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RESUMEN

El principal problema que presenta e cultivo del robalo Centropomus nigrescens es la
inhibicién de su ciclo reproductivo en cautiverio. Con € objeto de evauar d efecto de la
administracion de hormonas exdgenas, sobre d desarrollo gonadal en esta especie, se

utilizaron las hormonas LHRHay HCG parainducir dicho proceso.

En d primer ensayo, las hembras de robalo mantenidas en cautiverio en e CENAIM
presentaron oocitos perinucleolares y vitelogénicos que sufrieron maduracion d
administrarle 96-106,6 pg LHRHaKgl de peso, mismos que posteriormente fueron
desovados a ser inducidas las hembras con una sola dosis de 1.000 U.l. HCG.Kg! de
reproductor. La cantidad total de huevos desovados durante un periodo de 7 dias fue
6.637.000, con un diametro promedio de 743,7+27,6 um, los huevos viables representaron
8,85% dd totd, y @ porcentge de fertilizacion fue 0,7%. El desarrollo de los huevos
fertilizados se detuvo en la etapa de bléstula. La baja tasa de viabilidad y de fertilizacion
obtenidaen € presente ensayo, podria ser debida principalmente a la pobre calidad de los

huevos como consecuencia de la avanzada edad de |os reproductores.

En posteriores inducciones con LHRHa, los oocitos perinucleolares incrementaron su
diametro, sin sufrir vitedogénesis. Al sacrificar dos hembras, se observd que d higado
presentaba degeneracion lipoidea o acumulacion de grasa, causada por una dieta con
elevado contenido lipidico, siendo esta la principa causa de la no redizacién de

vitelogénesis.

En una de tres inducciones con dosis de 70,1-142,8 ug LHRHa.Kg1 de peso, los machos
presentaron espermiacion, mientras que una sola dosis de 500 U.l. HCG.Kgl de peso

estimul 6 la espermiacién de todos |os reproductores en cada tratamiento.

L os resultados obtenidos, aungue preliminares, indican que laLHRHay la HCG pueden

ser utilizadas para estimular & desarrollo gonada del Centropomus nigrescens.



INTRODUCCION

Uno de los principales constituyentes de la dieta humana es € pescado y la forma de
obtencidn de este recurso es la pesca, pero la existencia de organismos acuéticos en estado
natural son limitadas y € razonamiento ecoldgico sugiere que se llegara d limite de la
captura de los mismos. Por lo tanto, existe la imperiosa necesidad de encontrar nuevas
formas de obtener d producto de la pesca: @ cultivo de peces marinos puede congtituir
una contribucion importante para la nutricion en muchas partes del mundo por € hecho de

ser fuente principal de proteinas (Bardach et al., 1986).

La actividad acuicola en € Ecuador esta orientada principalmente a cultivo de camardn,
pero en la Ultima década ésta industria ha encontrado problemas de productividad debido a
escasez de larvas savges, mal mango dd recurso y aparicion de nuevas enfermedades
como € sindrome de Taura entre otros. El cultivo de peces marinos endémicos de la
region es una de las opciones utilizada actuamente en los paises Latinoamericanos, que
puede ser empleada en sector camaronero y pesquero ecuatoriano con € propésito de

suplir & consumo loca y alavez incrementar las fuentes de divisas via su exportacion.

El robalo (Centropomus sp.) se ubica dentro del grupo de peces marinos con mayor
potencial de cultivo en latitudes tropicales y subtropicales, principalmente en América del
Sur (Vasquez, 1988). Su desarrollo es posible debido a las cuaidades que posee: es
relativamente inactivo (Tucker, 1987), puede sobrevivir en medios con concentraciones de
oxigeno disudto de hasta 0,4 ppm (Shafland y Koehl, 1979), presenta una excelente
capacidad de regulacién osmética (Chapman e al., 1982) llegando a ser encontrado en
salinidades que vaian de 0 (Oliveira, 1979 fide Nogueira, 1991) a 54 ups (Silva
1967/1969 fide Nogueira, 1991) y tolera variadas condiciones de temperatura (Chapman
et al., 1982; Shafland y Koehl, 1979; Tucker, 1987). Se adapta a ambientes artificiaes,
acepta dietas inertes, presenta rgpido crecimiento llegando a pesar 450-500 g entre los seis

y ocho meses de edad (Cerqueira, 1990; Cerqueira et al., 1992; Hygby y Beuling, 1988;



Muhliaet al., 1994b; Nogueira, 1991; Tucker, 1987). Su rendimiento de carne esta en €
orden del 57% (Tucker et al., 1985), valor bastante elevado si se compara con otros peces
cultivados como & bagre del cand (Ictalurus punctatus ) 35-40% (Ayers, 1984 fide
Tucker et al., 1985), tilapia mosambica (Oreochromis mossambicus) 40% (Miller, 1974
fide Tucker et al., 1985) y pez rojo (Sciaenops ocellatus )41% (Guartatanga et al., 1993).

Considerando su naturaleza predadora, es posible redizar policultivos de robalo con
especies prolificas tales como carpa (Ciprinus carpio ) (Schaperclaus, 1933 fide
Nogueira, 1991), lisa (Mugil brasiliensis) (Rochay Okada, 1980), tilapia (Oreochromis
mossambicus ) (Chapman et al., 1982) en donde cumplen la funcién de controlador
biologico ad aimentarse de los devines que se originan durante € ciclo de cultivo,

permitiendo tener individuos de un mismo peso a momento de la cosecha.

Su importancia comercial se debe a la consistencia, blancura 'y sabor de su carne que lo
hacen excedente para consumo humano, lo que permite que sus filetes tengan gran
aceptacion y sea un producto de eevado vaor en d mercado internaciona, llegando a

alcanzar 20 dolares el kilo en Estados Unidos (Muhlia et al., 19944).

El mayor obstaculo parae desarrollo e intensificacion del cultivo comercial del robalo es
gue su ciclo reproductivo no se realiza facilmente en cautiverio. Mientrasla vitelogénesis y
espermatogénesis llega a su término, la maduracién del oocito, ovulacidon, desove y
espermiacion no ocurre debido a una carencia en la produccion de gonadotropina (Zohar
et al., 1989). Por esta razon € control de la reproduccion es un prerequisito para €

desarrollo a gran escala de técnicas de cultivo del robalo.

El desarrollo gonadal puede ser controlado por la manipulacidén de factores ambientales
tales como: temperatura y fotoperiodo. Debido a los eevados costos que implica la
adaptacion y mantenimiento de un sistema que controle éstas varigbles, en € é&ea de
reproduccion de una piscifactoriaanivel comercial, @ més préactico y confiable método de

control sobre dicho proceso consiste en @ uso de quimicos exégenos tales como



hormonas que estimulan €l desarrollo y madurez de oocitos y espermatozoides (Harvey y

Hoar, 1979).

El presente estudio se centra en € siguiente objetivo: Evduar € efecto de las hormonas
LHRHa (des-Glyl0, [D-Alaf] LHRH Etilamida) y HCG (Gonadotropina Coridnica

Humana) en el proceso de desarrollo gonadal de reproductores de robalo en cautiverio.



1. ANTECEDENTES

1.1. BIOLOGIA DEL ROBALO (Centropomus nigrescens )

1.1.1 Clasificacién taxonémica

Filo Vertebrata

Sub-filo Craniata

Super-clase  Gnathostomata

Serie Pisces

Clase Osteichtyes

Subclase Actinopterygii

Orden Perciformes

Sub-orden Percoidel

Super-familia Percoidea

Familia Centropomidae

Subfamilia Centropominae

Género Centropomus

Especie Centropomus nigrescens

De las treinta especies que fueron inicidmente descritas, actuamente son reconocidas
unicamente doce que pertenecen a género Centropomus : C. pectinatus, C. medius, C.

undecimalis, C. nigrescens, C. viridis, C. poeyi, C. paralldus, C. mexicanus, C.



unionensis, C. armatus, C. robalito y C. ensiferus (Rivas, 1986).

L as especies pertenecientes al género Centropomus son peces percomorfos que tienen d
cuerpo aargado y fusiforme, con un perfil dorsa acentuadamente convexo y un perfil
ventrd cas recto hasta la region del pedinculo caudal donde se encuentra una ligera
curvatura. Poseen una linea lateral remarcada por una banda de color negro que recorre
longitudinalmente todo e cuerpo y penetra hasta e margen posterior de laaeta caudal que
se encuentra bifurcada en su segmento termina (Fig. 1) (Gerald y De Ross, 1991;
Nogueira, 1991; Rivas, 1986; Ruiz, 1993). Lacoloracién del cuerpo variade gris azulado u
oscuro en e dorso aplateado en laregion ventral (Muhliaet al., 19944).

Laregion cefdicaes dargaday aplanada dorsalmente (Chirichigno, 1974; Ruiz, 1993), en
ésta sobresale una boca grande y protractil con la mandibula inferior més prominente lo
gue le da a ésta una posicién superior (Fig. 1) (Gerad y De Ross, 1991; Muhlia & al.,
1994a; Nogueira, 1991, Rivas, 1986; Ruiz, 1993).

En laregién dorsal se encuentran dos aetas separadas. La anterior de forma triangular
esta formada por fuertes espinas conectadas entre s por una membrana, la posterior de
formatrapezoidal esta compuesta por una espinay radios ramificados de niUmero variable.
(Muhliaet al., 1994a; Ruiz, 1993). Laaetaana esta conformada por tres espinas y radios

presentes en nimero variable (Fig. 1) (Rivas, 1986).

Ademés de las caracteristicas mencionadas anteriormente, |os robal os presentan nostrilos
en la cabeza, estos tienen unafuncién olfativay se encuentran en nimero de 4, dos a cada

lado del gelongitudinal delacabeza (Lagler et al., 1977).



A.D.

Fig. 1. Caracteristicas morfoldgicas del robalo. A.D.: aletadorsal; A.P.: aleta pectoral; A.V.: aeta
ventral; A.A.: detaana; A.C.: detacauda; L.L.: linealateral.

1.1.2. Distribucién geoqgr &fica

El género Centropomus agrupa especies tropicales y subtropicales eurihainas con una
fuerte tendencia a dimentarse y crecer en cuerpos de agua de bga salinidad (Lacepede,

1802 fide Muhliaet al., 1994a).

Los robalos habitan en ambientes acudticos continentales y en zonas estuarinas no muy
profundas con presencia de manglares y sustrato pedregoso 0 arenoso, llegando incluso a
encontrarsel os en zonas de agua dulce como lagos y rios (Chavez, 1963; Marshall, 1958;
Volpe, 1959). Debido a esta capacidad de habitar en ambientes con salinidades diferentes,
Mota-Alves (1981 fide Nogueira, 1991) considerd alos robal os (Centropomus sp.) como

especi es osmoconformistas o anfidromos.

El Centropomus nigrescens es localizado en las costas del Pecifico desde El Golfo de
Cdliforniahastael Ecuador y norte de Perti (Ruiz, 1993).



1.2. ENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION DE LOS TELEOSTEQOS

1.2.1. Control hormonal del desarrollo gonadal

Los factores dd medio ambiente son los responsables de la induccién inicid dd
desarrollo gonaddl, las hormonas producidas por @ sistema endocrino son las que

controlan éste proceso (Shepherd y Bromage, 1988).

1.2.1.1. Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Génada

Los sistemas nervioso y endocrino de los vertebrados actlan conjuntamente para
coordinar los eventos reproductivos de los teledsteos, siendo € ge hipotdlamo-hipéfisis-

gbnada € que controla dicho proceso.

El esquema genera del control hormonal que gerce @ sistema neuroendocrino sobre d

proceso de ovogénesisy espermatogénesis es € siguiente:

Fotoreceptores de laretina o quimoreceptores del epitelio olfatorio son los encargados de
captar y convertir los estimulos ambientales en sefiales eectroquimicas que se dirigen via
neuronas sensoriales a cerebro y de ahi a hipotdlamo, donde son procesadas induciendo a
la secrecién de hormonas peptidicas como GnRH (hormona liberadora de gonadotropina),
en ciertas especies € GRIF (factor inhibidor de la liberacion de gonadotroping). Estas
hormonas se dirigen a la glandula pituitaria donde inducen y regulan la produccion de la
hormona GtH (hormona gonadotropina), que luego es liberada a torrente sanguineo por
donde circula hasta llegar a las gbnadas, 6rganos productores de esteroides que son los
gue directamente controlan € desarrollo gonada (Fig. 2) (Shepherd y Bromage, 1988;
Patifio, 1995).



Estimulos
Ambientales

v

Conexiones neuronales

v

| Hipotdlamo |

GnRH GRIF

v

| Hipsfisis |
I

Gonadotropina (s)

| Gonadas |

Esteroides

'

COvogén%i sy Espermatogénesi SD

Fig. 2. Enlaces neuro-endocrinos del gje Hipotdlamo-Hipdfisis-Génada (Después de Shepherd y Bromage,
1988). GnRH, hormona liberadora de gonadotropina; GRIF, factor inhibidor de la liberacion de
gonadotropina.

Existen dos tipos de gonadotropinas producidas y secretadas por parte de las células

gonadotropicas localizadas en € parsdistalis proximalis de laglandula hipofisiaria:

1) Gonadotropina tipo | o vitelogénica que interviene en € proceso de incorporacion de
vitdo a citoplasma dd oocito (Idler y Ng, 1983; Matty, 1985; Nagahama, 1994;
Nagahamaet al., 1995; Thomas, 1994; Zohar, 1989).

2) Gonadotropinatipo || o maduracional que interviene en € proceso de esteroidogénesis,
espermatogénesis, espermiogénesis, espermiacion, maduracion de oocito y ovulacion
(Idler y Ng, 1983; Matty, 1985; Nagahama, 1994; Nagahama et al., 1995; Thomas, 1994;
Zohar, 1989).



1.2.1.2. Ovogénesis

Laovogénesis es €l proceso de desarrollo del oocito a partir del cua resulta la més grande
de las células que se pueda encontrar en 10s peces, y que ademés presenta la particularidad
de poder producir un nuevo individuo de la misma especie después de su fertilizacion

(Lagler et al., 1977).

El ovario de las hembras sexualmente inmaduras se encuentra conformado principa mente
por epitelio germinativo a partir del cua se van adiferenciar las oogonias durante la época

de diferenciacion sexual (Takashima e Hibiya, 1995).

Al dcanzar laépoca de madurez sexud, € proceso de ovogénesis se inicia con una etapa
de proliferacion oogonia en € que las oogonias que se encuentran en € ovario sufren dos
divisiones mitéticas y una meiética que se detiene d llegar a la profase, transformandose
en oocitos primarios. En ésta etgpa |os oocitos se encuentran rodeados por una capa de
céulas epitdiaes que forman € foliculo ovérico (Harvey y Hoar, 1979; Nagahama, 1983;
Zohar, 1989).

Posteriormente los oocitos entran en una primera etgpa de crecimiento denominada
previtelogénesis, en ésta fase 10s oocitos se caracterizan por un gran nicleo rodeado por
numerosos nucleolos, ademés de la presencia en € citoplasma de una estructura
denominada corpusculo de Balbiani formado por varios organelos celulares tales como
mitocondrias, cuerpos de Golgi, reticulo endopldsmico granuloso, cuerpos
multivesiculares, y granulos de lipidos. En conjunto tienen la funcién de servir de centro
metabdlico y de formacién de organelos dentro del oocito. Durante la previtel ogénesis, las
cdulas de epitdio folicular se diferencian para formar dos capas. La capa interna
conformada por células cubicas eslagranulosay la externa formada de células elongadas
y planas es lateca, ambas capas se encuentran separadas por una membrana base; ademéas
una membrana gruesa se forma entre @ oocito y la capa granulosa, y se denomina

membrana vitdina 0 zona pellcida que se caracteriza por tener una apariencia estriada,



debido a que se encuentra atravesada por microvellosidades procedentes del oocito y de
las cdulas foliculares, que actlan en € transporte de nutrientes hacia € oocito por fata de

irrigacion sanguinea (Fig. 3) (Nagahama, 1983; Zohar, 1989).

Membrana base

Células

granulosas Zona

Pelucida

Fig. 3. Diagrama general de un oocito con su respectivo foliculo ovérico (Después de Redding y Patifio,
1993).

La siguiente fase es la vitelogénesis que comprende la incorporacion de vitdo a su
citoplasma, materia conformado por: proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos
gue sirven como fuente de energia durante el desarrollo embrionario (Hopson y Wessells,
1990). El vitelo se deposita bgjo laforma de: gotas de aceite, vesiculas y granulos de viteo
(Harvey y Hoar, 1979; Piper et al., 1992). Estafase se divide en vitelogénesis endogena y
exogena; durante la vitelogénesis enddgena se producen dentro del oocito, las gotas de
acate y la vesiculas de vitdo, interviniendo en € proceso € reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi; mientras que en la vitelogénesis exdgena los granulos de vitdo se
producen apartir de lavitelogenina, fosfolipoproteina producida y secretada por € higado

(Nagahama, 1983; Ng e Idler, 1983; Zohar, 1989).
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Fig. 4. Regulacién hormonal de la vitelogénesis en los tel edsteos (Después de Nagahama et al. 1995).

El proceso hormonal que ocurre durante la vitelogénesis es @ siguiente: la capa folicular
bajo lainfluenciade la GtH 11 produce estradiol-17(3, liberada ad sistema circulatorio y d
llegar a higado estimula la sintesis y secrecion de vitelogenina a torrente sanguineo por
donde es transportado hacia el ovario, atravieza e foliculo ovérico y se adhiere a receptores
especificos ubicados en la superficie del oocito siendo incorporado a citoplasma mediante

micropinocitosis. Unavez dentro del oocito la vitelogenina sufre proteolisis dando origen

11



a las proteinas lipovitelina y fosviting, componentes de los gréanulos de vitdo (Fig. 4)

(Nagahama, 1983; Nagahama et al., 1995; Ng e Idler, 1983; Zohar, 1989).

La produccion de estradiol-17(3 por parte dd foliculo involucra la intervencidon de ambas
capas celulares en d proceso. La capa teca bgjo la influencia de la GtH 11 produce d
androgeno testosterona a partir del colesterol, que es liberado y se adhiere a la capa
granulosa donde es aromatizado a estradiol-173 (Fig. 5) (Nagahama, 1987; Nagahama,
1994; Nagahamaet al., 1995; Zohar, 1989).

TECA GRANULOSA

Colesterol

P-450 scc |:> +

Pregnenolona

3B-HSD |:> *

Progesterona

P-450 17a|:> *

17a-hidroxiprogesterona

P-450 |:>
17,20 liasa
androstendiona P-450 arom

17p-HSD |:> * @

testosterona P 17B-estradiol  m—fg-
| | |

Fig. 5. Biosintesis de 173-Estradiol en el foliculo de saimén (Después de Nagahama et al., 1995). P-450
scc, Citocromo P-450 liberador de las cadenas laterales del colesterol; 33-HSD, 33 -hidroxiesteroide
deshidrogenasarisomerasa; P-450 17a, P-450 17a-hidroxilasa; 17pB-HSD, 17B-hidroxi-esteroide
deshidrogenasa; P-450 arom., citocromo aromatasa P-450.

L os oocitos postvitelogénicos son fisioldgicamente inmaduros por 1o que no pueden ser
fertilizados. Para que esto ocurra es necesario que se produzca la maduracion final de los
oocitos luego de la vitelogénesis. Esto implica la migracion de la vesicula germina
(nlcleo) del centro hacia € polo animd y € rompimiento de su membrana externa

reanudandose la divisién meidtica que se detuvo en la primera fase de la oogénesis.
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Durante ésta fase la primera division meidtica es findizada y se forma d primer cuerpo
polar que es expulsado del oocito. Al mismo tiempo se produce la fusion de los granulos
de vitdo y de las gotas lipidicas y @ incremento en € tamafio del oocito debido a su
hidratacién (Nagahama et al., 1995; Redding y Patifio, 1993; Takashima e Hibiya, 1995;
Wallacey Selman, 1981 fide Mylonaset al., 1996; Zohar, 1989).

Pituitaria
Hormona Inductora de la Maduracion Gonadotropina
17a, 20B-Dihidroxi-4-pregnen- AL
3-ona ° 0’
.. [ )
° .

@Q Célulagranulosa

S

Factor Promotor dela
Maduracion

(cdc-2 kinasa, ciclinaB)

Vesicula
Germinal

Célulatecal

Fig. 6. Regulacion hormonal de lamaduracion de los oocitos en los teledsteos (Después de Nagahama et
al., 1995).
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Los mediadores hormonales que intervienen durante la maduracion son: la GtH I,

esteroides inductor de lamaduracion (MIS) y e factor promotor de la maduracion (M PF)
que actlian a nivel de la envoltura folicular, la membrana vitdina y € citoplasma de los
oocitos respectivamente (Fig. 6) (Nagahama, 1994).

TECA GRANULOSA

Colesterol

P-450scc |:> *

Pregnenolona

3B-HSD |:> *

Progesterona 20B-HSD

P-450 170 |:> *

17a -hidroxiprogesterona > 170, 203-0ihidroXi- se—-

P-450 4-pregnen-3-ona
17,20 liasa |:|I>

Androstendiona

17B-HSD |:> *

Testosterona

Y

Fig. 7. Biosintesis dd 17a, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona en € foliculo de salmén (Después ce
Nagahama et al., 1995). P-450 scc, Citocromo P-450 liberador de las cadenas laterales del colesterol; 3B3-
HSD, 3B -—hidroxiesteroide deshidrogenasarisomerasa; P-450 17a, P-450 17a-hidroxilasa; 173-HSD,
17[3-hidroxi-esteroi de deshidrogenasa; 20(3-HSD, 20B3-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Previo a la maduracion las células foliculares adquieren la habilidad de producir MIS en
respuesta ala GtH 11 (Nagahama, 1987). El principa MIS es € 17a, 20B-dihidroxi-4-
pregnen-3-ona, (17a, 203 DP) aunque se ha encontrado que € MIS del Micropogonias
undulatus es d 17a, 20B, 21-trihidroxi-4-pregnen-3-ona (Bromage y Roberts, 1995;
Goetz, 1983; Nagahama et al., 1995; Patifio, 1995; Thomas, 1994; Zohar, 1989). Para la
formacion del MIS intervienen ambas capas foliculares, la capa teca produce a partir del

colesterol € esteroide 17a-hidroxiprogesterona que atraviesa la lamina basal y se adhiere



alacapa granulosa donde es convertido en 17a, 203 DP (Fig. 7) (Zohar, 1989).

La capacidad de lacapatecal de producir testosterona permanece, mientras que la actividad
de aromatizacion por parte de la capa granulosa decrece |o que provoca que d foliculo
ovérico disminuya su capacidad de producir estradiol-17[3, obteniéndose eevados niveles
de testosterona en € plasma que pueden estar involucrados, a través de retroaimentacion
positiva en la regulacion de la produccion y liberacion de gonadotropina pre-ovulatoria

(Nagahama, 1994; Zohar, 1989).

Durante la maduracion, los oocitos intrafoliculares desarrollan la habilidad de sufrir
GVBD en respuesta a la estimulacién hormona, proceso denominado competencia
maduracional consiste en d incremento de la sensbilidad del oocito hacia ciertas
hormonas'y ocurre bgjo e control dela GtH Il (Nagahama, 1994; Patifio y Thomas, 1990
fide Nagahama et al., 1995; Reeding y Patifio, 1993; Thomas, 1994). La competencia
maduracional esta asociada con € incremento de receptores de MIS en d oocito (Liu y
Patifio, 1993 fide Patifio, 1995) y € aumento de canaes de union del oocito con las

células granulosas (Y oshizaki et al., 1994 fide Patifio, 1995).

Un evento clave durante la maduracion del oocito es la activacion ded MPF. El MPF esta
conformado por dos subunidades protéicas, una proteina con actividad kinasa y una
proteina reguladora conocida como ciclina B (Redding y Petifio, 1993). La proteina kinasa
cdc2 se encuentra presente en el citoplasmay paraque la sintesis y activacion de MPF se
regdlice es necesario: 1) la sintesis de la ciclina B, proceso inducido por € MIS, 2) la
formacion del complejo kinasa cdc2-ciclina B, y 3) la fosforilacion de la treonina de la
kinasa cdc2 y de la serina de la ciclina B (Fig. 8) (Nagahama, 1994; Nagahama et al.,
1995). Lafuncion del MPF posiblemente eslade servir como un iniciador de la metafase

en los oocitos (Nagahamaet al., 1995).
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17a, 20B3-dihi drox‘i -4-pregnen-3-ona

Membrana plasmatica

Receptor
Kinasacdc 2 |
] | M Kinasa cdc 2
| AW i
|
MRNA v / S|
CiclinnB ———» S -~
SintesisdelaciclinaB CiclinaB
/® Serina kinasa /® Treoninakinasa
- -
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Fig. 8. Modelo de la formacién y activacion dd factor promotor de la maduracion (MPF) durante la
maduracién del oocito (Despuees de Nagahama et al. 1995). P, Fosforilacién; S, Serina; T, Treonina.

Unavez concluidala maduracion, se produce e fendbmeno de ovulacién, consistiendo en la
expulsion del oocito maduro de su envoltura folicular. Durante éste proceso existe
separacion del oocito de la capa granulosa debido d fraccionamiento de las
microvellosidades existentes entre elos, formacion de una abertura en la capa folicular
provocada posiblemente por la accion de enzimas proteoliticas y contraccion de cdulas
foliculares especificas provocando la expulsion del oocito através de la abertura de la capa
folicular (Goetz, 1983) hacia la cavidad ovérica, donde inicia la segunda divison meidtica
hasta llegar a la segunda metafase en donde se detiene la divison (Nagahama, 1983;
Zohar, 1989).

En lamayoria de los teledsteos, la rupturafolicular y separacion del oocito es inducida por
laGtH 1l que posiblemente acttia estimulando la produccién de MIS, siguiendo  mismo
mecanismo que para la maduracion, pero con la diferencia que € sitio de accidn de estas
hormonas puede ser extrafolicular (Detlaff, 1988, Goetz et al., 1991 fide Redding y
Patifio, 1993). Otra hormona que actla en la ovulacion es la prostaglandina (PG),

principalmente la PG F,q, secretada por € foliculo ovarico, estimulando € proceso de

contraccion folicular (Donaldson y Hunter, 1983; Goetz, 1983; Nagahama, 1983; Zohar,
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1989) .

1.2.1.3. Espermatogénesis

Laestructuratesticular de lamayoria de los tel edsteos es de tipo tubular y esta conformada
inicialmente por 3 tipos de células: las de Leydig ubicadas en la periferia, las de Sertoli
ubicadas dentro de los tlbulos y que separan a las espermatogonias en varios grupos (Fig

9).

Célulade _
Sertoli Espermatozoides

Célulade &
Leydig

Membrana basal

Fig. 9. Diagrama general del tlbulo espermético, y esquema del desarrollo gonada desde espermatogonia
hasta espermatozoide (Después de Nagahama 1983)

El proceso de desarrollo de la espermatogonia para dar lugar a la formacidén de
espermatozoides se denomina espermatogénesis, éste proceso se encuentra dividido en

tres fases. meiosi's, espermiogénesisy espermiacion (Takashima e Hibiya, 1995).
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La espermatogénesis inicia con la divison mitética de las espermatogonias primarias,
dando lugar a las espermatogonias secundarias que mediante una nueva divisién mitdtica
dan origen a los espermatocitos primarios. Posteriormente 10s espermatocitos primarios
sufren la primera division meidtica (Meiosis I) o divison de reduccion, originandose los
espermatocitos secundarios que mediante la segunda division meidtica (Meiosis I1) o de
equitatividad dan origen a las espermétidas (Nagahama, 1983; Redding y Patifio, 1993,
Takashima e Hibiya, 1995; Zohar, 1989).

Cabeza

Cudlo

Cromosoma
Flagelo

Fig. 10. Diagrama genera del espermatozoide del salmén (Tomado de Takashima e Hibiya, 1995).

L as espermatidas mediante € proceso de diferenciacién denominado espermiogéness, dan
lugar a los espermatozoides. La transformacion involucra la elongacion del nucleo,
desarrollo de un flagelo y expulsidn de citoplasma a través de la parte terminal del flagelo
(Redding y Patifio, 1993). El producto final esta conformado por una cabeza, un cuello y

un flagelo. La cabeza es generdmente de formaesféricau ova y se diferencia del resto de
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vertebrados por la ausencia del acrosoma, la misma que esta involucrada en € proceso de

fertilizacion. El cudlo consiste en una porcién del flagelo centra rodeado de un
corpusculo formado por la fusion de varias mitocondrias (Fig. 10) (Nagahama, 1983;

Takashima e Hibiya, 1995).

Hipdfisis
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Gonadotropina

e T esticulo *
Receptor
Célulade Leydig 0
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\ 5
11-ketosterona ,E—j’
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v 4
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— 1
Célulade Sertali @)
ActivinaB
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Esper matogonia —
©
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E
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\/ ©
Espermatogénesis %
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Fig. 11. Regulacién hormonal de la espermatogénesis en € testiculo de la anguila (Después de Nagahama,
1994).



La actividad esteroideogénica de las gbnadas masculinas se encuentra regulada
principamente por la GtH Il. Las c8ulas esteroideogénicas que intervienen en la
produccién de androgenos son las de Leydig y las de Sertoli (Fostier e al., 1983; Pudney
y Cdlard, 1984 fide Reeding y Pdtifio, 1993). Durante las primeras fases de la
espermatogénesis, la gonadotropina estimula a las culas de Leydig a producir 11-
ketosterona, hormona que activa a las cdulas de Sertoli a producir activina B y que a su
vez actla sobre las espermatogonias regulando € proceso de espermatogénesis y
espermiogénesis (Fig. 11) (Fostier et al., 1983; Matty, 1985; Nagahama, 1994).
Hipdfisis

Gonadotropina

— | €Sticulo

Células somaticas

17a-hidroxiprogesterona

<:| 20B-HSD
\J

Esper matozoide 170, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona

p— CONducto espermético

Incremento del pH en el conducto

Y

Incremento del AMPc interespermatico

Y

Motilidad espermatica

Fig. 12. Regulacién hormonal de la motilidad espermética en salmonidos (Después de Nagahama, 1994).
20B-HSD, 20pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa

Luego de que la espermiogénesis es completada, toma lugar la espermiacion consistente

en laexpulsién de espermatozoides hacia los vasos deferentes ddl tracto genital donde son
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amacenadosy adquieren motilidad (Nagahama, 1983; Takashima e Hibiya, 1995; Zohar,
1989).

La espermiacion se encuentrainfluenciada por la hormona 17a, 203 DP, producida por €
espermatozoide a partir del esteroide precursor 17a-hidroxiprogesterona sintetizado por
las células sométicas en respuesta a la gonadotropina. La funcion del 17a, 203 DP es d
de incrementar e pH del conducto espermético, lo que influye de manera positiva en la
sintesis de AMP ciclico que interviene en la adquisicion de motilidad por parte de los

espermatozoides (Fig. 12) (Nagahama, 1994).

1.2.2. Induccion del desarrollo gonadal por administracion de hormonas

exdgenas

Existen especies, que a causa dd estrés fisiolégico producido por € cautiverio no se
reproducen, debido alainhibicién de laproduccion y liberacion de las hormonas sexuaes

estimulantes del desarrollo gonadal.

Ba o condiciones naturales, € ciclo reproductivo de los peces se inicia cuando se producen
cambios especificos en d medio ambiente. Los factores de tipo exégeno que influyen
sobre d ciclo reproductivo son: temperatura, fotoperiodo, oxigeno disudlto, pH, sdinidad,
feromonas, sustrato de desove, lluvias, ciclo lunar, factores sociades. Siendo los factores

gue mayor influencia g ercen:

1) Fotoperiodo: es critico en especies que habitan en dtas o bgas latitudes, donde d
fotoperiodo es variable alo largo del afio y la ovulacidon se encuentra sincronizada con
estos cambios. En especies que desovan en primavera o ainicios dd verano, € desarrollo
gonadal es estimulado por largos fotoperiodos generalmente combinados con eevadas
temperaturas, éste fendmeno ha sido demostrado en & medaka japonés (Oryzias latipes ),
pez mosguito (Gambusia affinis), pez dorado (Carassius auratus ). Por € contrario, las

especies gue desovan en otofio o principios de invierno, un fotoperiodo corto a menudo
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favorece su ciclo reproductivo como en d caso de los saimonidos y d ayu (Plecoglossus

altivelis) (Lam, 1983; Stacey, 1984).

2) Temperatura: pardmetro que juegaun rol importante en € ciclo sexua de especies que
habitan en areas tropicales principamente. Bgjas temperaturas favorecen la formacion de
espermatocitos primarios y la vitelogénesis, mientras que elevadas temperaturas inducen
una proliferacion espermatogonia, espermiacion, maduracion y ovulacion en especies tales
como Fundulus heteroclitus, Fundulus confluentus y pez luna (Enneacanthus obesus );
observandose o contrario en € Phoxinus laevis y Couesius aggregata. La temperatura
puede gercer sus efectos en: a) la secrecion de gonadotropina de la pituitaria; b) la
degradaci 6n metabdlica de las hormonas; ¢) larespuesta del higado a los estrogenos en la
produccién de vitdogening d) la respuesta de las génadas a la estimulacién hormonal

(Lam, 1983; Stacey, 1984).

3) Sustrato de desove: la importancia del sustrato de desove en la regulacion de la
ovulacion, esta influenciada por la especificidad de los requerimientos de sustrato y su
distribucion espacio-tempora. Ad por gemplo, la presencia de vegetacion acudtica
estimulalarespuesta ovulatoria de peces cuyos huevos son del tipo adhesivos tales como
€l pez dorado (Carassius auratus ), bagre del canal (Ictalurus punctatus ) y carpa comuin

(Ciprinus carpio) (Lam, 1983; Stacey, 1984).

4) Feromonas. existen sefiales quimicas que ayudan a que se desarrolle normamente €
ciclo reproductivo de algunas especies. Estas sefia es se transmiten en e medio a través de
sustancias quimicas llamadas en general semioquimicos, que interactlan entre individuos
de diferente especie siendo conocidas en éste caso como alomonas 6 s la interaccion
ocurre entre individuos de la misma especie son conocidas como feromonas (Liley y

Stacey, 1983; Stacey, 1984; Matty, 1985).

Las feromonas son esteroides tales como la testosterona, estrégenos, 11 ketosterona y

prostaglandinas, producidos por las génadas, cuando son liberadas a agua a través de la
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orina 0 de los productos sexuaes, son percibidos por los receptores olfatorios o
gustativos de individuos del sexo opuesto logrando su atraccion e induciendo d
comportamiento sexua, permitiendo sincronizar la actividad sexual e incrementando la

razon de fertilizacion de los huevos desovados (Matty, 1985).

El desarrollo gonadal puede ser controlado por la manipulacion de los factores
ambientales anteriormente mencionados. Sin embargo, debido a los eevados costos que
implica la adaptacion y mantenimiento de un sistema que controle éstas variables, @ més
préctico y confiable método de control sobre dicho proceso consiste en el uso de quimicos
ex6genos como hormonas que estimulan € norma desarrollo gonadal (Harvey y Hoar,

1979).

El tratamiento hormonal tiene |os siguientes objetivos.

1) Obtener gametos de una especie en una época diferente a la de su reproduccion natural

en e medio ambiente, alargando € periodo de disponibilidad de alevines.

2) Mgorar la planificacion de la produccion, gracias a la sincronizaciéon de grupos de

reproductores paraovular y espermiar en épocas predeterminadas.

3) Obtener elevados porcentgjes de fecundidad y sobrevivencia de devines.

Existen varios niveles dentro del ge hipotdlamo-hipofisis-génada en los cuales se puede
intervenir através de la administracion de compuestos hormonales especificos que actuan

conjuntamente con hormonas propias del individuo (Fig. 13).
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Fig. 13. Resumen de las hormonas exdgenas utlizadas para inducir la maduracion y desove en los
teledsteos y nivel de accidn (Después de Harvey y Hoar, 1979).

1.2.2.1. Extractos pituitarios

La induccién por hormonas exdgenas del desove de peces en cautiverio, tuvo sus inicios
en los afios 30 con e desarrollo del método conocido como hipofisacion, que involucra la
utilizacion de suspensiones 6 concentrados de glandulas hipdéfisis por su contenido de

gonadotropina (Patifio, 1995).

El primer ensayo fué realizado en Argentina por Bernardo Houssay en 1931, en € cud se
suministré mediante inyecciones intraperitoneales extractos de hipofisis de Prochilodus
platensis en € bagre (Cnesterodon platensis ), con la findidad de obtener ovulacion. El
método fue perfeccionado por Rodolfo von lhering, quien en @ afio de 1934 en
colaboracion con Azevedo logré € desove en cautiverio del curimbata (Prochilodus

argenteus) en Brasil (Donadson y Hunter, 1983; Matty, 1985).
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Durante esta época, en la ex-Unidn Soviética se utilizaban hipdfisis de mamiferos para
tratar deinducir € desove del esturion (Acipenser stellatus ) sin resultados positivos. No
fue hasta 1937 que Gerhil'skii logré su desove utilizando extractos pituitarios de la misma
especie logrando su desove. Sin embargo, es en 1950 que la técnica fue ampliamente
establecida, utilizandose en una gran variedad de especies como: carpa hegra
(Mylopharyngodon piceus ), carpa cabezona (Aristichthys nobilis ), carpa plateada
(Hypophthal michthys molitrix ), armura (Ctenopharyngodon idellus ), Catla catla, Labeo
rohita, Cirrinhus mrigala, carpa comin (Cyprinus carpio ), mandi (Pimelodus clarias ),
piava (Leporinus sp.), curimbata (Prochilodus sp.), bagre sapo (Rhamdia quelen ), pacu
(Colossoma mitrei ), cachama (Colossoma macropomun ), pampano (Mylossoma  sp.)

(Matty, 1985; Luchini, 1990; Sheperd y Bromage, 1988).

La metodologia de la hipofisacion varia entre especies y estudios a realizar, generamente
relacionado con € protocolo de preparacion de los extractos pituitarios, ladosis a inyectar
y € nimero e intervalo de inyecciones. Dos inyecciones son administradas, una dosis
inicial enlacua se aplicael 10% dela dosistotal, 24 horas posteriores a la administracion
deladosisinicia se aplicaunadosisfina que comprende el 90% de la dosis total (Zohar,

1989).

Hasta mediados de ladécada de los 70, la induccidn estaba limitada a la hipofisacion. Sin
embargo, la técnica presenta varias desventgjas. 1) Falta de estandarizacion de las dosis
utilizadas, por cuanto las hipdfisis son tomadas de peces con grado varigble de madurez
sexual, reflgandose en la variacion de la potencididad de los extractos utilizados; 2)
Presencia de otras hormonas en la hipdfisis, causa efectos delectéreos, inhibiendo o
modificando € efecto de las gonadotropinas; 3) Se necesita una gran cantidad de peces
donantes con menor o igua valor comercia que los reproductores aser inducidos 'y 4) En
e caso de utilizar pituitarias heteroplasticas d pez d que se las suministra, genera
anticuerpos contra la gonadotropina inicidmente inyectada, lo que reduce

considerablemente la efectividad de subsecuentes hipofisaciones, llegando incluso a ser
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totalmente inactivada la hormona por lareaccién inmunitariadd pez (Donaldson y Hunter,

1983).

A partir de 1970 se recurrié a la utilizacién de nuevas técnicas, que comprenden la
purificacion de lagonadotropinay la sintesis de nuevos derivados hormonales, actuando a
un nivel superior 6 inferior a de la gonadotropina en @ control hormonal del desarrollo

gonada (Nagahama, 1983).

1.2.2.2. Gonadotropinas purificadas de peces

Lafalta de estandarizacion de los métodos de hipofisacion generd grandes esfuerzos para
purificar las hormonas gonadotropas de la hipofisis de peces. Desde 1970 se viene
produciendo gonadotropina purificada de peces, debido a que estos compuestos presentan
una mayor efectividad que los extractos de pituitaria en inducir la ovulacion y

espermiacion de los peces en cautiverio.

Gonadotropinas purificadas o parcidmente purificadas han sido obtenidas a partir de las
siguientes especies. carpa comun (Cyprinus carpio ), samones (Oncorhynchus
tshawytscha, Oncorhynchus keta, Oncorhynchus gorbuscha ), bagre (Heteropneustes
fossilis ), tilapias (Oreochromis mossambicus, Sarotherodon spirilus ), lenguado
(Pseudopleuronectes americanus ) y anguila (Muraenesox cinereus ) (Donaldson y

Hunter, 1983).

Sin embargo, la dta especificidad bioldgica de las hormonas gonadotropas, ocasiona que

la hormona de una especie no tenga | os efectos esperados sobre € proceso reproductor de

otraespecie.

Una de las principal es desventajas que presentan estos compuestos es su elevado costo de
purificacién, por lo que Unicamente una preparacion parcidmente purificada de

gonadotropina dd samoén de pacifico (Oncorhynchus sp.), SG-G100, se expende
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comercid mente. Esta hormona ha sido utilizada para inducir la ovulacidén y espermiacion
del pez dorado (Carassius auratus ), bagre (Heteropneustes fossilis ), lisa (Mugil
cephalus ), ayu (Plecoglossus altivelis ), sabalote (Chanos chanos ), lenguado japonés
(Limanda yokohamae ), pacu (Colossoma mitrei ), salmones (Oncorhynchus kisutch,

Oncorhynchus tschawytsha ) (Donaldson y Hunter, 1983).

Este tipo de compuestos se utilizan mayormente en procesos de investigacion por

presentar las siguientes ventgjas:

1) Son més o menos libres de otras hormonas pituitarias.

2) Puede ser almacenada por varios afos sin perder su actividad.

3) Presenta una potenciaidad estandarizada.

1.2.2.3. Esteroides

La accion que gerce la gonadotropina sobre @ proceso de maduraciéon gonada es por
medio de esteroides secretados por la envoltura folicular. Con base en este conocimiento
se han redizado estudios a fin de determinar la factibilidad de inducir la maduracién,
ovulacion 'y espermiacion con esteroides, eiminando la utilizacion de precursores

hormonales como la gonadotropinay la hormona liberadora (Harvey y Hoar, 1979).

Los compuestos hormonales con 10s que se esta trabgjando a nive de investigacion son:
Progesteronas (17a-hidroxiprogesterona y  17a-hydroxi-20(3-dihydroprogesterona),
Corticoesteroides  (11-deoxycorticosterona,  11-deoxycortisol, cortisol, cortisona),
estrégenos (estradiol-17R) y androgenos (metiltestosterona, 11-ketosterona) (Donaldson y
Hunter, 1983).

Delosresultados obtenidos a aplicar estos compuestos en coho salmoén (Oncorhynchus

kisutch ), trucha arcoiris, carpa (Ciprinus carpio ), lucio (Esox lucios ), bagre africano
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(Clarias lazera ), pez dorado (Carassius auratus ) y tilapia nilética (Oreochromis
niloticus) se establecio que es necesario la combinacion de gonadotropinas exdgenas con
esteroides para que estos ultimos actien en € desarrollo gonadal (Donaldson y Hunter,
1983; Zohar, 1989). Esto se debe a que las gonadotropinas exdgenas aumentan la

sensibilidad de los oocitos hacia los esteroides permitiendo que éstos g erzan su funcion.

Un segundo método de accion de los esteroides, es através del control retroinformativo de
la secrecién de gonadotropina. La liberacion de la gonadotropina se encuentra regida por
un sistema negativo de retroinformacion, en @ cua € nucleus lateralis tuberis de
hipotdlamoy € pars distalis proximalis de la hipofisis responden a nivel de esteroides
gonadales en circulacion, inhibiéndose la produccion de GnRH cuando existe un devado
nivel de esteroides en circulacion, provocando la disminucién de la sintesis y secrecion de
gonadotropina. Por esta razén se han redizado estudios que permitan la induccién d
desove mediante € uso de compuestos denominados antiestrégenos, que compitan con 1os
esteroides gonadal es enddgenos para fijar sitios en la hipéfisis y d hipotalamo, liberando
gonadotropina independientemente del nived de esteroides en € plasma Los
antiestrégenos ensayados son citrato de clomifeno, taxomifeno y ciclofenil, con los cudes
se ha logrado ovulacién en € pez dorado (Carassius auratus ), Heteropneustes fossilis,

Misgurnus anguillicaudatus, carpa (Cyprinus carpio ).

L os resultados obtenidos con estos compuestos son insuficientes para ser utilizados en
tratamientos de induccion al desove de especies de significancia econémica, por lo que su
uso aln se encuentra en fase experimental (Harvey y Hoar, 1979; Donadson y Hunter,

1983).

1.2.2.4. Gonadotropinas de mamiferos

Este tipo de gonadotropinas son de origen pituitario (hormona luteinizante y hormona

foliculo estimulante) 6 placentario (gonadotropina coriénica humana) (Donaldson y
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Hunter, 1983).

El mecanismo de accién de éstas 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 (Harvey y

Hoar, 1979; Matty, 1985).

De las hormonas anteriormente mencionadas la que mejores resultados ha reportado es la
HCG, glicoproteina producida por laplacentay que se encuentraen grandes cantidades en
la orina de la mujer durante los primeros meses del embarazo lo que permite su fécil
obtencion para fines comerciales; € efecto de esta hormona en @ ser humano es € de
estimular al cuerpo |Uteo para que produzca esteroides sexuales, tales como progesterona
gue actua por medio de unaviade retroaimentacion negativa sobre la hipdfisis, inhibiendo
la produccién de la Hormona Luteinizante, responsable de la ovulacion y por o tanto

manteniendo el embarazo (Murad y Haynes, 1981).

La HCG presenta la ventga de ser adquirida facilmente en laboratorios farmacéuticos
como un producto comerciad con una cantidad estandarizada de gonadotropina
(Donaldson y Hunter, 1983; Matty 1985). Esta sustancia ha sido utilizada para inducir €
desove en numerosas especies. mandi (Pimelodus clarias ), curimbata (Prochilodus sp.),
bocachico (Prochilodus reticulatus ), sdbalo (Prochilodus platensis ), dorado (Salminus

maxillosus ), dorada (Brycon moore ), chame (Dormitator latifrons) (Luchini, 1990).

En € robao laHCG hasido empleadadesde € afio 1974. El primer ensayo fue redizado
por Florida Game and Fresh Water Fish Comission en € periodo comprendido entre
1974 a 1981 con la especie C. undecimalis. En este estudio se emplearon dosis
hormonales de HCG de 1100 U.I. HCG.K g1 de reproductor, obteniéndose ovulacion 30-
40 horas después de aplicar lainyeccion, en € 60% de las hembras inducidas (Chapman
et al., 1982). Otros intentos de desove en cautiverio de esta misma especie fueron

realizados en Brasi| por Costa (1981 fide Nogueira, 1991), las dosis utilizadas estuvieron
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en e rango de 150 a 1000 U.l. HCG.K g1 de reproductor, con las que se tuvo respuestas
satisfactorias por parte de éstas cuando la dosis fue 500-1000 U.I. HCG.kg 1 obteniendo

desoves 24-30 horas después de lainduccion.

Otra especie de robalo con la que se ha intentado obtener reproduccion en cautiverio es
Centropomus parallelus, Cerqueira en 1991 trabg6é con individuos cuyo peso oscilaba
entre 120 y 1850 g utilizando dosis de HCG de 1500 U.l. HCG.hembral y 500-1500
U.l. HCG.macho1 obteniendo ovulacion 40 horas después de aplicada la inyeccion en d

70% de las hembras.

1.2.2.5. Hormonas liberadoras de gonadotropina

El descubrimiento de que la produccion y liberacion de una gonadotropina (Hormona
Luteinizante) de la pituitaria es controlada en los mamiferos por una hormona que se
origina en € hipotdamo, cred una nueva ruta de investigacion para € control de la

reproduccion de | os teledsteos (Donaldson y Hunter, 1983; Harvey y Hoar, 1979).

En € afo de 1971 se ad0 y caracterizO éste compuesto denominandoselo Hormona
Liberadora de la Hormona Luteinizante (LHRH). Esta hormona es un decapéptido en
cadena lineal que presenta en su estructura quimica 10 aminoacidos esenciales (Schally,

1978 fide Donaldson y Hunter, 1983).

Actudmente se ha descubierto la existencia de 9 tipos diferentes de Hormonas
Liberadoras de la Gonadotropina en vertebrados. Estas hormonas difieren principamente

en el aminoé&cido presenteenlaposicion 5, 7y 8 (Fig.14).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mamifero pGlu His Trp Ser | Tyr | Gly | Leu Arg | Pro Gly NH2
Pollo | pGlu His Trp Ser | Tyr | Gly | Leu GIn | Pro Gly NH2
Pez gato pGlu His Trp Ser | His | Gly | Leu Asn | Pro Gly NH2
Salmén pGlu His Trp Ser | Tyr | Gly | Trp Leu | Pro Gly NH2
Escualo pGlu His Trp Ser | His | Gly | Trp Leu | Pro Gly NH2
Pollo 11 pGlu His Trp Ser | His |Gly | Trp Try | Pro Gly NH2
Dorada pGlu His Trp Ser | Thr | Gly | Leu Ser | Pro Gly NH2
Lamprealll pGlu His Trp Ser | His Asp Trp Lys | Pro Gly NH2
Lampreal pGlu His |Tyr | Ser | Leu Glu Trp Lys | Pro Gly NH2

Fig. 14. Estructuras primarias de GnRHs aidadas del cerebro de los vertebrados. Los recuadros indican
regiones conservadas (Tomado de Carrillo, 1997).

LaLHRH ha sido empleada en inyeciones para inducir la ovulacion de teledsteos tales
como € ayu (Plecoglossus altivelis ), pez dorado (Carassius auratus ), armura
(Ctenopharyngodon idelus ), carpa (Hypophthalmichthys molitrix ), Megalobrana
ambylocephala, carpa manchada (Aristichtys nobilis ), carpa negra (Mylopharyngodon
piceus ), medaka japonés (Oryzias latipes ), lenguado japonés (Limanda yokohamae ),
gobio (Acanthogobius flavimanus ), carpa comun (Ciprinus carpio ), tenca (Tinca tinca ),

salmén del pacifico (Donadson y Hunter, 1983).

La LHRH sufre degradacion enzimética por 1o que su vida media es menor a 30 minutos;
debido a este problema, se intentd obtener compuestos sintéticos anadogos que presenten

un tiempo mayor de permanenciaen e organismo.

El primer andlogo sintetizado fue e des-Gly10-LHRH (1-9) etilamida, posteriormente la
sustitucion de la posicién 6 con D-Alanina dié origen a andlogo D-Alab LHRH. Con la
combinacion de estas dos sustituciones se obtuvo d andlogo D-Aldb, des Gly10-L HRH
(1-9) etilamida (Fig.15) (LHRHa D-Ala5). A partir del LHRHa D-Alad se sintetizaron
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nuevos andogos a sustituir la posicion 6 por D-serina (Bub) (Fig. 15) o D-Tript6fano
(Donaldson y Hunter, 1983).
pyroGlu - His- Trp - Ser - Tyr - D - Ala- Leu - Arg - Pro - NHC2H5
1 2 3 4 5 6 7 8 9
D-AlagdesGly 1o-LH-RH (1-9) etilamida
pyroGlu - His- Trp - Ser - Tyr - D - Ser(But) - Leu - Arg - Pro - NHC2H5
1 2 3 4 5 6 7 8 9
[D-Ser(But) ] desGly 1-LH-RH (1-9)etilamida

Fig. 15. Conformacion estructural de 2 compuestos analogos de la hormona liberadora de la hormona
luteinizante (Tomado de Nagahama, 1983).

Otros analogos sintetizados a partir de la hormona liberadora de la gonadotropina de
samén son [D-ArgS-Pro9-NET]-sGnRH, [D-Alab-Pro9-NET]-sGnRH y [(imBz)-D-
HisB-Pro9-NET]-sGnRH (Zohar, 1989).

Estos nuevos compuestos presentan una actividad bioldgica 30-50 veces mayor que d
LHRH por tener una lenta degradacion in vivo y por poseer una mayor afinidad con los

receptores especificos de la hipéfisis (Zohar, 1989)

Iniciamente la administracion de estas sustancias era redizada mediante inyecciones,
logrando la secrecién de gonadotropina por 48 horas aproximadamente, tiempo
insuficiente parainducir la ovulacion de hembras que no han alcanzado las etapas finaes
de la vitelogénesis. Por lo tanto fue necesario aplicar 2 0 més inyecciones a los

reproductores para obtener su ovulacion (Donaldson y Hunter, 1983).

Con lafinaidad de evitar la excesva manipulacion de los animales, se buscaron nuevos
métodos aternativos que permitan una liberacion controlada y continua de la hormona en
el sstemacirculatorio. Estos métodos se basan en la utilizacion de pellets de colesterol o
colesterol-celulosa, pellets de copolimeros biodegradables de &cido polilactico-

poliglicdlico (PLPG) o acetato de etileno-vinil (EVAC), lograndose con ellos una difusion
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gradua y constante de la hormona por un periodo mayor de tiempo (Zohar, 1989; Zohar &
al., 1990)

Otra hormona que actla en ciertos teledsteos en la produccion y liberacion de
gonadotropina junto con lahormona liberadora de la gonadotropina, es € factor inhibidor
de laliberacion de gonadotropina. Estudios realizados con € pez dorado han determinado
gue éste factor es la dopamina. As también ensayos con compuestos antagonistas a la
dopamina, tales como € pimozide han obtenido ovulacion en € pez dorado d combinarlo
con LHRHa D-Alab (Donaldson y Hunter, 1983). Sin embargo, € uso de estos

compuestos se encuentra en su fase experimental.
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2. MATERIALESY METODQOS

2.1 REPRODUCTORES

2.1.1 Obtencién

L os reproductores de robalo utilizados en los experimentos fueron capturados mediante

redes de cerco o chinchorros (Tabla 1).

La seleccién de animales aptos para ser mantenidos en cautiverio se basd en su condicion

fisica, es decir, se escogieron aquellos que no presentaban lesiones graves tales como

pérdida excesiva de escamas 0 ulceraciones en € abdomen.

Una vez selecionados los animales, su trangporte a las instalaciones del CENAIM se
realiz6 en un tanque de 350 | equipado con un tangque de oxigeno, siendo necesaria la

adicion de anestésico (MS-222) a agua para que los animales se mantengan tranquilos y

Nno se golpeen con las paredes del tanque durante e transcurso del vige.

Tabla 1. Capturade reproductores de robalo

N.- Sexo Fecha de captura Zona de captura

1 F 05/05/93 Ayampe-Puerto Lopez
2 F 05/05/93 Ayampe-Puerto L épez
3 M 05/05/93 Ayampe-Puerto Lopez
4 F 05/05/93 Ayampe-Puerto Lopez
5 F 05/05/93 Ayampe-Puerto L épez
6 M 12/05/93 San Pedro

7 M 12/05/93 San Pedro

8 M 12/05/93 San Pedro

9 F 06/12/94 San Pedro

10 F 06/12/94 San Pedro

11 F 06/12/94 San Pedro

12 F 28/12/96 San Pedro

13 M 13/01/97 San Pablo

F: Femenino

M: Masculino



2.1.2 Aclimatacién

Una vez que los robalos llegaron a laboratorio se pesd y midié su longitud totd,
posteriormente fueron sometidos a un tratamiento profiléactico a base de oxitetraciclina 'y
nitrofurazona en dosis de 50 ppm por una hora durante tres dias continuos y en € caso de
encontrarse parésitos externos se sometio a los reproductores a un tratamiento con agua

dulce por 5-7 min.

Luego de tratamiento los gemplares fueron transferidos a tanques de 1 TM

permaneciendo en cuarentena por 2-3 dias.

2.1.3. Marcacién

Para su posterior reconocimiento los gemplares fueron marcados, utilizandose para este
propésito € sistema CWT (Coded Wire Tag). En este méodo se utiliza una pistola que
introduce a presion hilos metdlicos dentro de la musculaturadel animd, para determinar la
localizacion del implante se emplea un detector de metales con una sefid dptica que se

activa cuando lamarcaeslocalizada, o que permite laidentificacion del reproductor.

2.1.4. Mantenimiento

L os tanques utilizados para mantener alos animales fueron los siguientes:

- Un tanque circular exterior de 10 TM de capacidad. El recambio diario de agua fue del
290% vy se lo realiz6 a través de un flujo continuo de agua a razén de 20 |.minl En este
tanque se ubico a primer grupo de reproductores conformado por los animaes No. 1, 4,

5,7, 8y 10.

- Un tanque ovaado de fibra de vidrio de 18 TM de capacidad, locdizado en d area de
maduracion de camarones de CENAIM (Fig. 16). El tanque posee un sistema de

recirculacion continua de agua congtituido por un filtro de grava de 1,5 TM de capacidad,
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unaunidad de luz ultravioleta (U.V.) y una bomba acoplada a un calentador de agua que
permitié mantener latemperaturadel aguaentre 26y 29 °C. En este tanque se transfirié d

segundo grupo de reproductores conformado por losanimalesNo. 2, 3, 6,9, 11, 12y 13.

En d &ea de maduracion de camarones se estaba redlizando a mismo tiempo un
bioensayo con camarones, en € cua se utilizaba un fotoperiodo diferente a requerido para
los robalos; debido a esto, se efectud una divison del ambiente utilizando cortinas
plésticas, paraevitar laincidencia de luz proveniente de los tanques con camarones durante

lanoche.

Tanque de cultivo

I \‘ §I’ lect
Bomba . '\\‘\/ ancue colector,

Sumergible \

~

Filtro de grava

SN

Fig. 16. Diagrama del tanque de robalos ubicado en el area de maduracién de camarones del CENAIM.
UV, unidad de luz ultravioleta

En las mafianas se midi6: temperatura, oxigeno disuelto y pH en ambos tanques con la
finalidad de conocer en qué condiciones medioambiental es se encontraban los animales en

cautiverio.

2.1.5. Alimentacion

Los robalos fueron aimentados con pescado (sardina, botellita, morenilla, sardinilla) a

razén del 1% de la biomasa total existente en cada tanque. Al dimento se le adicion6 un
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37
compuesto suplementario arazén de 0,06% de la biomasa de reproductores existente en

tanque; la mezcla congtituida por harina de trigo (40%), vitamina C (8%), vitamina B1
(2%), vitamina E (4%), agua (10%) y emulsion enriquecedora de &cidos grasos esenciales

(36%).

Las dosis de alimento eran suministradas unavez a dia en horas de latarde.

2.2. HORMONAS

Para tener reproduccion en cautiverio se recurrio a la utilizacion de hormonas exdgenas
paraestimular € desarrollo gonadal de los peces. Las hormonas utilizadas fueron la HCG

y laLHRHa

2.2.1. HCG (Gonadotropina Coriénica Humana)

La hormona HCG empleada fué la denominada comercialmente Puberogen, que se

presenta en ampollas que contienen 5.000 U.I. de HCG.

2.2.2. LHRHa (Luteinizing Hormone Releasing Hor mone Ethylamide)

La hormona LHRHa empleada fue la des-Gly10,[D-Al&f], estructura quimica : P-GLU-
HIS TRP-SER-TYR-D-ALA-LEU-ARG-PRO-NH-ET.

Para asegurar la administracion constante de la hormona por 2-3 semanas se prepararon

pellets en base a colesterol que contienen la hormona.

Los pellets fueron elaborados en el CENAIM mediante la técnica suministrada por € Dr.

Goro Y oshizaki (com. pers.). A continuacion se describe € procedimiento:

- Pesar 2 mg de LHRHayy disolver en 200 ul de una solucion de etanol a 50%. Se utiliza

etanol por cuanto la hormona tiene una eevada solubilidad en éste compuesto y permite



una distribucién homogénea a mezclarlo con € colesteral.

- Lasolucién hormonal previamente obtenida se dispersa en 250 mg de colesterol que le

sirve como medio de transporte alahormonay se homogeniza con mortero.

- Luego del homogenizado se deja secar la mezcla por 2-3 horas para que se evapore d

alcohol y lahormona quede adherida a la superficie de las particulas de colesteral.

- Posteriormente se aflade 50 mg de manteca de cacao liquida y se homogeniza
nuevamente. Lafuncion delamanteca de cacao es permitir la compactacion de los pellets

y liberar lentay constantemente la hormonaunavez que € pellet ingresaa organismo.

- Finamente € producto obtenido se distribuye en 10 partes iguales, cada una de las
cuales mediante compactacion en un instrumento adaptado para éste sistema, produce un
pellet de 3 mm de diametro y 4 mm de dtura con una concentracion de 200 pg de la

hormona.

2.3. SUMINISTRO DE HORMONAS IN VIVO

Laaplicacion de las hormonas selarediz6 directamente sobre los animales, haciendo uso

de inyecciones e implantes intramuscul ares.

2.3.1. Anestesiado de los peces

Para mantener a los peces tranquilos durante su manipulacion y evitar la pérdida de
escamas y dafios en la superficie de la pid, se afladio a agua del tanque € compuesto

anestésico benzocaina (SIGMA E 1501) en dosis de 40 ppm.

Con esta dosis, se observaron los efectos de la anestesia 5-10 min luego de aplicarla d
tanquey € tiempo de recuperaciéon de los peces una vez que se coloco a los animales en

agua sin anestésico erade 1 min aproximadamente.
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2.3.2 Obtencién de gametos

La obtencidn de gametos erarealizada en los tanques de cultivo una vez que los animaes

se encontraban anestesi ados.

2.3.2.1. Hembras

Para obtener las muestras de oocitos se utilizé una canula plastica de 2 mm de didmetro
exterior y 1 mm de diametro interior que se introdujo en € oviducto situado en la papila

genital y asi eran obtenidos mediante absorcién.

La muestra de oocitos obtenida se colocd en solucion Serra, con la findidad de aclarar
citoplasma de los oocitos y poder observar a smple vista la posicion de su nicleo y en
base a esto determinar € grado de madurez de la hembra; posteriormente € diametro de
los oocitos se midio en un proyector de perfiles (Mitutoyo) afin de establecer € rango

dentro del cua se encuentran los oocitos maduros.

Los oocitos fueron fijados en NBF (Neutral Buffered Formalin) previo a la redizacion de
cortes histolégicos. Las muestras se sometieron a tincién hematoxilina-eosina (H-E) y
periodic acid schiff (PAS) antes de observar a microscopio sus caracteristicas

morfol égicas.

2.3.2.2. Machos

Las muestras de esperma fueron obtenidas a redlizar un masgje abdomina del pez, desde
lazona cercanaalas adetas ventrales hasta la region adyacente a la papila genital. Previa a
la obtencion del esperma se seco la zona que rodea a la papila genitd, para evitar que la

muestra entre en contacto con & agua de mar y de esta forma evitar que los
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espermatozoides sean activados antes de ser observados a microscopio y posteriormente

determinar su motilidad.

2.3.3. Aplicacién de hormonas

Redizada la canulacion de las hembras y la presion abdomina de los machos, en base a

los resultados obtenidos se procediaala utilizacion de laHCG o laLHRHa.

2.3.3.1. HCG (Gonadotropina Corionica Humana)

Esta hormona fue suministrada mediante inyecciones intraperitoneales en la base de la
aleta pectoral del pez. Con éste método se evita la pérdida de hormona, provocada por la
reaccion muscular involuntaria del pez cuando se la administra intramuscularmente en la
region dorsal, haciéndose necesario realizar masgjes en lazonaquerodea d sitio donde se
aplicalainyeccion. Laabsorcion de lahormonaen € sistema sanguineo es mas rapida por
e mesotelio que recubre la cavidad peritonea por lo que se facilita d efecto de la

hormona.

Las dosis utilizadas en € bioensayo fueron de 1000 U.l. HCG.kgl de reproductor
hembray 500 U.|. HCG.K g1 de reproductor macho.

2.3.3.2. LHRHa (Luteinizing Hormone Rel easing Hormone Ethylamide)

L os pellets que contenian la hormona LHRHa en una dosis de aproximadamente 100 ug
LHRHa.K g1 de reproductor macho o hembra, fueron implantados intramuscularmente en
la region dorsal de pez, haciendo uso de una jeringa de implantacion. Para evitar

infecciones se aplicod solucién de yodo sobre la herida formada.

2.4. SEGUIMIENTO DEL DESARROLLO GONADAL
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Luego de 48 horas de aplicadala hormona HCG 6 2-3 semanas en € caso de la LHRHa,

se procedia nuevamente a tomar muestras de oocitos y esperma de los reproductores
inducidos, siguiendo € método descrito anteriormente, para evauar d desarrollo de los

oocitosy & incremento en e flujo de esperma.

2.5. INCUBACION DE HUEVOS

L os huevos desovados fueron fertilizados naturalmente por los machos presentes en d

mismo tanque.

La recoleccion de los huevos se redizé diariamente de los tanques de reproductores
mediante unatuberia que recogiael agua de la superficiey la enviaba a una bolsa de mdla

en donde eran a macenados |os huevos.

Durante la mafiana |l os huevos desovados eran transferidos a un tanque conico de 50 | de
capacidad (Fig. 17) en donde se los tenia con aireacion para mantener una distribucion
homogénea de los mismos en € cuerpo de agua. Luego se procedid a determinar la
cantidad total de huevos através de cuatro aicuotas de 10 ml que eran tomadas por medio
de una pipeta y colocadas en una cgja Petri, ala cuad se adicioné 0,5 ml de lugol con la
finalidad de tefiir los huevos y facilitar su conteo. Una vez realizado € conteo se retird la
aireacion y se dg6 reposar  agua por 10 min para que decanten los huevos no
fertilizados, los cuales eran retirados a través de una tuberia que recoge @ agua del fondo.
A continuacién se introducia en € tanque nueva agua para reponer la pérdida a retirar los
huevos, se coloco nuevamente aireacion y se procedio d conteo de los huevos viables que
permanecian flotando en la superficie dd agua, siguiendo € procedimiento descrito

anteriormente.

De edte tanque se tomO una muestra de huevos para establecer d porcentgje de
fertilizacion d observar d microscopio € estadio de desarrollo embrionario en que se

encontraban los mismos. Ademés se determinaba @ didmetro promedio de los huevos d



medirlos en € proyector de perfiles (Mitutoyo).

Posteriormente los huevos eran transferidos a un tanque cénico de 200 | de capacidad
(Fig. 17). El recambio de agua redlizado a través de una mdla de 400 um fue de 200 a
300% y la aireacion suministrada era suave para mantener a los huevos en movimiento y
evitar su aglomeracion en la superficie del agua provocando d aplastamiento y asfixia de

oS mismos.

A las 24 horas se determinaba @ porcentaje de eclosion de los huevos fertilizados d
establecer la cantidad de larvas presentes en € cuerpo de agua, siguiendo € mismo

procedimiento que para e conteo de huevos.

(Separacién de huevos)—

2001

Fig. 17. Tanques utilizados para separacién y eclosion de huevos de robal os.
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3. RESULTADOS

3.1 INDUCCION HORMONAL DE LA MADURACION, DESOVE Y

ESPERMIACION DE LOS ROBALOS DEL GRUPO No 1

3.1.1. Primera induccién

La primera induccién se inicio € 4 de febrero de 1997; se trabgjé con 4 reproductores
hembras cuyo peso oscilaba entre 10 y 12,3 Kg y 2 reproductores machos con pesos de

2,1 (No.8)y 2,8 (No. 7) Kg (Tabla2).

Al realizar la canulacion de todas las hembras se obtuvo fluido celdomico. Se observo la
presencia de oocitos en las muestras tomadas de las hembras No. 1, 5y 10. La hembra
No. 5 presenté oocitos con didmetro entre 300 y 400 um; mientras que en las otras
hembras |os oocitos se encontraron separados en dos grupos, uno mayaoritario, presente en
ambos animales, que abarcaba | os oocitos con diametro entre 40 y 70 um y otro formado
por oocitos con diametros entre 200 y 300 pum (Hembra 10) o entre 100 y 200 pm
(HembraNo.1).

L os machos por su parte no mostraron espermiacion al realizarles presion abdominal.

Parala primera pruebala hormona utilizada fué la LHRHa, suministrada mediante pellets
que contenian 200 pg de LHRHa cada uno, a reproductores machos y hembras. La dosis
hormonal empleada estuvo en € rango de 95,2 a 142,9 ug LHRHa.Kg-1 de peso total de
reproductor (Tabla 2).



Tabla 2. Primer implante de pellets con L HRHa a reproductores del primer grupo, 04/02/97

Reproductor (IT{E) No. Pellets ug LHRHaKg™ de
4 (F) 121 6 99,2
5(F) 12,3 6 97,6
10 (F) 11,3 6 106,2
8 (M) 21 1 95,2
P.T. = Peso Total

F = Femenino

M = Masculino

Tres semanas posteriores a implante hormona se realizd @ seguimiento del desarrollo
gonadal de los reproductores, notandose un incremento en € peso de los animales, con

excepcion de las hembras No. 4y 10 (Tabla 3).

Posteriormente se tomaron nuevamente muestras de oocitos y esperma de los
reproductores tratados. Los oocitos fueron medidos y separados en grupos de acuerdo a
su didmetro, cada grupo tenia una amplitud de 100 um. Todas las hembras presentaron
oocitos con diametros menores a 600 um, encontrandose principamente oocitos con

diametros menores a 200 pum.

LahembraNo. 1 presentd oocitos con didmetros menores a 600 um. Se encontraron con
mayor frecuencia oocitos con didmetros entre 1-99 um (52,1%), seguido de los oocitos
con diametros entre 100-199 um (38,3%); € resto de los grupos presentd una bga

frecuencia (0,4 a 5,4%) comparados con los dos primeros grupos (Fig. 18).

En la hembra No. 4, se observé oocitos con diametros menores a 500 um. El mayor
porcentaj e de oocitos estuvo en € rango de 100-199 um de diametro (52,6%), seguido del
grupo conformado por oocitos con diametros entre 1-99 um (43,3%), |os grupos restantes
a igud que la hembra anterior mostraron baja frecuencia, siendo esta entre 05y 2,6 %

(Fig. 19).

La hembra No. 5 mostré oocitos con diametros menores a 600 um. Los oocitos con

diametros entre 1 y 99 um fueron encontrados con mayor frecuencia (43,7%), seguido por



el grupo conformado por oocitos con diametros entre 100-199 um (33,1%); otro grupo
que presentd una elevada frecuencia (12,7%) comparado con los grupos restantes cuya
frecuencia estuvo entre 1,8 y 5,1%, fue e formado por oocitos con diametros de 400 a 499

um (Fig. 20).

En la hembra No. 10 se encontraron oocitos con diametros menores a 500 pum. Los
grupos que mayor frecuencia presentaron fueron los constituidos por oocitos con
diametros entre 1-99 um (52,2%) y 100-199 um (42,4%); los otros grupos tuvieron un
porcentgje menor a 3%. En este animal no se observo oocitos con diametros entre 300-

399 um (Fig. 21).

Se observaron cortes histol 6gicos con tincion H-E de los oocitos tomados por canulacion,
estos se encontraron en estado perinucleolar (Fig. 22) 6 en fase vitelogénica (Fig. 23) con

presencia de vesiculas de vitelo, granulos de vitelo y pequefias gotas lipidicas.

Ambos machos presentaron espermiacion, @ tiempo méaximo de motilidad de los

espermatozoides a contacto con agua de mar a 35 ups fué aproximadamente 5 min.

Al obtener oocitos con diametros mayores a 400 um que presentaban vitelogéness, se
inyectd alas hembras unatnica dosis de HCG de 1000 U.l. HCG.K g1 de peso total de

reproductor. Los machos, por presentar espermiacion no fueron tratados con ésta

hormona (Tabla 3).
Tabla 3. Induccion del desove de hembras del pri m_grupo con HCG, 26/02/97 _
Reproductor Dosis
(Kg) (U.l. HCGKgl deP.T)
1(F) 10,3 1.000
4(F) 119 1.000
5(F) 12,6 1.000
10(F) 11,2 1.000
P.T. = Peso Tota

F = Femenino

Luego de 24 horas de aplicada la hormona se tomaron muestras de oocitos de las

hembras, y al medir su diametro se observo lo siguiente:
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Lahembra No. 1 presentd oocitos con diametros menores a 700 pum. Comparado con la
medicion realizada antes de inducir a la hembra con HCG se not6 una disminucion en la
frecuencia de oocitos entre 1-99 um (25,5%) con incremento en la frecuencia de oocitos
entre 100-199 um (46,4%). Ademas se observo la aparicion de un elevado porcentgje de
oocitos con diametros entre 600 y 699 um (11,7%) mientras que € resto de grupos
también presentd un aumento de 2 a 4 veces € valor de su frecuencia, con excepcion del
conformado por oocitos con diametro de 400-499 um que disminuyé de 5,4 a 2,6 % (Fig.
18).

LahembraNo. 4 a igua que la hembra anterior presentd oocitos con diametros menores
a 700 um. Comparado con la medicion redizada € dia anterior, Unicamente existié una
disminucion en la frecuencia de los oocitos entre 1-99 um de didmetro (18,3%),
encontrandose la mayor frecuenciaen € grupo de oocitos entre 100-199 um de diametro
(66,4%). Un nuevo grupo que sobresalio fué el conformado por oocitos de 600 a 699 um
que presentd una frecuencia de 6%, l0s otros grupos tuvieron frecuencias entre 1,4 y 2,8%

(Fig. 19).

En la muestra tomada de la hembra No. 5 se encontraron oocitos con diametros menores a
1 mm. Comparado con la frecuencia de los grupos de oocitos medidos previo a la
induccion hormonal con HCG, se observo disminucién en los grupos conformados por
oocitos entre 1-99 hasta 400-499 um y & aumento de aproximadamente dos veces la
frecuencia de los oocitos entre 500-599 um. En esta hembra la mayores frecuencias
(35,3% y 29,3%) estuvieron en d grupo de oocitos de 1-99 um y de 100-199 um de
diametro respectivamente. Ademas, de manerasimilar alashembras 1 y 4, € nuevo grupo
de oocitos entre 600-699 um present6d una eevada frecuencia (12,1%), comparado con €

resto de grupos cuya frecuencia estuvo entre 0,5y 7,7 % (Fig. 20).

La hembra No. 10 presenté la papila genital inflamada probablemente causada por la

canulacion redlizada el dia anterior por o que no se tomaron muestras de oocitos de este
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gemplar.
Se observaron de cada muestra de oocitos cortes histoldgicos con tincién H-E mostrando
oocitos en estado perinucleolar (Fig. 22), en fase vitdogénica (Fig. 23), y en fase de
maduracion (Fig. 24-25) con € inicio de lafusion de gotas lipidicas y la migracion de la

vesiculagerminal.

En los machos aln se obtenia espermiacion a realizar la presién abdominal.

70 -
E 26/02/97
60 |
% O 27/02/97
S
< 40
'©
§ 30
g
L 20
11.7
10 5.4
4.6 36 =~ 4.1
0 20— 11 26 0415 o0l | 00
1-99 200-299 400-499 600 - 699
Diametro (um)

Fig. 18. Distribucion de los oocitos de la hembra No. 1 antes y después de la induccién hormonal con
HCG.
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Fig. 19. Distribucion de los oocitos de la hembra No. 4 antes y después de la induccidon hormonal con
HCG.
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Fig. 20. Distribucion de los oocitos de la hembra No. 5 antes y después de la induccion hormonal con
HCG.
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Fig. 21. Distribucién de los oocitos de la hembra No. 10 antes de la induccion hormona con HCG.

Fig. 22. Oocitos de robalo en fase perinucleolar.



Fig. 23. Oocitos de robalo en fase vitelogénica.

-y

Fig. 24. Oocitos de robalo en fase de maduracion.
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Fig. 25. Oacito de robalo previo a ovulacion.

Luego de 36-40 horas de aplicada la hormona HCG se iniciaron los desoves de las
hembras, siendo dificil establecer cuantas hembras desovaron debido aque en d tanque se

encontraban |as cuatro hembras.

Los desoves se realizaron durante la noche por un periodo de 7 dias consecutivos. La
cantidad total de huevos desovados fué elevada @ primer y segundo dia obteniéndose
4.875.000 y 1.108.000 huevos respectivamente. Posteriormente disminuy6 drasticamente
la cantidad de huevos desovados, encontrandose un méximo de 307.000 huevos d tercer
diay presentando la tendencia a disminuir hasta llegar a un minimo de 500 huevos €

Ultimo dia (Tabla4).

Al colocar los huevos en agua de mar a 35 ups en € recipiente de 50 | utilizado para d
contge de los mismos y dgjar € agua sin aireacion por 10 min gproximadamente, se

observo laformacion de una capa superficial de huevos.
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Lacantidad total de huevos flotantes que conformaban esta pelicula superficia representd

dd 2,58 a 24,63 % de los huevos desovados (Tabla 4).

L os huevos fertilizados se encontraron a momento de ser observados al microscopio en la
etapa de blastula (Fig. 26) en base d contge de la cantidad de huevos fertilizados se
determind la razon de fertilizacion durante € periodo de desove, misma que estuvo entre

0,58y 2,81 % (Tablad).

El diametro promedio de los huevos desovados vario a lo largo del periodo de desove,
observandose un minimo de 720,7+28,9 um en € primer desove, teniendo un incremento
hastallegar aun maximo de 764,9+15,5 um d tercer dia de desove y posteriormente una

disminucion hasta acanzar 749,1+29,9 um en e desove final (Tabla4).

A las 24 horas posteriores d desove, se observaron nuevamente los huevos, mismos que
se encontraban alin en la éapa de bléstula, es decir, que no se habia llevado a cabo €

desarrollo embrionario, fendmeno que se observo durante todo € periodo de desove (Fig.

24).
Tabl a4. Desoves de Robalos inducidos con LHRHa+HCG _ _
Fecha Huevos Huevos Huevos Razon de Diametro
Totales Flotantes  Fertilizados Fertilizacion promedio de
(x 1000) (x 1000) (X 1000) (%) huevos (um)
28/02/97 4.875 300 28,3 0,6 720,7+22,9
01/03/97 1.108 273 13,6 12 745,6+30,3
02/03/97 387 10 1 03 764,9+ 55
03/03/97 0 0 0 0 0
04/03/97 146 0 0 0 755,2+14,8
05/03/97 120,7 5 34 28 754,8+23,5
06/03/97 05 0 0 0 749,1+29,9
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Fig. 26. Huevos fertilizados de robal o en fase de blastula.

3.1.2. Segunda induccién

Dos meses después de concluidos los desoves, se inicid la segunda induccién de los
reproductores de éste grupo. Las hembras presentaron un peso inicia entre 10,2y 12 Kg

y losmachos 2,5y 3,3Kg (Tablab).

Tanto en hembras como en machos no se logrd obtener muestras de oocitos y esperma

respectivamente.

Se implantd nuevamente a todos los reproductores pellets con LHRHa; la dosis
suministrada varié entre 80 y 121,2 ug de LHRHa.Kgl de peso tota de reproductor
(Tablab).
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Tabla 5. Segundo implante de pellets con LHRHa a reproductores del primer grupo, 07/05/97

Reproductor F:(.T. No. Pellets Lg LHRHa,Kg'l de

(Kg) P.T.

1(F) 10.2 5 98

4(F) 12 6 100

5(F) 10,9 5 91,7

10(F) 11,7 6 102.6

7(M) 33 2 121.2

8(M) 25 1 80

P.T. = Peso Total

F = Femenino
M = Masculino

L uego de dos semanas de aplicada la hormona se intenté obtener muestras de productos

gonadal es de los reproductores, teniendo resultados no satisfactorios.

Se implanté por segundavez pellets con LHRHa a todos los reproductores del grupo, en

éste caso ladosis suministrada vario entre 91,7 y 137,9 ug de LHRHaKg1 de peso tota

de reproductor (Tabla 6).
Tabla 6. Tercer implante de pellets con LHRHa areproductores del primer grupo, 22/05/97
Reproductor P.T. No. Pellets Lg LHRHaKg‘l de
(Kg) PT.
1(F) 10,3 5 971
4(F) 121 6 99,2
5(F) 10,9 5 91,7
10(F) 11,7 6 102,6
7(M) 34 2 117.6
8(M) 29 2 1379
P.T. = Peso Tota

F = Femenino
M = Masculino

A las dos semanas de implantados por segunda vez los pellets, se redizd d seguimiento

del desarrollo gonadal; tanto en hembras como en machos no se logré obtener oocitos 6

esperma.

3.1.3. Tercerainducciéon

Al findizar la segunda induccién, se inicidé la Ultima prueba con éste grupo de

reproductores.
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Todos los animales presentaron una disminucién en su peso comparado con € muestreo

realizado dos semanas antes (Tabla 7), no se logro obtener oocitos o esperma.

La hormona utilizada fue la HCG, en una Unica dosis de 1000 U.l. HCG.Kgl de peso
total de reproductor hembra y 500 U.I.HCG.Kg! de peso total de reproductor macho
(Tabla7).

Tabla7. Induccion del desarrollo gonadal de reproductores del primer grupo con HCG, 09/06/97

Reproductor P.T. Dosis
(Kg) (U.l. HCGKgldeP.T)
1(F) 10,1 1000
4(F) 11,9 1000
5(F) 10,8 1000
10(F) 11,7 1000
7(M) 33 500
8(M) 2,7 500
P.T. = Peso Total

F = Femenino
M = Masculino

Luego de 24 horas de suministrada la hormona se realiz6 € seguimiento del desarrollo

gonadal de |os reproductores, obteniéndo espermiacion en machos.

3.2. INDUCCION HORMONAL DE LA MADURACION, DESOVE Y

ESPERMIACION DE LOS ROBALOS DEL GRUPO No 2

3.2.1 Primera induccién

Con e segundo grupo de reproductores, 4 hembras y 3 machos, la etapa de induccion d

desovey espermiacion inicio € 20 de marzo de 1997.

L as hembras utilizadas con un peso inicid entre 7,70 y 12,1 Kg, mientras que los machos

pesaron 3,1, 5,3y 13,1 Kg (Tabla8).

S6lo dos hembras (No. 2 y 9) presentaron oocitos con didmetro promedio de 68,2+22,3
umy 74,7+12,1 um respectivamente y un macho (No. 6) presentd espermiacion (Tabla
8).
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Al observar d corte histologico de los oocitos obtenidos por canulacion, estos se

encontraban en fase perinucleolar (Fig. 22).

Lahormona LHRHa se suministr6 atodas las hembras y a los machos con excepcion de
aquel que presentd espermiacion (No. 6). La dosis empleada entre 91,6 y 129 ug de
LHRHa.Kg1 de peso total de reproductor (Tabla8).

Tabla8 . Primer implante de pellets con LHRHa areproductores del segundo grupo, 20/03/97

Reproductor (IT{E) No. Pellets ug LHRHaKg! de
) 95 5 105,3
9(F) 113 6 1062
11(F) 121 6 9.2
12(F) 7.7 4 1089
3(M) 131 6 91,6
13(M) 31 2 129

P.T. = Peso Tota
F = Femenino
M = Masculino

Dos semanas después de administrada la hormona se tom6 nuevamente muestras de

00cCitosy esperma.

Las hembras No. 2, 9 y 12 presentaron oocitos con diametros de 90,8+16,9 um,

77,9+14,7 umy 63,3+19,2 um respectivamente.

Los machos, uno de los gemplares tratados hormonamente mostré espermiacion (No.

13) y a que no le fue implantada la LHRHa todavia presentaba espermiacion (No. 6).

Se implantd por segunda vez la hormona LHRHa a las 4 hembras y d macho que no
mostr6 espermiacion, la dosis utilizada estuvo entre 92,6 y 111,1 pg de LHRHa.Kg® de
peso total de reproductor (Tabla9).
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Tabla9 . Segundo implante de pellets con LHRHaa reproductores del segundo grupo, 01/04/97

Reproductor (IT{E) No. Pellets ug LHRHaKg™ de
9(F) 108 5 26
11(F) 117 6 102,6
12(F) 73 4 1096
3(M) 125 6 %6
P.T. = Peso Total

F = Femenino
M = Masculino
A las 3 semanas de implantada la hormona se realizd d seguimiento del desarrollo

gonadal de hembrasy machos.

Se obtuvo muestras de oocitos de 3 hembras (No. 2, 9y 12). El didmetro promedio de los
oocitos de la hembra 2 se mantuvo smilar ad de los oocitos medidos previo a implante
hormonal, siendo éste de 89.90+20.18 um. En las hembras No. 9 y 12 se encontraron
oocitos con diametro promedio de 96,5£15,2 um y 81,0+10,4 um respectivamente. Al

igua que los oocitos del muestreo anterior, todos se encontraban en fase perinucleolar.

Ninguno de los machos presentd espermiacion d momento de redizarles la presion

abdominal.

3.2.2. Segunda induccién

El segundo intento de induccion hormonal del desove y espermiacion de los reproductores

seinicio € 8 de Mayo de 1997.

L as hembras mostraron al momento de la induccion hormonal un peso inicid entre 6,9 y

11,1 Kgy losmachos peso de 2,9, 5,5y 12,9 Kg (Tabla 10).

Previo alaaplicacion dela hormona se tomé muestras de oocitos, obteniéndose muestras
en las hembras No. 2 y 11. El diametro promedio de los oocitos fue 94,9+15,7 um para la

hembra2y 78,3+11,5 um para €l otro gemplar.



De los tres machos con que se trabaj 6, ninguno de ellos mostro espermiacion d redizarles

lapresién abdominal.

Se implantaron pellets con LHRHa atodos |os reproductores; ladosis aplicada varié entre
69y 114,9 ug de LHRHa.K g1 de peso total de reproductor (Tabla 10).

Tabla 10. Tercer implante de pellets con LHRHa areproductores del segundo grupo, 08/05/97

Reproductor T No.Pellets g LHRHaKg ! de

(Ko) PT.
11(F) 11,1 6 108,1

12(F) 6,9 3 86,9

3(M) 129 6 93
&M 55 3 109,1

13(M) 29 1 69

P.T. = Peso Tota

F = Femenino
M = Masculino

El seguimiento del desarrollo gonadal se redizd a las 3 semanas de suministrada la
hormona. No se logré obtener muestras de oocitos en ninguna de las hembras y de los

machos &l No. 6 presentd espermiacion por |o que no fue tratado hormonal mente.

Se suministré una segunda dosis de LHRHa, misma que estuvo entre 74,1 y 119,4 ug
LHRHa.Kg1 de peso total de reproductor (Tabla 11).

Tabla 11. Cuarto implante de pellets con L HRHa a reproductores del segundo grupo, 23/05/97

Reproductor F:(.T. No. Pellets Lg LHRHaKg‘l de
(Kg) P.T.
2(F) 95 5 105,3
9(F) 114 6 105,3
11(F) 11,9 6 100,8
12(F) 6,7 4 1194
3(M) 128 6 93,7
13(M) 2,7 1 74,1
P.T. = Peso Total

F = Femenino
M = Masculino

L uego de dos semanas de administradala hormona, se redizd canulacion a las hembras y

presién abdominal alos machos sin obtener muestras de oocitos 0 esperma.
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59
3.2.3. Tercerainduccién

La tercera induccion a desove y espermiacion del segundo grupo de reproductores se
realizo € 10 de junio de 1997. En este ensayo se utilizo la hormona HCG, suministrada
mediante una sola dosis de 1.000 U.l. HCG.Kgl de peso en las hembras ¢ 500 U.I.
HCG.K g1 de peso en los machos (Tabla 12).

Tabla 12. Induccion del desarrollo gonadal de reproductores del segundo grupo con HCG, 10/06/97

Reproductor P.T. Dosis
(Kg) (U.l. HCGKgl deP.T)
2(F) 9,3 1000
9(F) 114 1000
11(F) 12,3 1000
12(F) 6,4 1000
3(M) 125 500
6(M) 6,1 500
13(M) 25 500
P.T. = Peso Total

F = Femenino
M = Masculino
Luego de 48 horas de realizada la induccion se efectué € respectivo seguimiento del
desarrollo gonadal en hembras y machos. Los machos presentaron espermiacion d
redlizarles presion abdominal, mientras que con € méodo de canulacion no se logrd

obtener muestras de oocitos de las hembras.

3.3. EVALUACION DEL DESARROLLO GONADAL DE LAS HEMBRAS DE

ROBALO.

Unavez finalizados | os ensayos de induccion alamaduracion y desove de las hembras de
robalo de ambos grupos, mediante la administracion de las hormonas LHRHa 'y HCG, y
al no tener resultados satisfactorios, se decidié sacrificar una hembra de cada grupo (No. 4
y 11) con la findidad de determinar la posible causa para que no se desarrolle la

maduracion y desove en estos animales.

LahembraNo. 4 a momento de ser sacrificadareport6 11,5 Kg de peso total y 58,6 g de



peso de gonada. El indice gonadosomatico determinado a partir de la siguiente formula:

Indice gonadosomético = _Peso de gonada * 100 fue 0.51.

Peso total * 1000

Los ovarios presentaron una coloracion naranja, se observo en € lumen un liquido
transparente de apariencia viscosa que visto a microscopio no presentd oocitos embebidos
en dicho liquido. Se tomaron muestras de oocitos presentes entre @ lumen y la pared del

ovario, € didmetro promedio de estos oocitos fué de 89,8+64,5 um.

El higado presentd coloracion marrén clara. Se observd hemorragias y manchas de
coloracion verde oscura dispersos en € 6rgano. Ademés hubo presencia de enfisema

siendo éstala posible causade que € higado tuviera una consistencia muy suave.

El segundo reproductor (No. 11) tuvo un peso total de 11,5 kg y € peso de las gonadas
fue 74,5 g. El indice gonadosomético fue 0.65.

El ovario mostro coloracion rojiza. Al realizar corte longitudinal se observo la presencia de
hemorragias en la parte interna del ovario, asi como coégulos de sangre y corpusculos

amarillosen € lumen del ovario.

El higado presentd coloracion similar a anteriormente descrito. Ademéas se observd

manchas amarillas, blancasy negras, hemorragias dispersas en todo €l higado.

Se tomo6 muestras de tejido ovérico y hepético para la redlizacion de cortes histologicos a
los cuales se les redizd tincion H-E, para observar y diferenciar las estructuras que
conforman € oocito, y PAS, que permite determinar la presencia de lipoproteinas a ser

estos compuestos tefiidos de color rojo intenso.

Las muestras de ovarios de ambos reproductores teflidas con H-E mostraron un
incremento en € grosor de la pared ovarica, provocadapor € aumento del tgido conectivo

presente en la pared. Los oocitos en estadio temprano de la fase perinucleolar (Fig. 27),
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comprobandose la ausencia de vitdo en € citoplasma de los oocitos, de acuerdo a la

tincion PAS.

Fig. 27 Corte histolégico de ovario de robalo mostrando tejido conectivo y oocitos en estado
perinucleolar. Tincion H-E.

Los corpusculos que se encontrd en @ lumen del ovario del segundo gemplar (No. 11)
presentaron multiples quistes de tamafio variable que contenian liquido amarillo y que
cubrian la mayor parte del corplsculo, y grupos de oocitos en estadio perinucleolar

ubicados en ambos polos.
Al observar los cortes histol6gicos del higado de ambos animales, se encontrd |o siguiente:

1) Lamayoria de los hepatocitos mostraron un incremento en la concentracion de lipidos
presentes en € citoplasma, por cuanto a ser tefiidos con H-E se observé en élos d
citoplasma totalmente incoloro. Algunas células presentaron hipervacuolizacion de su
citoplasma que provocd € aplastamiento del nlcleo contra la membrana plasmética. H
contenido de las vacuolas era de tipo lipidico, demostrado con la tincién PAS. Al aplicar

estatincién se observé que a gunos hepatocitos presentaban en su citoplasma compuestos
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lipoprotéicos por cuanto presentaron una coloracion rojiza, no se pudo determinar si estas
sustancias eran vitdogenina ya que la tincion PAS no permite diferenciar a los

compuestos lipoprotéicos entre si (Fig. 28).

2) Un aumento de tejido conectivo especiamente entre lacgpsulay € estroma, y alrededor
dd tgido pancredtico. El tgido conectivo corresponde a las manchas blancas observadas
externamente. Este tgjido erade tipo conjuntivo laxo, determinandose, por € bajo nimero

de nucleos presentesy ladisposicion irregular.

3) Lapresenciade globulos rojos llenando los sinusoides, que confirman la existencia de

hemorragias observadas externamente (Fig. 29).

Ademas de o mencionado anteriormente, en € higado del primer gemplar (No.4) se
observé acumulacion de grasa alrededor ddl tegjido pancredtico (Fig. 29), en € del robao
No. 11 se encontré hemorragias, que ocup6 lamayor parte ddl tejido conectivo, localizadas

en los espacios intertrabecul ares, ademas de la presencia de focos basofilicos posiblemente

de regeneracion ubicados en € tejido hepético.

Fig. 28. Corte histol 6gico de higado de robal o mostrando hepatocitos con presencia de glicoproteinas.
Tincion PAS.
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Fig. 29 Corte histolégico de higado de robal o mostrando presencia de vacuolas lipidicas arededor del
tejido pancredtico y hemorragias ocupando |os sinusoides del tejido hepético. Tincion H-E.
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DISCUSION

La carencia de maduracion y desove de peces en cautiverio es debido principa mente a una
alteracion fisiol6gicadd ge Hipotdamo-HipofisisGénada. Los niveles de gonadotropina
en la glandula pituitaria aumentan a medida que la éoca reproductiva se aproxima, pero
dicha hormona generamente no esliberada ala circulacion (Zohar, 1988 fide Zohar et al.,
1989). La gonadotropina es la hormona que estimula € inicio y norma desarrollo del

crecimiento y maduracion del oocito, y su carencia provoca lainhibicion de dicho proceso.

Este fendmeno es posible corregirlo con la administracién de hormonas, que estimulen la
liberacién de gonadotropina por parte dd reproductor, o que reemplacen a las

gonadotropinas propias del pez.

Uno de los compuestos que forman parte del primer grupo mencionado anteriormente es
d des-Gly1l0(D-Alaf)-LHRH etilamida. Los resultados del primer ensayo realizado con
los robalos del grupo 1 indican que d LHRHa puede inducir € desarrollo oocitario en
reproductores de robalo en cautiverio, posiblemente estimulando la liberacion de

gonadotropina.

La administracion de LHRHa a través de implantes hormonales de pellets a base de
colesterol, permitio la liberacién gradua y constante de la hormona por un largo periodo
de tiempo evitando la excesiva manipulacién de los peces, e induciendo € desarrollo de los
oocitos desde una fase temprana (Crim et al., 1983 fide Lam, 1985). Td fase inicid
denominada estadio temprano de oocito perinucleolar, fue encontrada previo a la induccién
hormonal con LHRHa redizada en d primer ensayo, y a partir de la misma se

desarrollaron los oocitos hasta completar lafase vitelogénica.

El incremento en d diametro de los oocitos que ocurrié 3 semanas posteriores a la
aplicacion de dicha hormona en dosis de 95,2 a 142,9 ug LHRHaKgl de peso de

reproductor, indico que € desarrollo oocitario fue iniciado y acelerado por € tratamiento



hormonal. Esto es un indicativo que la LHRHa gercid su efecto en la liberacion de
gonadotroping, iniciando € crecimiento oocitario. Ademés se encontraron 00Citos
perinucleolaresy vitel ogénicos de diametro variable. La presencia de oocitos de diferentes
diametros es un indicativo que € Centropomus nigrescens se encuentra dentro del grupo
de especies que presentan desarrollo ovérico de tipo asincrénico, es decir que l0s oocitos
sufren maduracion y ovulacion a intervaos de 24 horas, td como ocurre en d Sparus

aurata (Zohar y Gordin, 1979 fide Zohar et al., 1989)

Una vez que € oocito ha completado la fase viteogénica, necesita ser estimulado
hormonal mente para que se produzca su maduracion, ovulacion y desove. En este ensayo,
la hormona gonadotropica empleada para inducir la redizacién de dichos procesos fue la

HCG.

La dosis de HCG tilizada en & presente ensayo (1.000 U.l. HCG.Kg! de peso de
reproductor), aunque menor ala utilizada por Chapman et al. (1982) para  Centropomus
undecimalis (1.100 U.l. HCG.Kg 1 de peso de reproductor) y Cerqueira (1991) para d
Centropomus parallelus (1.500 U.l. HCG.Kg1 de peso de reproductor), resultd efectiva
en la induccion del desove del Centropomus nigrescens, debido a que € oocito se
encontraba lo suficientemente desarrollado como para responder positivamente a estimulo

hormonal delaHCG.

Poco tiempo después de la aplicacion de la hormona HCG se inicid € proceso de
maduracién de |os oocitos postvitel ogénicos en las 4 hembras, siendo encontrados oocitos
24 horas posteriores a su aplicacion. Se observo gque en estos oocitos se habia producido
la migracion de la vesicula germind, asi como la fusion de las gotas lipidicas, e incluso
algunos de estos habian completado la maduracion. Ademas de inducir la maduracion, esta
hormona estimulé @ desarrollo de oocitos que se encontraban inicidmente en estadio
perinucleolar 6 en fase vitdogénica hasta su madurez siguiendo € mismo patron de

desarrollo descrito por Ager et al. (1976) para d Centropomus undecimalis. La hormona
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HCG puede haber actuado sinergisticamente con la hormona LHRHa suministrada
previamente, provocando & desarrollo de los oocitos perinucleolares presentes en € ovario

a momento deinyectar alos reproductores laHCG.

Los desoves empezaron 36-40 horas después de suministrada la hormona, 1o que indica
gue laHCG puede ser utilizada para inducir & desove de reproductores de robalo que se
encuentren inicialmente con oocitos en fases anteriores ad de la madurez, tales como la

vitelogénesis.

A pesar de utilizar una dosis de HCG smilar a la empleada por Costa (1981 fide
Nogueira, 1991) y Chapman et al. (1982) para inducir a la maduracion y desove del
Centropomus undecimalis, € tiempo existente entre la administracion de la hormonay d
inicio del periodo de desove encontrado en d presente ensayo fue mayor a obtenido por
Costa (1981) (24-30 h) y Chapman et al. (1982) (33-36 h). Esta diferencia de tiempo
puede ser debida a estadio inicid que tuvieron las hembras previo a la induccién
hormonal, es decir, que mientras mas avanzado sea € estadio oocitario inicial de los
reproductores d momento de redlizar la induccion hormona, € tiempo de latencia

existente entre lainduccion hormonal y € inicio del periodo de desove serdmenor.

Ademas dedl estadio inicial en que se encuentren |os oocitos a momento de la aplicacion de
laHCG, un parametro ambiental que influye de manera directa en € tiempo de latencia es
latemperatura. Utilizando dosis similares de HCG, Chapman et al. (1982) d trabagjar con
temperaturas entre 28-30°C, obtuvo un tiempo de latencia entre 33-36 horas en d
Centropomus undecimalis, tiempo menor a obtenido por Cerqueira (1991) en d
Centropomus parallelus que fue de 40-45 horas temperaturas entre 23-26 °C y d dd
presente ensayo que fue de 36-40 horas con temperaturas entre 26-29 °C. Estas
diferencias, indican que para una misma dosis utilizada € tiempo de latencia disminuye a
medida que existe un aumento de temperatura, debido a incremento del metabolismo

genera delaespecie.
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Durante d periodo de desove, € tamafio de los huevos desovados vario, encontrandose en
el primer desove un diametro promedio de 720,7+22,9 um, mientras que en € tercer
desove d didmetro promedio fué 764,9+15,5 um. En general, d tamafio de los huevos fué
mayor d encontrado por Cerqueira (1991) para d Centropomus parallelus que fue de
650 um. Esta diferencia de tamaio puede estar relacionada con € peso de los
reproductores (Bromage et al., 1992 fide Cerda et al., 1994), pues mientras Cerqueira
(1991) utilizd reproductores con peso de 0,3 - 1,5 Kg, en este estudio se emplearon

reproductores con peso de 10,3 - 12,3 Kg.

Se puede observar que durante € periodo de desove logrado con & Centropomus
nigrescens, d tamafio de los huevos descendid graduamente con € incremento del
nimero de desoves a partir del tercer dia. Tendencia similar ha sido encontrada en otras
especies marinas tales como el red sea bream (Watanabe et al., 1985 fide Mushiake et al.,
1994), red spotted grouper (Fukuhara, 1989 fide Mushiake et al., 1994), Japanese striped
knifgaw (Itoh, 1978 fide Mushiake et al., 1994), y ydlowtall (Mushiake et al., 1994).
Este fendmeno ocurre principalmente en reproductores alimentados con una baja racién

alimenticia (Springate et al., 1985 fide Mylonaset al., 1996).

La cantidad de huevos desovados durante los 7 dias que dur6 € periodo de desove fue
mayor durante los dos primeros dias, ocurriendo una disminucion dréstica en los
posteriores desoves. Resultados similares han sido observados por Almendras et al.
(1988) y Nacario (1987 fide Garcia, 1989), d inducir € desove del Lates calcarifer con

lautilizacion de pdllets y bombas osméticas que contenian LHRHa.

De las hembras tratadas hormonalmente con HCG, @ gemplar No. 5 presentd a las 24
horas de aplicada la hormona el mayor porcentaje de oocitos entre 500 y 700 pum. En base
a elevado porcentgje de oocitos en fase de maduracion y la considerable disminucion de
peso que sufrié la hembra No. 5 luego dd periodo de desove, se puede deducir que la

mayor parte de los huevos obtenidos durante € periodo de desove provino de dicha
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hembra.

La cantidad de huevos flotantes o viables representd dd 0 d 24,6% de tota de huevos
desovados. Bajos porcentgjes de huevos viables han sido también obtenidos por Cerda et
al. (1994) y Watanabe et al. (1984 fide Cerda et al., 1994) d administrar a los

reproductores dietas deficientes en proteinay minera es-vitaminas respectivamente.

La tasa de fertilizacion obtenida en d presente trabajo (0-2,8%) resulta bgja , comparada

con la obtenida por Cerqueira (1991) en Centropomus parallelus, que fue de 70%.

Existen muchos factores que gercen su influencia sobre la tasa de fertilizacion, ad

tenemos que:

La bga tasa de fertilidad después de la induccion hormonal ad desove, es causada
probablemente por la acdleracién de la maduracion gonada, lo que resulta en la
disminucién de la cdidad de los huevos, ad ser estos muy pequefios o presentar
sobremadurez (Bromage et al., 1992 fide Cerda et al., 1994). Este fendmeno ha sido
demostrado por Nash y Kuo (1975 fide Garcia, 1989) parael "grey mullets'.

Al suministrar a los reproductores una smple inyeccion hormonal, la vida media de la
HCG en e sistemacirculatorio del pez es corta. El tratamiento puede no ser adecuado para
inducir la maduracion y ovulacion de los oocitos que todavia no sufren vitelogénesis,
obteniéndose desoves de oocitos que ain no han completado su madurez, produciendo
una baja cdidad de los huevos que incide directamente sobre la fertilizacion (Doi et al.,

1993 fide Singhagraiwany Doi, 1993).

Otro de los factores que posiblemente actlia de manera negativa en la cdidad de los
huevos es laedad del reproductor. De acuerdo a peso presentado por |os reproductores d
momento de iniciar los ensayos con ambas hormonas y tomando como base d
crecimiento estimado del Centropomus nigrescens segun Futagawa (1997), los robalos

tenian unaedad entre 11 y 14 afios. es quizas una de las razones méas importantes por la
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cual latasade fertilizacion fue baja.

La relacién hembramacho existente en los tanques de desove influye de manera directa
sobre la tasa de fertilizacion de los huevos. Matsuyama et al. (1995) empleando una
relacion 1:1 obtuvo unatasa de fertilizacion de 23,8-45,1%, mientras que Cerqueira (1991)

al utilizar unarelacion 1:3 logro lafertilizacion del 70% de los huevos desovados.

Reproductores alimentados durante un periodo prolongado de tiempo con una dieta
deficiente en proteinas y é&cidos grasos poliinsaturados, principalmente de la familia n-3,
ven afectado su desarrollo gonadal, calidad del desovey de huevos, 1o que reduce la razon
de fertilizacion (Carrillo et al., 1995; Cerda et al., 1994; Cerda et al., 1995; Trush & al.,
1993 fide Carrilloet al., 1995).

El desarrollo de los huevos fertilizados obtenidos en € ensayo se detuvo en la etapa de
bléstula, por 1o que no existié eclosidn de los huevos fecundados durante € periodo de
desove. En € presente ensayo la densidad de huevos utilizada no influy6 sobre la eclosion,
ya que tanto a densidades elevadas (1500 huevos.|-1) como densidades bajas (25 huevos.l-

1) no se produjo dicho proceso.

Dos posibles razones que afectaron @ desarrollo embrionario de los huevos fecundados
son, la bgja calidad de los huevos desovados, asi como la agitacion de los mismos. Con
respecto d segundo factor, Ager et al. (1976) encontré que la carencia de agitacion
durante las 6 primeras horas posteriores a la fertilizacion es critica para € desarrollo del

embrion del Centropomus undecimalis.

Posterior a desove, las hembras del primer grupo no sufrieron nuevamente maduracion y

desove, a pesar de ser tratadas con LHRHay HCG.

En losintentos de induccion ala maduracién con LHRHa realizados con las hembras del
segundo grupo, se observo Unicamente un ligero incremento en € didmetro de los oocitos

perinucleolares, 1o que indica que la LHRHa estimul 6 la liberacion de gonadotropina por
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parte de la hipdfisis, permitiendo € incremento del diametro de los oocitos.

Al sacrificar dos hembras se encontrd que los ovarios mostraron oocitos en estado
perinucleolar, lo que indica que estos oocitos no habian sufrido vitelogénesis. Esta es la

razon por la cual estas hembras no desovaron a pesar de ser inducidas hormona mente.

La vitelogénesis involucra a higado, 6rgano en € cua se sntetiza la vitelogenina,
precursor del vitdo de los oocitos. La no redizacion de este proceso en los oocitos
perinucleolares encontrados en las hembras de robalo del segundo grupo, puede ser
debido a la inhibicion de la sintesis de vitdogenina en d higado. En base a lo
anteriormente mencionado se hizo un estudio histolégico del higado de las hembras

sacrificadas.

El higado present6 una enfermedad conocida como degeneracion lipoidea o infiltracidn de
grasa. La degeneracion lipidica resulta de una gran acumulacion de lipidos, generalmente
grasas neutrales (Hibiya, 1982), y se caracteriza por la presencia de grandes vacuolas con
contenido lipidico, que ocupan casi todo € citoplasma de los hepatocitos y provoca €
aplastamiento dd nucleo contralamembrana plasmética (Roberts y Bullock, 1989), como

se observo en los cortes histol égicos de ambos higados.

La infiltracion de grasa ocurre en peces dimentados con trazas de pescado o dietas
pelletizadas, en los cuaes @ componente lipidico se encuentra en exceso (Roberts y

Bullock, 1989).

El aumento de tgjido conectivo presente en € higado, indica que este 6rgano ha sufrido un
proceso de inflamacién, lo cual queda confirmado con la existencia de hemorragias
dispersas en todo €l 6rgano. La presencia de focos de regeneracion basofilico indican que

el higado actualmente se encontraba en proceso regenerativo.

En generd, la baja tasa de flotabilidad y de fertilizacion obtenida en & primer ensayo, la

posterior carenciade maduracion y desoves, asi como la degeneracion lipidica encontrada
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en e higado de las hembras sacrificadas, son indicativos de que la dieta suministrada a los

reproductores utilizados en €l presente estudio no fue la mas apropiada.

En 1 de 3 intentos de induccion a la espermiacién con LHRHa redlizados con los
reproductores machos utilizados en e presente estudio, se obtuvo resultados positivos, que
aunque preliminares, abren la posbilidad de utilizar esta hormona para estimular la

espermiacion de reproductores de Centropomus nigrescens.

Por otra pate, da utilizar la hormona HCG, € 100% de los machos respondio
positivamente mostrando espermiacion. La efectividad mostrada en este estudio d
suministrar 500 U.I. HCG.K g1 de reproductor, indica que esta dosis hormonal puede ser
utilizada para inducir la espermiacion del Centropomus nigrescens. La HCG es una
hormona andloga a la gonadotropina propia del pez, por lo que gerce su funcién
directamente sobre las células de Leydig estimulando la produccién de esteroides
involucrados en la maduracion y espermiacion. Dicha hormona puede actuar
sinergisticamente con las gonadotropinas del pez incrementando € efecto de estas Ultimas,
lo que se vereflgjado en larealizacion de la espermiaci dn poco tiempo después de aplicada

laHCG, como ocurri6 en € presente estudio.

L os factores ambiental es tales como temperatura, salinidad, oxigeno disudlto y pH, inciden
sobre e metabolismo del animal. Cada especie presenta con respecto a estos parametros,
valores méximos y minimos dentro del cud se desenvuelven normalmente todas sus
funciones fisiologicas. Vaores por encima o debgo del rango 6ptimo provocan €
estresamiento del animd, causando ateraciones en su metabolismo. A pesar de no haber
sido controlados los pardmetros ambientales mencionados anteriormente, no se debe
descartar la posbilidad, que estos influyeron en la respuesta por parte de los

reproductores hacialas hormonas suministradas en € presente estudio.

Tanto lahormona LHRHa como la HCG, gercen su efecto sobre € desarrollo gonada a

través de los esteroides sexuales, sintetizados en € foliculo ovarico bgo € estimulo de la
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gonadotroping, y liberados hacia € torrente sanguineo, de donde son captados por
receptores especificos ubicados en drganos tales como € higado (Nagahama et al., 1995)

gerciendo agui su accion.

Los niveles de cada esteroide sexua varian, siguiendo un patrén tipico, durante d
desarrollo gonadal, por lo que seriainteresante realizar d seguimiento de estas variaciones
en gemplares que no han sido tratados hormonamente versus eemplares tratados

hormona mente con lafinalidad de determinar:

- Laconcentracion minima de esteroides que debe estar presente en la sangre para que la

vitelogénesis, maduracion y ovulacion se produzcan norma mente.

- El efecto que produce lainduccion hormonal sobre los niveles esteroidales.

- La dosis minima que debe ser suministrada a los reproductores para que los niveles de

esteroides se incrementen hastallegar a nivel Optimo necesario para el desarrollo gonadal.

Actuamente latécnicamés eficaz para cuantificar los niveles de esteroides sexuaes en €
plasma sanguineo esla denominada RIA (Radio Immuno Assay) (Prat et al., 1990). Con
dichatécnica se pueden readlizar andlisis de testosterona, estradiol-173 y 17a,203-DP, que

son |os esteroides sexual es involucrados directamente en el desarrollo gonadal.
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CONCLUSIONES

. La hormona LHRHa, administrada a reproductores hembras de Centropomus
nigrescens en dosis de 97,6 a 106,2 ug LHRHaKg?l de peso mediante pellets de
colesterol, ettimula @ desarrollo y vitelogénesis de oocitos perinucleolares en d

Centropomus nigrescens.

. Reproductores de Centropomus nigrescens gque presentan 0ocitos vitelogénicos,
con diametros mayores a 400 um, responden positivamente a una dosis de 1.000 U.I.
HCG.K g1 de reproductor, obteniéndose maduracion, ovulacion y desove a cabo de 36-40

horas atemperaturas de 26-29 °C.

. Lapobre calidad de |os huevos desovados, puede deberse principamente a la edad
de los reproductores utilizados, asi como la dieta no apropiada suministrada durante

periodo de mantenimiento previo alarealizacion de lainduccion hormonal.

. En & Centropomus nigrescens un indice gonadosomatico con vaores de 0.51 a
0.64, es un indicativo de que la hembra se encuentra totalmente inmadura, presentando

oocitos perinucleolares con diametro menor a 100 pm.

. Una dieta con elevado contenido lipidico, provoca en d higado la enfermedad
conocida como degeneracion lipoidea o infiltracidn de grasa. Esta enfermedad no permite
lasintesis de vitelogenina por parte de las cdlulas hepaticas, afectando la redizacion de la

vitelogénesis en los oocitos.

. La hormona HCG en dosis de 500 U.I. HCG.Kgl de reproductor, estimula la

realizacion de espermiacion por parte de los machos de Centropomus nigrescens.



RECOMENDACIONES

. Redizar estudios del habitat natura, a fin de determinar rangos de parametros
fisco-quimicos en los que se desenvuelve normamente  Centropomus nigrescens 'y
zonas en las que se locdiza durante todo € afio, en cantidades suficientes para ser

utilizados en posteriores investigaciones.

. Estudiar e desarrollo gonadal de las hembras de Centropomus nigrescens, con la

findidad de:

- Establecer la variacion dd indice gonadosomético durante dicho proceso, y d tamafio

minimo en que la especie se encuentra sexua mente madura.

- Determinar la época ddl afio en que se llevan a cabo los desoves, duracion del ciclo
reproductivo, frecuencia de desoves dentro del ciclo reproductivo, y tamafio promedio de

|os huevos desovados.

- Fecundidad total y fecundidad relativa.

Esto permitira saber cua es el peso minimo de reproductores que podrian ser utilizados en
ensayos de induccion d desove, asi como la época del afio apropiada para capturarlos.
Ademés se obtendrian datos preliminares con la cuaes se podria comparar € efecto de la
induccion hormonal, a fin de determinar con exactitud si la administracion de hormonas
exogenas gerce un efecto positivo sobre la fecundidad, frecuencia de desoves y tamafio

promedio de huevos.

. Andizar la composicion bioquimica de los organismos que forman parte de la
alimentacion del Centropomus nigrescens y en base a los resultados obtenidos redizar

una dieta que cumpla con los requerimientos necesarios de dicha especie.

. Redlizar nuevos bioensayos con las hormonas LHRHay HCG en Centropomus

nigrescens y probar diferentes variablestales como :



- Diferentes dosis a ser suministradas, con € fin de encontrar la minima efectiva en la

induccién de lamaduracion y desove del Centropomus nigrescens.

- Temperatura éptima en la cua se obtienen las mejores respuestas por parte de los

reproductores.

Pardelamente utilizar la técnica RIA para redizar € seguimiento de los niveles de

testosterona, estradiol-173 y 17a,20B3-DP en d plasma sanguineo durante € ciclo de

induccién hormonal.

. Trabgar con tanques de menor capacidad, preferiblemente no mayores a 1
tonelada, y ubicar 1 hembra con su(s) respectivos machos, a fin de llevar un megor control

del desarrollo gonada y de los desoves que se realicen.

. Ensayar diferentes rel aciones macho:hembra, para determinar la relacion en la que

se obtiene mayor porcentgje de fertilizacion.

. Optimizar los méodos de incubacién, a través de control de las diferentes
variables que afectan la tasa de eclosién, con la findidad de meorar € porcentgje de

eclosion.
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ANEXQOS



Anexo 1. Promedio mensual de latemperatura, pH y Oxigeno disuelto medidos durante d

bioensayo.
Tanque de 10 TM (Primer Grupo)
Mes Temperatura pH Oxigeno Disudto
(9 (mg.I-D
Febrero 27,115 8,12+0,21 6,29+0,82
Marzo 27,2+2,6 8,07+0,29 6,07+1,23
Abil 25,7+2,9 8,16+0,26 6,40+1,11
Mayo 27,1+1,9 8,26+0,23 6,57+1,47
Junio 27,0£1,1 8,12+0,30 6,41+0,78
Tanque de 18 TM (Segundo Grupo)
Mes Temperatura pH Oxigeno Disudto
(0 (mg.I-1)
Febrero 27,9t2,1 7,74£0,52 6,61+1,23
Marzo 27,515 7,66+0,94 6,44+1,43
Abil 26,1+2,3 8,05+0,31 6,77+1,19
Mayo 27,4+0,7 7,96+0,51 6,87+1,43
Junio 27,3t1,7 7,89+0,47 6,56+1,15




