 QUERALES, Op. cit., p. 59.

16 BALZA, M.; GUTIERREZ, M.; MARIN, B. Descripcion morfoldgica y crecimiento en los primeros
estadios larvarios de la sardina Sardinella aurita (Valenciennes, 1847) (Pisces: Clupeidae). En:
Boletin del Instituto Oceanografico. Venezuela: s.n.e., Vol. 40, No. 2 (Febrero , 2001). p. 98.

7 | OPEZ, P. Desarrollo embrionario y prelarval del bolo Diplectrum radiale (Qouy y Gainmard,
1824) (Pisces: Serranidae) a partir de la induccién a la autofecundacion. Trabajo de grado
(Licenciado). Boca del Rio, Venezuela: Universidad de Oriente. 2002. p. 32.
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Figura 43. Larva eclosionada

Figura 44. Saco vitelino de una larva recién eclosionada
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Figura 45. Larva de 15 horas de eclosion

Figura 46. Larva de 21 horas de eclosion
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Figura 47. Larva de 38 horas de eclosion

Figura 48. Reabsorcion del saco vitelino
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Figura 49. Apertura bucal
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Tabla 8. Desarrollo embrionario y larval de Lutjanus guttatus

h : min Etapa de desarrollo desde la fecundacion

00:10 Primera division

00:20 Segunda divisién

00:45 Formacién de 24 blastomeros

01:03 Moérula

01:40 Blastula

07 :08 Inicio de la neurulacién

09 : 51 Neurulacion con vesiculas de Kupffer

10:20 Pigmentacion del embrién

12:00 Eclosion

27 :00 Presencia de melano6foros a lo largo del cuerpo, ojos
pigmentados, esbozos de aleta dorsal

33:00 qumaqién de la espina dorsal y primordio del estbmago
e intestino.

50 :00 Inicia la formacion de la boca y aletas pectorales

54 :00 Inicio de la formacién de la mandibula inferior,
estobmago, intestino y espina dorsal completamente
formados, saco vitelino disminuido en 96,63%

60 : 00 Reabsorcion completa del saco vitelino, larvas
resistentes a la manipulacion

63 :00 Apertura de la boca
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Tabla 9. Caracteristicas morfométricas de L. guttatus después de la

eclosion

Tiempo Lt larva (micras) Vsv (micras cubicas) Vga (micras cubicas)
(horas)

0 800 1,6 x 10’ 5,2 x10°

15 871,36 + 161,67 3,2x10° 5,2x10°

21 976,14 + 138,92 1,5x 10° 1,7 x10°

38 941,09 + 114,25 54x10° 1,1x10°

42 1015 + 74,11 54x10° 8,9x10°

60 937,55 + 57,26 523

63 941,88 + 42,55

Lt longitud de la larva ; Vsv volumen del saco vitelino ; Vga volumen de la gota de aceite
6.7 PARAMETROS FISICOQUIMICOS

La investigacion monitore6 temperatura de 25 — 28 °C, salinidad de 31 — 32 ppm,
oxigeno de 4,0 a 6,0 mg/L, pH de 7,5 durante seis meses, estableciendo valores
adecuados para esta especie en condiciones de cautiverio (Tabla 10, Figura 50)
segun los establecido por Mosquera'®® (Anexo J ).

Tabla 10. Parametros fisicoquimicos en el cultivo de L. guttatus.

Fase Temperatura Salinidad Oxigeno pH
(°C) (ppm) (mg/L)
Incubacién 25,41 £1,62 31,2+3,76 4,78 £ 0,94 7,65 £ 0,22
Reproductores 28,00£1,0 32,9+28 6,9+t15 7,5+0,62

'®® MOSQUERA, Wenceslao. Cultivo experimental de pargos (Pisces: Lutjanidae) en jaulas
flotantes en un sistema de encierro natural en el Golfo de Tortugas, Pacifico Colombiano. Tesis de
grado (Bidlogo énfasis en Marino). Cali, Colombia: Universidad del Valle, Facultad de Ciencias.
1999. p. 80.
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Figura 50. Valores de parametros fisicoquimicos manejados en las
Jaulas de reproductores de L. guttatus

marzo abril mayo junio julio

=—&=Temperatura ("C) =—@=—Oxigeno(mg/L) ===Salinidad (ppm) =&=pH
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 CONCLUSIONES

e El peso y longitud ideal para inducir la maduracion es de 0,53 kg y30, 69 cm,
para hembras y 0,55 kg y 32, 25 cm para machos.

e los reproductores de Lutjanus guttatus presentaron oocitos en estadio lll
con diametro de 353,14 micras antes de la induccién hormonal y después de la
maduracion los oocitos presentaron un diametro promedio de 429,63 micras en
estadio IV.

e [utjanus guttatus registr6 un tiempo de desove de 12,95h a una
temperatura de 27°C.

e La Hormona Coriénica Humana (HCG) puede ser utilizada para induccién al
desove en reproductores que se encuentren inicialmente con oocitos en fase
anteriores al de madurez, estableciendo la dosis éptima de 1.000 Ul/kg de peso
vivo para hembras y 100 UI/Kg para machos.

e lLa fecundidad para Lutjanus guttatus fue 146.247 huevos/kg de hembra.

e El porcentaje de fertilizacion vy eclosion promedio fue 69,3 % y 51,77 %
respectivamente.

e Se presentd correlacion positiva entre el diametro después de 24 h de
aplicada la primera dosis con porcentaje de fertilizacién y correlacion negativa
entre tiempo de desove y fecundidad.
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7.2 RECOMENDACIONES

e Utilizar la dosis de 1.000 Ul/kg de peso de HCG para inducir a hembras
de Lutjanus guttatus.

e Realizar induccién hormonal en hembras de Lutjanus guttatus con diametros
de oocitos mayores o iguales a 400 .

e Realizar un estudio de desarrollo gonadal, hepatosématico y de reclutamiento
en los lotes de ejemplares, suceptibles de inducir

> Evaluar el efecto de otros inductores hormonales como GnRH
en la maduracién inducida de Lutjanus guttatus.
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ANEXOS



Anexo A. Componentes de la soluciéon Serra

Componente Cantidad (%)
Alcohol 60
Formol 30

Acido acético glacial 10
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Anexo B. Protocolo para la extraccion de muestras de ovocitos

Protocolo N2 2: Descripcion del método de muestreo in vivo de ovocitos
intraovaricos con catéter.

1. Preparar con anticipacién todos los recursos materiales necesarios para el
muestreo y el procesamiento de las muestras.

2. Una vez capturados y narcotizados los reproductores, se procede a obtener la
muestra de ovocitos intraovaricos. En el caso de reproductores criados las
operaciones se realizan en la camara de captura de los estanques, o en los
tanques y jaulas en que han estado hasta ese momento. En el caso de los
reproductores salvajes procedentes del medio natural, las operaciones se
realizaran en los tanques de recepcion.

3. Es preferible que, si los reproductores toleran bien la manipulacién, no se
anestesien.

4. Las operaciones deben realizarse con una hembra de cada vez, la cual es
introducida dentro de la red de mano con marco rectangular de PVC (20 mm de
diametro), que al flotar permite mantener controlado al reproductor en un espacio
reducido y accesible en la superficie del agua junto al operador, el cual debe
emplear guantes tejidos de algoddn o quirdrgicos.

5. Para mantener mas calmados a los reproductores, se recomienda utilizar
capuchones de tela negra y suave con un aro rigido en el extremo para
mantenerlo abierto, con vistas a cubrir la cabeza, o simplemente con las manos
enguatadas se cubre la region de los ojos.

6. Se sujeta al pez suavemente, se coloca en posicion invertida con el vientre
hacia arriba y se localiza la abertura genital o0 gonoporo por donde se introducira el
catéter, situada inmediatamente detras del ano.

7. Se introduce uno de los extremos del catéter sintético por el gonoporo a través
del oviducto, cuya longitud estimada, de acuerdo a la especie de que se trate, para
alcanzar la regién central de la génada, es generalmente de unos 5 - 10 cm. El
otro extremo queda introducido en la boca del operador para succionar.

8. Se comienza a extraer el catéter lentamente a la vez que se hace succién bucal
para que una muestra del tejido ovarico penetre dentro del mismo.

9. Una vez extraido el catéter se observa por transparencia si la muestra
efectivamente fue tomada, asi como su aspecto y posteriormente se sopla la
muestra con el otro extremo introducido en un frasco pequefio (10 - 15 ml) con
soluciéon de formalina al 1% en 0.9% de NaCl como solucién de preservacion,
debidamente etiquetado con la referencia cruzada correspondiente, para ser
examinados posteriormente.

10. El catéter utilizado se sumerge lleno en etanol, en donde permanece unos
minutos, mientras se utiliza otro para tomar la muestra de otra hembra.

11. En el laboratorio seco, se procede a analizar las muestras bajo el microscopio
estereoscopico con micrémetro ocular con precision de 10 p.

124



12. Las muestras se analizan en una camara de cuantificacion o conteo, de las
cuales se recomienda la Sedgewick Rafter, en la que se colocan primero junto con
la solucién de preservacion. La observacién de toda la muestra se realiza con luz
trasmitida por debajo y se mide el diametro de los ovocitos vitelogénicos opacos.
Dada su profundidad de 1 mm, se asegura que los ovocitos se distribuyan en un
solo estrato y se evita el presionar un cubreobjetos sobre una muestra, que resulta
un procedimiento engorroso, poco preciso y que introduce cambios morfoldgicos
en los ovocitos.

13. Se introducen unas gotas de la solucion Serra compuesta por etanol, formalina
y acido acético glacial (6:3:1 en proporcién de volumen) y después de unos
minutos se analizan los ovocitos respecto al grosor de su membrana, localizacién
del nucleo, presencia de gotas de aceite, tamafo y nimero de las gotas de aceite,
aspecto del vitelo y otras caracteristicas morfolégicas que permitan precisar el
estadio de desarrollo en que se encuentran.

14. Todos los datos obtenidos se registran en el formulario N® 6 confeccionado a
tales efectos y posteriormente se introducen en la correspondiente hoja de célculo
computarizada.
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Anexo C. Metodologia para la cuantificacion de espermatozoides.

Protocolo N2 4: Método para la cuantificacion de espermatozoides.

La cuantificacion de espermatozoides puede hacerse con camara de Neubauer
mejorada de la siguiente forma:

1. Dilucién de 1/100 — 1/1,000 del semen en solucién espermaticida por ejemplo 5
g de NaHCO3 y 1 - 2 ml de formalina pura al 37 - 38% llevados a 100 ml con
solucion salina 0.7%.

2. Se mezclan bien y se carga la cdmara de Neubauer.

3. Se deja que los espermatozoides se sedimenten durante una hora en una
camara humeda (esponja humeda en una desecadora cerrada).

4. Se cuenta bajo el microscopio biolégico con aumento de 400X y se expresan en
el numero de espermatozoides por ml.
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Anexo D. Escalas numéricas y descriptivas para determinar la motilidad
microscopica de células espermaticas

Células moviles Clasificacion Motilidad de masas Valor
(%) numérico

80 - 100 Muy bueno Arremolinamiento rapido 5

60 - 80 Bueno Arremolinamiento lento 4

40 - 60 Regular Oscilante 3

20 - 40 Pobre Vibracién 2

0-20 Muy pobre 1

SORENSEN, Op. cit., p. 38.
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Anexo E. Prueba de Normalidad

Variable Shapiro Wilk p (valor)
Peso 0,7397 0,0782
Longitud total 0,9457 0,1297
Diametro antes 0,9748 0,5032
Diametro después 0,9391 0,09481
Tiempo de desove 0,814 0,0641
Fecundidad 0,7374 0,00000573
Fecundidad transformada 0,9748 0,6775
(logaritmo natural)

Fertilidad 0,9077 0,013
Fertilidad transformada 0,9569 0,2571
(Arcoseno)

Eclosion 0,9619 0,346
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Anexo F. Analisis de varianza de los parametros reproductivos

Variable df1 df2 F P- Valor
Peso 3 35 2,032 0,1273
Longitud total 3 34 2,728 0,05918
Diametro antes 3 34 1,65 0,1962
Diametro después 3 35 2,977 0,0447*
Tiempo de desove 2 25 0,583 0,566
Fecundidad 2 27 0,4246 0,6583
Fertilidad 2 27 2,058 0,1473
Eclosion 2 25 1,814 0,184

*Indica una diferencia significativa
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Anexo G. Prueba de Tukey para diametro de oocito después de la induccion

hormonal
To T4 T2 T3
To 0 0,04817 *0,04179 *0,04923
T, 3,839 0 0,998 0,6502
T 3,586 0,2529 0 0,7561
Ts 2,186 1,653 1,4 0

*Indica diferencia significativa
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Anexo H. Correlacion lineal simple entre diametro de los oocitos después de
la induccion y fertilidad

Fuente Suma de GL Cuadrado Coeficiente-F P-valor
cuadrados medio

Modelo 0,35278 1 0,35278 3,29 0,0774

Residuo 4,06906 29 0,107081

Total 4,42184 30

(Corr.)

Fertilidad = -0,0567011 + 0,0014087*Didmetro después
Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a 0.10, existe relacion

estadisticamente significativa entre Fertilidad y Diametro después para un nivel de
confianza del 90%.
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Anexo l. Correlacion lineal simple entre fecundidad y tiempo de desove

Fuente Suma de GL Cuadrado Coeficiente-F P-valor
cuadrados medio

Modelo 6,96464E10 1 6,96464E10 3,71 0,0643

Residuo 5,25511E11 29 1,87682E10

Total 5,95157E11 30

(Corr.)

Fecundidad = 734179,0 - 42886,5*Tiempo de desove
Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a 0.10, existe relacion

estadisticamente significativa entre Fecundidad y Tiempo de desove para un nivel
de confianza del 90%.
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Anexo J. Parametros fisico quimicos en el cultivo de L. guttatus

Parametros Rangos 6ptimos
Temperatura 25-28 °C
Oxigeno disuelto 3,4 -6,5mg/L
pH 6,0 — 8,0
Salinidad 24,9 — 37 ppm

MOSQUERA, Op. cit., p. 80.
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Anexo K. Caracteristicas biométricas de reproductores, segun Literatura

cientifica
Autor Especie Hormona Peso (kg) Longitud (cm)
H M H
Cuartas, H. bonariense  HCG 0,45 0,35 28,0
Alvaro; et al.
Carvajal C. undecimalis LHRHay HCG 11,0 2,9
Luchini, Rhamdia sapo HCG 1,15 0,9
Laura
Hoff, F. ;etal Trachinotus sp. HCG 1,25
Aristizabal Pagrus pagrus  Sin hormona 2,35
Eddie
Cabrera L. griseus HCG 0,45
Tomas; et al
Apolinar L. peru 38,0
Santamaria
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Anexo L. Tiempo de desove en algunas especies marinas inducidas con

HCG
Autor Especie Dosis Ul/ kg T. desove Temperatura
(horas) (¢C)
Cuartas et al., H. bonariense 500 - 3000 10 27
Hoff et al., Trachinotus sp. 1100 42 27
Carvajal C. undecimalis 1000 36 26
Costa C. undecimalis 1000 24 28
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Anexo M. Porcentajes de fertilizacion en especies marinas

Autor Especie Fertilizacion
(%)
Alvarez Lajonchere O. chrysurus 39
Hoff et al., Trachinotus sp. 70
Carvajal C. undecimalis 0,58-2,8
Cerqueira C. parallelus 70
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