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RESUMEN

El tigrito Pimelodus pictus es la especie de pez ornamental méas representativa
:ie Colombia, segiin el INPA (1994), esta especie ocupa el primer lugar de los
peces ornamentales exportados hacia Estados [inidos, en 1990 represento el
9,8% del total de unidades exportadas, y actualmente sigue presentando el

mismo lugar de preferencia en los mercados internacionales.

La especie es un pequefio bagre perteneciente a la familia pimelodidae, con
comportamiento reproductivo migratorio, al igual que otros bagres de la misma

familia, reproduciéndose en los meses de mayo a julio (Blanco 1993).

La presente investigacion se realizé durante el segundo semestre de 1,998 y el
primero de 1.999. En ei estudio sobre la anatomia basica de la especie se
determino que el sistema digestivo es tipico de peces benténicos carnivoros que
tragan a sus presas enteras; respecto al sistema reproductor, las gonadas son
saculares pareadas con canales rectos que permiten la canulacién; los
testiculos son pareados en forma de racimos tipicos de la familia.

Las principales enfermedades que se presentan en cautiverio son causadas por

las bacterias Aeromonas hydrophila.,y A. Veronii, el protozoo
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Icthyophthirius sp y los hongos Saprolegnia sp, pudiéndose realizar su

control.

Para la maduracién en cautiverio se probaron 6 tratamientos, resultado de la
combinacion de tres temperaturas (25, 27 y 29°C) con dos pH (6 y 7,2)
encontrandose que las mejores condiciones para madurar en cautiverio la
especie es la temperatura de 27° C con un pHi de 6. Al analizar los cortes
histologicos de los ovarios se encontrdé que los ovarios del tigrito, segin la

clasificacion de Zanuy (1977), se caracterizan por ser sincronicos por grupos

El tratamiento hormonal para inducir a la maduracién final y desove se realizé
con dos hormonas, el extracto de pituitaria de carpa en tres dosis 3, 5 y 8
mg/kg en dos (O y 14 horas) y trés momentos dé aplicacién (0, 8 y 16 horas) y
el primogonyl con las dosis de 3, 5 y 8 Ul/gr en dos y tres momentos de
aplicaciéon. El mejor tratamiento para la induccién hormonal fue cén EPC con la
dosis de 3mg/kg en dos momentos de aplicacion, lograndose desoves naturales

y por extrusion a las 173 y 205 horas grado.
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1. INTRODUCCION

La piscicultura en Colombia se inicid como una actividad en donde se
introducian especies foraneas (Oreochromis ﬁiloﬁcus, Oreochromis sp. y
Onchorynchus mykis) y se importaban tecnologias de cultivo. Estas especies
han desarrollado de manera signiﬁcativs; la producciéon nacional, pero se ha

visto limitada por los mercados nacionales e internacionales.

Este hecho sumado, a la gran diversidad ictica de nuestro pais, ha provocado
un inusitado interés por el desarrollo de tecnologias que buscan la producciéon
de especies nativas. Estas investigaciones se han realizado bajo dos objetivos
principales: llegar a la produccién masiva con fines de comercializacién y tener
la disponibilidad de individuos para realizar labores de repoblamiento, y asi,
recuperar poblaciones naturales afectadas por sobrepesca y/o contaminacion.

Dentro de estas especies encontramos uha gran diversidad de peces
ornamentales que durante afios han sido extraidos del medio para ser
comercializados a mnivel nacional e internacional, generando divisas muy
importantes para nuestro pais. Actualmente es fundamental desarrollar

esfuerzos que produzcan tecnologias para su reproduccion en cautiverio.

3
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Con el presente proyecto de investigacion se busca generar conocimientos para
15;1 reproducciéon ‘en cautiverio de la especie mas representativa de nuestros
peces ornamentales, "El Tigrito" Pimelodus pictus. Segin el INPA (1994), esta
especie ocupa el primer lugar de los peces dmamentaies exportados hacia
Estados Unidos, en 1990 represento el 9,8% del total de unidades exportadas;
el mismo instituto asegura que actualmente es'La especie sigue ocupando el
mismo lugér de preferencia tanto en el mercado de los Estados Unidos como en

el Europeo.

El presente documento realiza importantes aportes a la biologia, mantenimiento
y reproducciéon en cautiverio, dando a conocer una parte del paquete

técnolégico para la reproduccion del tigrito en cautiverio.

En la introduccién se encontrara una descripcion de la especie, algunos
aspectos biolégicos y su distribucion geografica; ademas se explicaran los
principales aspectos que intervienen en el proceso reproductivo de peces. En el
capitulo I "Anatomia" se presentan algunas anotaciones sobre su anatomia, se
incluye el sistema digestivo, el reproductor y algunas anotaciones sobre
dimorfismo sexual. En el capitulo II "Estandarizacién de técnicas" se
dilucidan técnicas que son importantes para el desarrollo de este proyecto

(sistemas de filtracién, manejo de temperatura y pH, y control de
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enfermedades). En el capitulo Il "Maduracion gonadal en diferentes
condiciones medioambientales" se presenta la Fase I del proyecto de
investigaciéon. Aqui se establece la influencia de algunos parametros
mediambientales (T °C y pH) en el proceso de maduracién gonadal. Finalmente
en el capitulo IV “Induccion al desove usando extracto de pituitaria de
carpa {epc) y gonadotropina corionica humana (primogonyl)” se muestra la

efectividad de estas hormonas en la maduracion final y desove de la especie.

Estamos seguros que €l presente documento realiza importantes aportes para
iniciar la produccién en cautiverio del Tigrito P. pictus, y que los conocimientos
adquiridos seran muy utiles para la reproduccion de otras especies nativas de

peces.
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2. MARCO TEORICO

2.1. UBICACION TAXONOMICA DE LA ESPECIE

Clase Osteichthyes

Subclase Actinopterygii

Infraclase Teleostei
Divisi6én Euteleostei
Superorden Ostariophysi
Orden Siluriformes
Familia Pimelodidae
Género | Pimelodus
Especie Pimelodus pictus (Stendachnner,
1876)
Nombre vulgar Tigrito
Pimelodido angélico

2.2. DESCRICION DE LA ESPECIE

2.2.1. Distribucién geogrdfica y habitat .

La especie se distribuye en Colombia en los rios Meta y Guaviare del sistema
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del rio Orinoco; y del rio Caqueta del sistema del rio Amazonas (Blanco, 1988).
Su habitat son los esteros y arroyos con aguas lénticas y donde la topografia es
plana, generalmente se encuentra en las riveras con o sin cubierta de arboles o
gramineas, vegetacion acuatica enraizada y con fondos fangosos o arenosos. Su
captura se realiza en aguas con profundidades promedio de 72 cm. Las aguas
son claras con pH acido, temperatura 24 — 30° (R;)driguez, 1985), oxigeno
disuelto de 8 ppm, conductividad de 1 us/cm y tﬁrbidez de 150 ppm o mas

(Blanco 1988)

2.2.2. Habitos alimenticios.

Es de habitos benténicos. Su dieta esta compuesta principalmente por restos

de peces e insectos (imagos y larvas) que se encuentran en el fondo (Blanco,

1988).

2.2.3. Minima talla de madurez sexual.

La talla de madurez gonadal para los machos esta entre 88 y 91 mm, y para las
hembras entre 106 y 111 mm. Esto sugiere un dimorfismo sexual aparente

dado que las hembras maduran a una talla mayor (Rodriguez, 1994).
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2.2.4. Condiciones para su mantenimiento en cautiverio.

Axelrod (1988) describe las siguientes condiciones para mantener la especie en

cautiverio:

pH: 7.2
Dureza: 10 mg/L
Temperatura: 25 grados centigrados

Volumen del tanque: 300 It.

Alimentacion: Lombrices vivas, larvas de
insecto
Luz: Baja

2.3. REPRODUCCION EN PECES

Los peces han sufrido un proceso de evolucion selectiva, en la cual, se han
adaptado a las condiciones medioambientales para sobrevivir y perpetuar su

especie. Por esto los peces han desarrollado diversas estrategias reproductivas

siendo estas, las mas diversificadas dentro de los teleésteos. Segun el grado y
g tipo de cuidado parental de los huevos después de la fertilizacién los peces se

pueden clasificar seglin la tabla 1(pag 9).
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De acuerdo al nimero de puestas durante un afio, los peces se clasifican

dependiendo del tipo de ovario que presenten:

1. Sincronismo total. Son las especies que &esovan una sola vez en su vida,
todos los oocitos se encuentran en el mismo estado de desarrollo. Un
ejemplo es el salmoén.

2. Sincronismo por grupos. Estos peces se éz:aracterizan por tener varios
desoves en su vida con intervalos de tiempo conocidos, sus ovarios tienen
por lo menos dos grupos de oocitos en estado de desarrol}o distinto. Este es
el caso de peces que responden al estimulo de las estaciones en las zonas
templadas, o al régimen de lluvias en las zonas tropicales. Ejemplo: La
cachama y el bagre rayado.

3. Asineronicos. Son peces qﬁe desovan varias veces en su época de
reproducciéon, que generalmente puede ser muy larga llegandose a presentar

durante todo el afio. Los guppys Poecilla reticulata son un caso tipico de

estos peces. (Zanuy y Carrillo, 1987)
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Tabla 1. Clasificacién de los peces segiin el grado y tipo de cuidado

parental.
TIPO TIPO DE HUEVOS EJEMPLOS
1. No cuidado
parental
*  Dispersion de la Huevos numerosos Meros
puesta Cachamas
*  Ocultamiento de la | Produccién de menos huévos pero Salmonidos
puesta mas grandes Carpas
2. Cuidado parental |Pocosy grandes huevos con gran Algunos
cantidad de sustancia de reserva ciclidos.
Algunas
cuchas
3. Transporte de la
puesta
* Interna. Dentro del | Pocos y grandes huevos con gran Especies
sistema | cantidad de sustancia de reserva ovoviviparas
reproductor. y viviparas.
= Externa. Pocos y gréndes huevos con gran Algunos
Transporte externo ciclidos.

depués de la

fecundacion.

cantidad de sustancia de reserva

(Balén 1981 en: Cerda 1993)

10
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2.4. CICLO REPRODUCTIVO EN PECES

Los peces presentan una serie de etapas en. su proceso reproductive. Primero
necesitan ser estimulados por factores externds para disparar el proceso. Este
estimulo desencadena una serie de procesos neuro endocrinos que terminan en
la estimulacién de la produccion de gametos viaﬁles para la reproduccion. Para

entender mejor estos procesos se explicaran en tres etapas:

Factores ambientales de la reproduccién.

Control neuro endocrino.

» Proceso de maduracién de los oocitos y espermatozoides.

2.4.1. Factores ambientales de la reproduccién en peces.

Los peces necesitan de estimulos externos para iniciar su proceso de
maduracién. Estos estimulos varian tanto, como las estrategias reproductivas
que presentan; pueden ser presencia del sexo opuesto, fases lunares y/o

cambios en el medioambiente.,

Estos factores son detectados por el pez y son trasmitidos por sistemas de
comunicacion neural y hormonal, desencadenado respuestas metabélicas que

los preparan para la reproduccion (Zanuy y Carrillo, 1987).

11
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Cada pez se ha adaptado a su medio ambiente particular, y realiza maduracién
y desove cuando las condiciones del medio favoreceran el desarrollo de su
progenie; por esto, para los peces es de vital importancia detectar los cambios
que el medio ambiente presenta y responder adécuadamente.

En zonas templadas donde las estaciones del alﬁo son marcadas los factores
que modulan la maduracién gonadal son claramente la temperatura y el
fotoperiodo (Carosfeld, 1989). Sundararaj y Vasal (1976) demostraron que en
Estados Unidos el bagre indio Heteropneustes fossilis madura cuando se
presentan fotoperiodos largo (14 horas dia) y una elevacién de la temperatura
(25°C). Berglund (1995) encontraron que los machos del salmén del Atlantico
Salmo selar madura sus génacias por el incremento en la temperatura en la

primavera y los dias iniciales del verano.

Peces que viven en zonas tropicales reaccionan a otros estimulos, como son
temperatura, niveles de agua y precipitacion, que le indican un cambio de
estacion. Welcomme (1979, En: Rodriguez, 1980) afirma que la reproduccion de
gran cantidad de especies de peces de los rios tropicales esta marcada por las
fases tempranas de inundacion en los meses de transicién de la estacion seca a
la Iluviosa. Garcia y Santamaria {1990) confirmaron la anterior teoria al

encontrar que el inicio de la maduracion gonadal de la cucha Ancistrus

12
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triradiatus triradiatus fue una baja de temperatura de 29°C a 27,5°C. un
aumento de precipitacién y un aumento en el caudal de los rios; cambios que
marcan la época de transicién de verano a invierno. Lamus y Beltrén. (1975)
estudiando el Bagre rayado Pseudoplatystoma fasciatum afirman que el
estimulo que induce a la migracién reproductiva es el cambio de invierno a
verano, cuando los niveles de los sistemas lénticos empiezan a descender, pero
el desove como tal esta marcado por el nuevo im'clic‘) de las lluvias. Masso (1978)

encontré que el Nicuro Pimelodus -clarias presenta comportamientos

similares.

A continuacién se describen los efectos de algunos parametros

medioambientales sobre la reproduccién de peces:

. Temperatura. Los cambios en la temperatura pueden ejercer su efecto
directamente sobre las génadas (Hontela, 1984), Barnabé (1980) afirma que
la temperatura es tan importante, que cada especie tiene un rango de
temperatura donde puede realizar gametogénesis y el efecto de la
temperatura se refleja en el complejo hipotdlamo hipofisiario produciend(;
las hormonas gonadotrépicas. Manning y Kime (1985) afirman que esta
también afecta a la sintesis de esteroides y Tyler et.al (1990 En: Prat, 1991)
la encontraron muy importante en la producciéon de vitelogenina. Barnabé

(1980} reporta que en algunas especies la gametogénesis se inicia con una

13
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temperatura decreciente mientras que en otras con una temperatura

creciente.

Substratos. Existen ciertas especies que con solo la presencia del substrato

de desove se estimula a la gametogénesis (Barnabé, 1980)

Acidos hfimicos. En zonas tropicales parece que los Aacidos huimicos
disueltos en el agua durante las épocas de liuvia desencadenan los procesos

de maduracién (Barnabé, 1980).

Fotoperiodo. Los cambios en el fotoperiodo probablemente actian en la
modulacion de la GnRH liberada por la melatonina secretada por la glandula
pineal que es sensible a 1.'.;1 luz; o el efecto de la luz puede actuar
directamente sobre la retina. Aunque no existen pruebas de contacto

neuronal directo (Hontela, 1984).

Disponibilidad de alimento. Bienarz et.al, 1977 afirman que la nutricién
parece tener un efecto sobre la madurez de las génadas, aunque parece ser
secundario. La no alimentacién de los reproductores bajo la fecundacion e
inhibi6é la maduracion, mientras que altas tasas de alimentacion aumento la
fecundidad y aceleré la maduracién. Wallance y Selman, (1981 En:

Carosfeld, 1989). Nikolski (1973en Barbabé 1996) comprobaron que la

14
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anchoa inicia el proceso de migracién solo cuando alcanza unas reservas
adiposa mayores al 14% y se produce una baja de temperatura de 14°C a
9°C. Sin embargo si la reserva adiposa alcanza el umbral del 22%, inicia la
migracién sin importar los cambios de temperatura.

- Hasta el presente se ha comprobado que en todas las especies la época
reproductiva coincide con la época de abundancia maxima de alimento

preferido (Barnabé, 1996).

Efecto sinérgico de varios factores. En las carpas de la india la mayor
pluviosidad y una menor temperatura estimulan a la maduraciéon gonadal
(Harvey y Hoar, 1980). El efecto sinérgico de dos parametros se encuentra
también en otras especies como es el caso de la trucha donde la importancia
del fotoperiodo es modificado ‘por las bajas temperaturas; debajo de 10°C la
maduracion se presenta independiente del fotoperiodo, péro la calidad de la
maduracion si puede estar relacionada con el fotoperiodo (Nakari et. al,
1987 En: Carosfeld, 1989). En la carpa comun largos dias con temperaturas
altas induce a la maduracién, mientras que dias cortos con alta temperatura
(Davies, et. al. 1986} y dias largos con bajas temperaturas inducen a la

atresia (Hontela, 1984).

15
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2.4.2. Control neurcendocrino.

¢ Efecto de los cambios mediambientales sobre el hipotalamo. Los
estimulos medioambientales son detectados por el sistema sensorial de los
peces y son trasmitidos hasta el cerebro por fibras nerviosas donde
estimulan al hipotalamo (Harvey y Soar, 19‘80}. Este estimulo desencadena
una serie de reacciones hormonales que se representan en la siguiente

1

grafica.
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Figura 1 Representacién esquemitica del control endocrino de la maduracién en salmonidos (Cerda, 1993).
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¢ Secrecion de hormonas hipotalamicas liberadoras. Para entender este

funcionamiento es necesario primero entender la estructura de la hipéfisis;
dicha glandula presenta dos partes: un componente neural, neurochipdéfisis
(parte posterior) compuesto principalmente por axones de neuronas cuyos
cuerpos se encuentran en el hipotadlamo, y un componente epitelial
glandular denominado adenohipdéfisis (parte anterior) encargada de elaborar

1

la hormona gonadotropina y otras. (Barnabé, 1996).

Los impulsos eléctricos generados por la deteccion de los cambios en el
medioambiente estimulan el hipotalamo, mas especificamente las neuronas
cuyos axones componen la neurohipdfisis, que son del tipo denominado
neurosecretoras. Estas responden a esta sefial del cerebro liberando un
mensajero quimico (hormonas liberadoras hipotalamicas, GnRH) en el
terminal del axén (Harvey y Hoar, 1980}, que inerva directamente las células
endocrinas de la adenohipéfisis. En condiciones contrarias el mensajero
quimico liberado son las hormonas inhibidoras de gonadotropinas (GRIF).
- Este factor inhibidor probablemente es dopamina. (Peter et. al, 1986: En:
Cerda,1993). Con esta comunicacién se une la brecha entre la informacién
nerviosa y la hormonal. Estas hormonas llegan a la hipofisis donde inhibiran
o estimularan la liberacién de gonadotropinas al torrente circulatorio (Zanuy

y Carrillo, 1987).
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e Factores hipofisiarios. La hipéfisis (pituitaria) se considera como un érgano
transductor que a través de sus secreciones posibilita que el sistema
nervioso regule un amplio rango de funciones endocrinas entre las que cabe
mencionar la osmoregulacién, el crecimiento y la reproduccién. Los
estimulos de las hormonas liberadoras (GnRH) o inhibidoras (GRIF)
estimulan o inhiben la produccién de hormonas gonadotrdpicas por parte de

las células endocrinas de la adenohipéfisis y su posterior liberacion al

sistema vascular (Harvey y Hoar, 1980).

Mediante hipofisectomia se demostré que el crecimiento y la maduracién del
oocito en las hembras asi como el crecimiento y diferenciacién de los
espermatozoides en los machos son dependientes de la glandula pituitaria

(Billard et. al,1982 En: Cerda, 1993).

Existen dos tipos de hormonas gonadotrépicas: GtH1 y GtH2; la primera que
tiene bajo contenido de glucoproteina estimula el proceso de vitelogenesis
mientras que la segunda de alto contenido de glucoproteina induce v
estimula la produccién de estréogenos y andrégenos por parte de la gonada,

induciendo a la maduracion final de los oocitos y la ovulacion (Prat, 1991)

e Factores esteroides sexuales. La GtH2 estimula la biosintesis de

testosterona por parte de las células especializadas de la teca; durante la
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vitelogenesis, esta testosterona es convertida en estrégenos por las células
de la granulosa (Nagahama, 1983 En: Carosfeld, 1989) mas especificamente
del esteroide 17a-20B Pg, por parte de la envoltura folicular de los oocitos.
(Harvey y Hoar, 1980). Este estrogeno eilcanza el higado y estimula la
sintesis de vitelogenina. Una vez terminada la vitelogenesis la enzima
aromatasa encargada de la conversion de testosterona a estrogenos es
inhibida. Estas sustancias (estrogenos y andéégenos] son los responsables
del proceso de crecimiento gonadal, maduracién y puesta. Durante la fase
de rompimiento de la vesicula germinal (GVBD) y la ovulacion, los esteroides

que son mas producidos por el ovario son esteroides C21 (Scott y Canario,

1987)

2.5. PROCESO DE MADURACION GONADAL.

Durante cada ciclo de maduracién gonadal algunos de los oocitos del epitelio

germinal (asincronismo total o por grupos) o todos (sincronismo) inicia el

proceso de maduracién llamado oogenesis (Carosfeld, 1989).

Oogénesis. El objetivo de éste proceso es generar 6vulos con las suficientes

reservas de proteinas, lipidos y otras sustancias necesarias para el desarrollo
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del embrién. En la maduracién de las hembras podemos distinguir las

siguientes etapas:

e Crecimiento primario. En esta etapa se presenta una acumulacién
endogena de organelos de los oocitos resultando un leve aumento del

diametro de los oocitos (Carosfeld, 1989).

* Previtelogenesis. Esta fase marca el inicio de la actividad ovarica después

de la altima puesta. Los procesos que se realizan en esta etapa son:

- Multiplicacién de las oogonias por mitosis. Las oogonias se
presentan durante todo el afio. La caracteristica mas clara de las
ocogonias es que preseﬁtan un nucleo muy grande con un nucleolo
muy conspicuo, presentan un citoplasma muy reducido (Harvey y

Hoar, 1980) ;

- Formacion de los oocitos primarios. Las oogonias reciben este
nombre una vez que entran en la profase de la primera divisién

meidtica.

- Transformaciones de los oocitos antes de entrar en Ia

vitelogenesis. En esta etapa los oocitos sufren una serie de
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transformaciones nucleares, nucleorales y citoplasmaticas que

cambian la apariencia de los oocitos. En esta fase se suceden los

estadios de preleptonema, leptonema, cigonema y paguinema.

Finalmente los oocitos entran en estado de diplonema, estado en el

que el citoplasma aumenta de tamafio, el nucleo aumenta de tamano,

se aumentan el nimero de nucleolos y los cromosomas tiene forma de
\

escobilla (Harvey y Hoar, 1980). En esta etapa se presenta ademas la

formacion de los foliculos que rodean a los oocitos (Prat, 1991).

Los oogonios surgen de las células sexuales primordiales del epitelio
germinal del ovario. En los peces, el desarrollo inicial del foliculo
parece no depender de la hipofisis. Las células del epitelio folicular se
diferencian para formar una granulosa glandular, separada del 6vulo
por una zona pelucida no celular y se desarrolla una teca a partir de

los tejidos conectivos circundantes (Harvey y Hoar, 1980).

e Vitelogenesis. Es el proceso por el cual los oocitos sintetizan y acumulan
vitelo aumentando drasticamente de tamafio. La fuente de vitelo puede ser
endogena (vitelogénesis endogena) y exogena (vitelogénesis exbdgena). Dentro
del vitelo se distinguen tres tipos de material, que en su orden de aparicion

SO
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. Vesiculas de vitelo. Son de sintesis endogena siendo las primeras en
aparecer. Se cree que poseen mucopolisacaridos o glicoproteinas. Parece
que estas vesiculas son las precursoras de los alvéolos corticales que
liberan su contenido en el espacio perivitelinico en el momento de la

fecundacion del oocito (Wallace y Selrnan; 1981).

- Gotas de grasa. Pueden aparecer conjuritamente con las vesiculas de
vitelo o al final de la vitelogenesis. (Wallace y Selman, 1981).

Generalmente formadas por triglicéridos (Harvey y Hoar, 1980).

- Granulos de vitelo. Son de sintesis exégena, el higado sintetiza las
proteinas que son transportadas por la sangre en forma de una proteina
especifica: la vitelogenina (Nath y Sundararaj, 1981 En: Prat 1991). Esta
proteina al incofporarse a los oocitos via de las células foliculares por
pinocitosis (Harvey y Hoar, 1980), se disocia proteoliticamente en sus
componentes: lipovitelina y fosfovitina formando los granulos de vitelo
(Wiegand, 1982). A medida que aumenta el ingreso de granulos de vitelo
se desplazan las vesiculas hacia la periferia (Harvey y Hoar, 1980). Este
momento se caracteriza por un gran aumento en el tamafio de los huevos
y por consiguiente del tamafio de las gonadas y de aumento de los indices

gonadosomaticos (Barnabé, 1996).
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Con estos fenémenos finaliza la vitelogenesis. El oocito finaliza su crecimiento,
el niicleo permanece en profase meidtica y su posicion suele ser central (Harvey

y Hoar, 1980).

o Maduracién y ovulacién. Se inicia en el momento en el que la vitelogenesis

esta finalizando. Los procesos gue se suceden son los siguientes:

_ Clarificacién del vitelo y aumento de tamafio por hidratacién. La
clarificacion es debida a la fusién por separado de las sustancias lipidicas
y proteicas. (Harvey y Hoar, 1980) y la fusion de los granulos de vitelo y

las gotas de grasa.

- Migracién del niicleo del polo animal donde se habia situado el

microépilo.

- Rompimiento de la membrana nuclear. Al alcanzar la periferia se
rompe la membrana nuclear estado que se denomina "breakdown"
(GVDB) y los componentes nucleares se mezclan con parte de la zona que
los rodea (Goetz, 1983 En: Carosfeld, 1989). Se sucede la metafase de la

primera division meiética (Harvey y Hoar, 1980)

- Ovulacién: Es la expulsién de los oocitos fuera del foliculo (Harvey y

Hoar, 1980). En este momento se rompe el contacto de las
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microveﬂosidades de la granulosa y el huevo maduro es expulsado del
foliculo, este proceso podria ser causado por enzimas proteoliticas (Goetz,
1983 En: Carosfeld, 1989). En casi todos los casos la ovulacién se sucede
después de la primera division meiética (Prat, 1991). Los oocitos ovulados
contintian la division meiética hasta la metafase, estado en el que pueden
ser fecundados (Harvey y Hoar, 1980).Esta fase puede estar o no estar
asociada a un aumento de tamarfio de los hﬁevos por hidratacién (Wallace

et.al, 1987. En: Carosfeld, 1989)

o Atresia. Este fenémeno se sucede cuando los oocitos no logran culminar su
maduracién o su ovulacién. Consiste en la degradacién y reabsorcion de los
ococitos mediante una desorganizacién del vitelo y de los componentes
citoplasmaticos seguidos del consumo del vitelo por parte de las células de
la granulosa y muy probablemente de la teca que adquieren caracter

fagocitario (Nahagama, 1983).

Espermatogénesis. Este proceso tiene como fin la formaciéon de
espermatozoides capaces de realizar lé fecundacion. Se lleva a cabo mediante
las siguientes fases:

e Multiplicacién mitética de las células germinales o espermatogonios.

e Primera divisién meiética de los espermatogonios transforméandose en los

espermatocitos primarios.
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e Segunda divisién meiética formandose las espermatides, aunque éstas

células son haploides no son funcionales.
» Espermiogénesis. Se produce una reorganizacion del nucleo y del citoplasma
al mismo tiempo que el desarrollo del flagelo formandose el espermatozoide.

(Prat, 1991)
2.6. SITOS DONDE PODEMOS INTERVENIR LA REPRODUCCION

2.6.1. Manejo de variables medioambientales.

Para obtener la gametogénesis en cautividad se requiere crear alrededor de los
animales un medio ambiente compatible con las exigencias de la especie,

recreando las condiciones de su medio natural (Barnabg, 1996).

Cada género o familia responden a diferentes parametros medioambientales,
segin los cambios que rigen su madurez en el medio ambiente. De esta forma
los peces que viven en zonas templadas responden a factores diferentes a los de
zonas tropicales (Barnabé, 1996). Estas respuestas se explican mejor en los
parrafos anteriores de "Factores medioambientales en la reproduccion de

peces".
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Manejando los parametros de temperatura ¥ algunos otros parametros
medioambientales como el fotoperiodo se pueden cambiar los ritmos endogenos
y adelantar la maduracién oocitaria y la espermiacion; pero la maduracion final
y el desove estan asociados a otras causas COmo son las feromonas, cambios de
temperatura, presencia del substrato de desoVe o un sin numero de causas
asociadas a las estaciones de lluvia e inundacion (Hanyu y Razani, 1985 En:

Carosfeld, 1989).

Sundararaj y Vasal (1976) demostraron que el bagre indio Heteropneustes
fossilis madura dos meses antes del periodo natural sometiéndolo a
condiciones de fotoperiodo largo (14 horas dia) en una temperatura de 25°C
durante seis semanas. Al mantener estas condiciones continuamente s logro
la reiniciacion de lé vitelogenesis después de 30 dias del desove, logrando
cuatro desoves inducidos en un periodo de cuatro meses. Otro gjemplo de
combinacién de la temperatura y el fotoperiodo, es la carpa comun, que al
someterse a largos dias con _témperaturas altas se induce a la maduracion,
mientras que dias cortos con alta temperatura, (Davies et. al,1986) y dias

largos con bajas temperaturas se inducen a la atresia (Hontela, 1984).

Pero no todas las especies requieren el manejo del fotoperiodo para madurar; la
carpa com(n mantenida en una adecuada temperatura llevara la maduracion

hasta la parte inicial de la fase final, en donde se mantiene en espera de las
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condiciones adecuadas para terminar la fase final de maduracion y ovular o
realizar la espermiacién en el caso de los machos. (Carosfeld, 1989). A bajas
temperaturas esta especie continiia la maduracién pero a una tasa mas lenta

(Davis et.al, 1986)

Otro caso de manejo de temperatura para obtener la maduraciéon es el del
"corvindn ocelado” que se mantiene durante un periodo a temperaturas de 10-
12°C, para posteriormente someterlo a un aumento brusco en la temperatura,
18-20°C;- el choque térmico desencadena la maduracién oocitaria y la
ovulacién. Sin embargo existen unos limites en el aumento de la temperatura
para algunas especies de zonas templadas; por ejémplo el mismo "corvindn
ocelado”, al mantenerse a una temperatura constante de 24°C inhibe el
desarrollo gonadal, aunque los niveles de gonadotropinas estén elevados

(Barnabé, 1996).

En muchas de las especies que actualmente se estan reproduciendo en
cautiverio se conocen y manejan los parametros fisico-quimicos necesarios para

obtener mas de un desove al afio.

2.6.2. Estimulo del hipotdlamo.

Buscando la expulsién de las hormonas liberadoras, se estimula el hipotalamo

con drogas o tratamientos fisicos (electricidad) (Woynarovich, 1977)..
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2.6.3. Interfase hipotdlamo hipdfisis.

Este nivel de intervencién pretende entrar en la interface del hipotalamo -
hipofisis inyectando analogos de la Gn-RH para disparar el proceso de

maduracion.

« Hormonas liberadoras hipotalimicas. Esta Unica sustancia llamada LH-
RH es la encargada de estimular la liberacion de las hormonas

gonadotropicas por parte de la hipofisis (Contreras y Contreras, 1993).

Estas hormonas han sido sintetizadas en los laboratorios y de esta forma se
podra intervenir en la interfase hipotalamo-hipoéfisis. Estos analogos
sintéticos han generado unos resultados muy satisfactorios en diferentes
especies de peces en especial el analogo (des-Gly10.D-Ala6) que aumento
notablemente la produccién de alevines de lubina y dorada en los afios de
1986-1987 (Barnabé, 1996). Pero ésta hormona no solo estimula la
maduracién final y ovulacién, sino también puede ipducir a la maduracion
oocitaria, como lo observé Barnabé (1996) en la lubina, generando
maduracién oocitaria en temperaturas no apropiadas para la especie (15-

20°C) al inyectar LH-RH.
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2.6.4. Concentraciéon de gonadotropinas presentes en el sistema.

Inyeccion de Hormonas Gonadotrépicas, Lo que se busca es aumentar las
concentraciones de gonadotropinas en el sistema. En el mercado existen
diferentes preparaciones de hormonas gonadotrépicas entre las que

encontramos.

- Hipéfisis crudas de peces. Esto lo logran inyectando extractos acuosos o
suspensiones liquidas de hipéfisis crudas de peces (Carosfeld,1989).
Estas hipdfisis pueden ser homoplasticas (de la misma especie) o
heteroplasticas (diferente especie). (Woynarovich, 1977). Dada la
naturaleza protéica de las hormonas gonadotrépicas existe gran
especificidad filogenética atiin entre filos; la gonadotropina de tilapia
presenta identidad cromatografica con una variedad de hormonas
luteinizantes de mamiferos y no mamiferos (Farmer y Papkoff, 1977: En
Harvey y Hoar, 1980). Se ha demostrado que esta especificidad es parcial
entre algunos teledsteos como es el caso demostrado en la carpa dorada,
en donde el efecto de la gonadotropina de carpa es 36 veces superior que
la de Oncorhynchus sp al analizarla en términos de la adenilsiclasa

(Fontaine et. al, 1976).
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- Gonatropinas purificadas o semipurificadas. Desde los afios sesenta se
han purificado gran cantidad de hormonas gonadotropicas de peces
teledsteos. De todas ellas solamente se ha utilizado la SG-G100
(gonatropina parcialmente purificada de salmén) en la induccién a la
puesta de peces teledsteos como Mugil éephalus, algunos bagres y el

salmén (Donaldson y Hunter, 1983).

- Gonadotropinas placentarias de mamiferos. Con el fin de aumentar los
niveles de gonadotropinas se inyectan gonadotropina coriénica humana
(GCH) o primogonyl y el suero de yegua prefada (PSM) (Harvey y Hoar,

1980)

La primera se aisla de la orina de mujeres embarazadas y es secretada
por el corién placentario (origen embrionario), y la segunda del suero
sanguineo de yeguas prefadas, siendo de origen uterino. La mas
utilizada en acuicultura es la GCH por su bajo costo y su gran efectividad
con algunas especies. La dosis a ﬁtilizar depende de su capacidad para
mimetizar la actividad de la gonadotropina de cada especie de teleosteos

(Harvey y Hoar, 1980).
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2.6.5. Intervencion directa sobre las génadas, elevando los niveles de

esteroides sexuales.

o Administracién de esteroides sexuales. Este tipo de intervencion, en

principio pareceria muy atractiva ya que se interviene directamente sobre la
gonada, eliminando intermediarios como lo son las hormonas liberadoras y
las gonadotropinas (Harvey y Hoar, 1980). Jalabert (1976) demostro que el
170-20B Pg era un gran inductor de la maduracion en carpa dorada y trucha
arco iris. En la practica parece que la administracion de estos esteroides se
debe realizar en momentos del ciclo de maduracién muy precisos, siendo
eficaz durante las ﬁiﬁmas etapas de maduracion de los oocitos (Harvey y

Hoar, 1980}.

2.6.6. Sobre el cortejo, suministrando feromonas

Feromonas sexuales. Estas son esteroides glucordénidos secretados por los
ovarios que actian en los machos a través del olfato, estimulando

actividades de cortejo (Van den Hurk y Lambert, 1983 En Prat, 1991).

2.6.7. Control de la retroinformacién.

Control de la retroinformacién. Segun Peter y Crim (1979 En Cerda,
1993)) la liberacion de gonadotropinas por parte de la hipofisis esta
controlado por un sistema de retroinformacion negativa, en donde los

centros de la hipéfisis y del hipotdlamo responden al nivel de esteroides
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gonadales en circulacién. La elevacion de los niveles de esteroides inhibe la
produccién de gonadotropinas y en consecuencia baja los niveles de
esteroides. Y el sistema contrario cuando se bajan los niveles de esteroides.
Las anteriores apreciaciones fueron corroboradas al observar aumento en
los niveles de gonadotropinas de la sangré al extraer las gonadas de la

trucha arco iris. (Billard et.al, 1977).

Para trabajar en este nivel se necesitaria un compuesto que compita con la
fijacion de los esteroides en la hipdfisis y el hipotalamo. Pandey y Hoar
(1977) sugirieron al antiestrégeno citrato de clomifeno, que al ocupar los
puestos receptores de los esteroides bloquearian el sistema de

retroinformacion y se elevarian los niveles de gonadotropinas.
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CAPIiTULO 1. ANATOMIA

1 METODOLOGIA

Aunque el objetivo principal del presente proyecto no era describir la anatomia
de la especie, fue necesario determinar la m'orfologia basica del sistema
digestivo y el sistema reproductor, y -de esta forma determinar habitos

alimenticios de la especie y facilitar las practicas de reproduccion.

1.1 SISTEMA DIGESTIVO

Al determinar la morfologia del sistema digestivo se obtiene informacién sobre
los habitos alimenticios de las especies (Lagler et. al, 1977, Aguilar. 1.995); este
conocimiento permite un mejor manejo en cautiverio, al suministrar la dieta
adecuada. Se sacrificaron y disectaron 20 individuos para observar, describir y
medir las principales partes del sistema. Posteriormente se calculo la relacion
porcentual de la longitud de algunos organos respecto a la longitud total de los

individuos.
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1.2 SISTEMA REPRODUCTOR

Conocer la morfologia vy posicion de las gonadas es indispensable para realizar
trabajos de reproduccion en peces. Este conocimiento facilita practicas como
biopsias ovaricas, extraccion de semen y desoves artificiales. Para esto, a los
individuos disectados se les determiné la morfologia y posicion de las génadas,

caracterizando el tipo de gonada para cada sexo.

1.3 DIMORFISMO SEXUAL

Sexar los reproductores es una practica fundamental en la reproducciéon de
peces, es importante para ubicar los peces en la proporcién de sexos adecuada,
y definir el tratamiento hormonal.

Para sexar los animales se deben determinar algiin tipo de dimorfismo sexual.

Los tipos de dimorfismo sexual son:

¢ Caracteres sexuales primarios. Estos caracteres tienen responsabilidad
directa en el proceso de reproduccion. Dentro de estos caracteres se
incluyen la morfologia de los testiculos, de los ovarios y la de las papilas

urogenitales.
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o Caracteres secundarios: En este dimorfismo se incluyen caracteristicas
externas de los individuos como coloracién, estructuras presentes y

morfometria. (Aguilar, 1995).

Para encontrar algiin dimorfismo sexual se realizaron observaciones y medidas
de caracteres sexuales primarios (papila urogenital) y se compararon caracteres
secundarios como coloracion y medidas morfométricas a 8 machos y 12

hembras. Se calculé la relacion porcentual de las diferentes medidas respecto a

la longitud horquilla.

Para encontrar diferencias significativas en las medidas se realizd el siguiente

tratamiento estadistico:

Se demostré la distribucién normal de los datos mediante dos pruebas: De
estandarizacion de Curtosis y de sesgo y la prueba de igualdad de varianzas.
Los datos que cumplian estos dos supuestos se sometieron a una prueba de
hipotesis de diferencia de medias y los que no a una prueba no paramétrica de

Kolmogorov-Smirnov.
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2. RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 SISTEMA DIGESTIVO

2.1.1 Descripcién del sistema digestivo.

Boca. De posicion ventral, tipica de p;frces benténicos que se alimentan de
organismos del fondo (Lagler et.al 1977). Blanco (1.988) en un estudio de
contenidos estomacales de la especie encontré que el mayor porcentaje de la
dieta esta compuesto por larvas de mosquitos y restos de peces, items que se

encuentran en el bentos de los rios.

Barbillones. Poseen tres pares de barbillones. Los primeros son bucales y los
dos siguientes mentonianos. Los barbillones bucales (barbicelos) alcanzan el
92,1 % (+6,1) de la longitud horquilla para los machos y el 85,2% (+7,9) para
las hembras; los mentbnianos 1 ocupan el 33% (+4) y los mentonianos 2 el
20% (+1) de la longitud horquilla (Tabla 4).

Este conjunto de prolongaciones, son estructuras con gran cantidad de

terminaciones sensoriales utiles para localizar el alimento (Aguilar, 1995),
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capacitan al Tigrito para localizar su alimento en el fondo de los cuerpos de

agua., atn en substratos con aguas muy turbias.
e Dientes. Poseen dientes villiformes en posicion premaxilar.

Los resultados de los porcentajes de las medidas de los 6rganos del sistema

i

digestivo respecto a la longitud total se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de las medidas de los 6rganos del sistema

digestivo respecto a la longitud total.

Medida Media % Desv Standar
Largo esofago 2.8 0.7
Ancho esofago 2.2 0.5
Largo estomago 7.0 1.5
Ancho estomago 3.4 0.8
Largo intestino 50.3 12.0

~» Eséfago. Es corto, ancho y musculoso. Como observamos ocupa el 2,8% (10,7)
de la longitud total (Tabla 2) Este tipo de tejido permite dilatacién cuando los

peces tragan presas enteras.

e Estémago. Esta compuesto de tejidos musculares gruesos, en forma de "L" y

no presentan ciegos piléricos. La longitud alcanza el 7% (*+1,5) de la longitud
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total (Tabla 2).. Segin Lagler et.al (1977) y Barnabé (1996) este tipo de
estomago es caracteristico de peces carnivoros que capturan y tragan a sus

presas enteras.

e Intestino. Intestino corto, la longitud es 0,5 (+0,12) veces la longitud total
(Tabla 2). Lagler et.al (1977) y Aguilar (1995) caracterizan este tipo de
intestinos para peces carnivoros, contrario a los peces herbivoros u omnivoros

que requieren de intestinos muy largos, en donde las fibras vegetales

consumidas puedan ser digeridas y absorbidas.

2.2 SISTEMA REPRODUCTOR

2.2.1 OQuarios.

Figura 2. Ovarios de Tigrito P. pictus

Se presentan pareados en posicion ventral lateral; su longitud depende del estado

de madurez gonadal. Tienen forma sacular alargada, el tejido que las forma es
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liso. (Figura 2). Cada ovario desemboca en un oviducto que esta muy cerca de la
papila urogenital. Los dos oviductos se unen para formar un solo oviducto final y.
desembocar en la papila urogenital. Este recorrido se realiza en una linea recta
desde la papila hasta los ovarios. Como lo cita Harvey y Hoar (1980}, la
canulacion de peces se puede realizar fécilmenté, en especies donde el ovario y
el oviducto son continuos e invariablemente se llegara a la masa ovéarica, sin
causar dafios a conductos y otros 6rganos intefnos, como es ¢l caso de P.

pictus

2.2.2 Testiculos.

Figura 3. Testiculos de P. pictus

Su posicion es dorsal, adheridos ala parte superior de la cavidad abdominal por
tejido conectivo. La gbonada es pareada, la Unica unién de los testiculos se
presenta en la parte anterior desembocando en un tnico conducto espermatico

que llega a la papila urogenital.
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Cada testiculo presenta proyecciones laterales digitiformes (Fig 3). Dependiendo
del estadio de madurez estas lobulaciones cambian de coloracién y de tamafio,
desde la total trasparencia y su dificil observacion en estadio I, hasta el color
blanquecino con 16bulos bien determinados en estadios de madurez IV. Esta
gonada es muy similar a las descritas por Alonso e Ibarra (1991) en el "mapurito”
Callophysus macropterus , por Lamus y Beltran (1975) en Pseudoplatystoma
Jasciatum y por Masso (1978) en Pimelodus clarias, todas especies de la

familia pimelodidae.
La .bosici()n y morfologia de los testiculos del Tigrito no facilitan la extraccién de

semen por extrusion, no se puede realizar una presion efectiva sobre ellos y los la

morfologia de racimos no permite un flujo continuo del semen.

2.3 DIMORFISMO SEXUAL

2.3.1 Caracteres sexuales primarios. Papila urogenital

La figura 4 muestra la papila urogenital en machos (A) y en hembras (B). Se

observan algunas diferencias aparentes. La papila de los machos es mas
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A B

Figura 4. Papila urogenital de machos (A) y de hembras (B).

redondeada, presentado una proyeccion cénica en la parte posterior. En las
hembras se observa una papila mas alargada, observandose un adelgazamiento
en la parte media. Se denota ademas una linea en la parte media de la papila.
Estas diferencias fueron aparentes en individuos de mayor talla, pero en

individuos pequerios no se observaron.

Buscando una diferencia en las medidas de la papila urogenital de machos y
hembras se calculé la relacion largo/ancho de la papila. Los resultados se

presentan en la tabla 3.

Los datos obtenidos cumplen los supuestos de una distribucién normal. Al
someterlos a una prueba de hipétesis de igualdad de medias con un 95% de

confianza se comprob6 que no existen diferencias significativas entre machos y
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hembras (P > 0,05), encontrandose que no existe dimorfismo sexual en la relacién

largo ancho de las papilas

Tabla 3. Relacién de largo/ancho de las papilas

urogenitales de machosl y de hembras.

Machos Hembras
2.69 2.46
2.39 2.75
2.63 2.63
2.6 2.63
2.06 3.1
2.71 2.58
2.9 3.57
3.29 3.43
3.23
2.83
2.97
4.55

Al realizar una prueba de hipotesis de igualdad de varianzas para la relacién
porcentual del largo y el ancho de las papilas respecto a la longitud horquilla

para machos y hembras, no presentaron diferencias significativas (P > 0,03).

(Tabla 4)

2.3.2 Caracteres sexuales secundarios.
e Coloracién. No se encontraron diferencias en los patrones de coloracion de

machos y de hembras.
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¢ Morfometria. En la siguiente tabla se presentan los promedios v desviacion
estandar del porcentaje de algunas medidas morfométricas respecto a la
longitud horquilla de los individuos. Estas medidas se realizaron a 8 machos v

12 hembras.

Tabla 4. Promedio del porcentaje de algunas medidas
morfométricas respecto a la longitud horquilla

HEMBRAS MACHOS
Desv Media Desv Media
estandar estandar

Long. Stand 2.0 92 1.7 93
Diame. Qjo 3.8 8 0.7 8
Long. Rostro 0.8 10 1.4 10
Long.Menton 2.6 4 2.1 6
Long. Cabez 1.8 24 0.7 24
Long. pD1 2.7 32 1.2 34
Long. IntD1 1.4 18 1.8 18
Long. P.Anal 2.2 66 15 66
Long. PreAno 2.1 53 1.1 52
Long. EspD1 2.8 20 0.9 19
Long. EspP1 0.8 19 0.6 19
Base D1 0.6 14

Base D2 17

Long. Ment1 4.0 33 6.9 33
Long. Ment2 11 20 5.7 20
Ancho Boca 4.2 8 0.6 8
Ancho Cuerp 0.5 16 0.4 16
Alto Cuerpo 2.1 18 0.9 19
Alto Peaudal 2.9 i 0.4 6
Diame. Abdo 2.3 53 2.7 55
Largo papila 0.6 5 0.5 5
Ancho papila 0.2 2 0.2 i 2
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Al realizar una prueba de hipétesis de igualdad de varianzas para las medidas
que cumplieron con los supuestos de distribucién normal ¥ una prueba no
parameétrica de Kolmogorov - Smirnov para los que no las cumplian. -
Encontramos que todas las medidas no preseﬁtaron diferencias significativas (P
> 0,05) excepto las medidas de longitud dle barbillones que si presento

diferencias significativas (P< 0,05).

Seria posible utilizar esta medida para diferenciar machos y hembras. Para los
machos la medida de estos barbillones alcanza a ser el 92,1 % y para las

hembras el 84,4 % de la longitud horquilla (Tabla No 4).

Es importante tener en cuenta que la muestra utilizada fue muy pequefia (8
machos y 12 hembras) por lo tanto es indispensaﬁle comprobar estos
resultados con muestras mas grandes. Otra anotacion importante es que
individuos de la especie, mantenidos en cautiverio, presentan acortamiento en
los barbillones causados por alteraciones de los factores fisico-quimicos y por
infestaciones bacterianas (Castro com. Per 1), siendo en estos casos imposible

realizar un sexaje por este método.

! Castro, I. Biblogo Marino. Presidente de la Asociacién Colombiana de Exportadores de Peces Ornamentales.
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3. CONCLUSIONES

e La boca ventral, el conjunto de tres pares de barbillones en la misma

posicion, el eséfago y estomago muy muscular y distensible, el intestino
corto afirman que el tigrito es un pez carnivoro, de habitos benténicos, con
capacidad de localizar sus presas en el fango y/o arena y tragar presas muy
grandes, A

Los ovarioé de la especie son del tipo sacular pareado, su morfologia y la de
sus conductos, que son rectos y continuos, permite la realizacién de
biopsias ovaricas.

Los testiculos son pareados de posicién dorsal y en forma de racimos, tipicos
de las especies de la familia pimelodidae. Esta morfologia hace muy dificil Ia
extraccion de semen por extrusién.

La especie no presentd ninglin tipo de dimorfismo sexual primario ni
secundario, excepto el dimorfismo aparente en la medida de los barbillones;
para los machos es el 92,1% y para las hembras el 84,4% de la longitud
horquilla. Es importante anotar que este tipo de dimorfismo no es muy claro
ya que la longitud de estos barbillones puede verse afectada por

enfermedades o por la calidad del agua.
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CAPITULO II. ESTANDARIZACION DE TECNICAS

1 METODOLOGIA Y RESULTADOS

El desarrollo e implementacion de técnicas de sisi;emas de filtracion, manejo de
pH, temperatura y control de enfermedades, fue esencial para la ejecucién del
presente proyecto. El mantenimiento de la calidad de agua, el diagnoéstico y
control de enfermedades son variables que se deben mantener totalmente
controladas en trabajos de reproduccién de peces. El control de la temperatura
y €l pH fue indispensable para el manejo de las variables medioambientales del

disefio experimental desarrollado en el capitulo III.

1.1 SISTEMA DE FILTRACION

En sistemas cerrados como son los acﬁarios, es muy importante mantener una
Optima calidad de agua. Las altas densidades en cautiverio hacen que las
excretas de los peces ,via branquias o sistema digestivo, puedan producir
sustancias (amonio y nitritos) que llegan facilmente a concenfraciones toxicas.

El objetivo de los sistemas de biofiltracién es crear un sistema en el que se
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degradaden estas sustancias (nitritos y amonio) a sustancias no téxicas
(nitratos) realizando el ciclo del nitrogeno; esto gracias a la accién de las
bacterias Nitrosomas sp y Nitrobacter sp (Hernandez, 1995).

Para mantener una optima calidad de agué se probaron dos sistemas de

filtracién:

e Filtro colgante semisumergido.

Este sistema (figura 5) consiste en una caja plastica con agujeros en el fondo.
Se suspende con alambres a las paredes del acuario. Presenta dos capas de
material filtrante. La primera es un material sintético (guata} que funciona
como filtro mecanico, reteniendo la materia particulada en suspension. La
segunda capa es gravilla No 2 que funciona como biofiltro (Figura 7). Sobre la
gravilla creceran poblaciones bacterianas de Nitrosomas sp y Nitrobacter sp
las cuales realizan pérte de ciclo del nitrogeno transformando el amonio a
nitritos y este Gltimo a nitratos, sustancia no téxica para los j)éces, La
circulacion del agua como se muestra en la figura 5, se realiza mediante un
sistema de "air lift", consistente en el desplazamiento de agua por empuje de
burbujas de aire que pasan a través de un tubo de PVC. El agua pasa primero
por el filtro mecéanico (Guata)} y posteriormente sobre el sustrato para bacterias
(Gravilla No 2). Para dar inicio a los ciclos biolégicos (inoculacién y crecimiento
de la poblacién bacteriana) se utilizaron dos peces por acuario durante veinte

dias, tiempo necesario para que las poblaciones de bacterias Nitrosomas spy
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Nitrobacter sp se establezcan activando el biofiltro (Hernandez, 1.995).
Posteriormente se ubicaron 8§ peces por acuario, se alimentaron a saciedad dos
veces por dia con truchina 45 y se realizaron mediciones de las concentraciones

de amonio y nitritos con el kit de Tetra, semanalmente.

W Enirads de agua por air lift

A~  Ertrads de sire g

Figura 5. Representacién esquemadtica del filtro colgante semisumergido.

1.Guata, 2 gravilla, 3 agujeros para salida de agua

Los resultados con este sistema de filtracién no fueron Optimos. Las
concentraciones de nitritos se mantuvieron mayores a 10 mg/1 y las de amonio
mayores a 5 mg/l, durante los veinte dias. Segun Castillo (199_) los rangos
optimos para el mantenimiento de peces debe estar debajo de las 2 ppm para

amonio y debajo de 0,5 ppm para nitritos.
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Los efectos de las altas concentraciones de amonio en los peces son: bloqueo
del metabolismo energético del cerebro y dafios en las branquias, lo cual afectg
la captura de oxigeno. Los nitritos en altas concentraciones causan la
sintomatologia denominada "sangre café". Esta enfermedad es causada por la
uniéon de los nitritos con la hemoglobina formando la metahemoglobina,

molécula que no puede transportar oxigeno( Castillo 199_)

Para obtener la gametogénesis, objetivo principal de la fase I del proyecto, se
requiere crear un medio ambiente acorde con las exigencias de la especie
(Barnabeé, 1996); por tanto condiciones estresantes de altas concentraciones de

amonio y nitritos afectarian negativamente la maduracion de los peces.

Las posibles causas para el mal funcionamiento de este sistema de filtracién

son las siguientes:

- El area del filtro mecanico (Guata) es demasiado pequeila, saturandose
facilmente por la acumulacién de materia organica en suspensién, esto
interrumpe la circulacién del agua por el biofiltro.

- La forma del recipiente (cilindro muy ancho), que contiene el sustrato

para bacterias, crea areas en donde el agua no circula creandose zonas
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anaerobias, inapropiadas para el desarrollo de las bacterias nitrificantes
que son aerobias obligadas.

- El area disponible para el crecimiento de las poblaciones bacterianas es
muy pequefio, ya que la cantidad de“ gravilla depende del volumen

reducido del recipiente.

e Filtro de esclusas (Rift).

Para resolver los anteriores problemas se instalé este filtro, cuyo fundamento es
circular agua por varias esclusas con diferentes materiales filtrantes {Figura 6).
En la primera esclusa se observa él filtro mecénico (guata) con una gran area
de filtracién. En la segunda y tercera se ubica el biofiltro (gravilla No 2). En la
tercera esclusa esta la salida del agua. La entrada y salida de agua se realiza
mediante el sistema de "air lift" (Figura 6). Para dar inicio a los ciclos biologicos

se utilizo la misma técnica explicada en el filtro colgante semisumergido.

Posteriormente se ubicaron 8 peces por acuario y se realizaron mediciones de

las concentraciones de amonio y nitritos con el kit de Tetra.,
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Entrada de .
agua

i oaite ‘:‘EI RER e, SRR 'IF.ittm' mecanico (Guata) b |
S Pl el - T e e e |

Figura 6. Representacién esquemitica del filtro de esclusas. f

Los resultados obtenidos con este sistema de filtracion para seis acuarios

fueron:

Tabla 5. Concentracion de nitritos y amonio en acuarios con filtro
rift en la tercera semana de funcionamiento.

Acuario Nitritos (ml/It) Amonio (mg/l1t)
1 <0.1 0.25
2 0.1 0
3 0.1 0
4 <0.1 1.5
5 0.1 0.25 ;

Estos resultados se obtuvieron en la tercera semana de funcionamiento del ’

filtro, vy se mantuvieron asi durante todo el bioensayo. Estos valores se ‘

T . 13
s &,
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encuentran por debajo de las concentraciones téxicas reportadas por Castillo

(199_).

Las ventajas de este sistema de filtracion son:

e Alto flujo de agua bien oxigenada gracias al doble sistema de air lift, en la
entrada y salida del filtro. |

¢ Gran capacidad para el sustrato de bacterias (gravilla) dando una mayor
area disponible para ser colonizado por las bacterias nitrificantes.

e El disefio de recirculacion por esclusas asegura que el agua irrigue todas las
zonas de la gravilla, evitando la creacion de zonas anaerobias, que son
perjudiciales para el crecimiento de las bacterias nitrificantes.

e La filtracibn mecanica (Guata) presenta una mayor area de filtracién,

evitando su colmatacién por la acumulacion de materia organica en

suspension.
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1.2 MANEJO DEL pH Y LA TEMPERATURA

1.2.1 pH.

En sistemas cerrados como es el caso de acuaribs, los desechos metabdlicos
generan Acidos organicos que facilmente bajan el pH a 5. Para mantener el pH
en el rango planteado en el disefio experimental del capitulo III se probaron las

siguientes metodologias:

o pH 6. Se agregd 100 gramos de granito (carbonatos de calcio y de magnesio)
al filtro rift, mas exactamente en las esclusas del biofiltro (Ver Fig 6) De esta

forma, el agua pasa por el granito y se neutralizan los acidos.

e pH 7,2. Se probaron dos metologias. Primero, experimentamos con
carbonato de sodio en polvo. Se preparé una solucién stock al 5%, y la
agregamos lentamente a los acuarios hasta alcanzar el pH de 7,2. A los dos

dias el pH baj6é hasta 6,5y 6.

La segunda, que fue mas efectiva, consistié en colocar aproximadamente 2

Kg. de granito en las esclusas del filtro rift para gra\iﬂla (Fig 6), logrando
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mantener el pH' en 7 2+ 0,2 Sin embargo, después de quince dias de uso, el
pH se bajo a 6,5 - 6,8, por Io que se hizo necesario realizar cambios

parciales del granito (30%) cada quince dias aproximadamente.

1.2.2 Temperatura.

Por el sistema de calefaccién de ambiente, los acuarios ubicados en tres niveles

mantenian las siguientes temperaturas.

Nivel bajo: 25+ 0.5 *°C,

Nivel medio: 27 + 0,5 °C.

Nivel alto: 27 + 0,5 °C.

Para lograr la temperatura de 29 °C a los acuarios del nivel alto se les
instalaron calefacciones para acuarios de 5 galones. Este sistema fue muy
eficiente logrando mantener las temperaturas dentro de los rangos deseados.

Las temperaturas obtenidas en el capitulo III se presentan en la tabla 8.
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1.3. Enfermedades presentadas en cautiverio.

Uno de los principales requeMentos para que un pez logre su maduraciéon en
cautiverio es evitar cualquier tipo de estrés, la presencia de organismos
patogenos eleva los niveles de estrés, concentrando sus esfuerzos en combatir
el patégeno y no en la maduraciéon de sus gonadas. Las siguientes son las

principales enfermedades que presenta el tigrito P. pictus en cautiverio.

BACTERIANAS
¢ Patogeno: Aeromonas hydrophila.y A. Veronii
* Descripcion: Bacterias patégenas oportunistas. Aprovechan

cualquier baja de las defensas de la epidermis
(disminucién de la capa de mucus por manejo o
ectoparasitos} para infestar al pez (Villanueva,

com. Per 2.).

* Método de identificacién:Cultivos selectivos de una muestra de branquias

y otra de una porcién de las aletas.

¢ Sintomatologia: Aspecto externo: Se observan ulceraciones

? Villanueva, M. Bi6loga especializada en patologia. INPA
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®

(manchas de color rojo} en la epidermis de los
peces. Se adﬁeﬁen aletas con aspecto
sanguinolento en la base y cuerpo de las aletas.
En etapas mas avanzadas se preSenta la llamada

pudricion de aletas.
Los peces se agrupan en las esquinas y boquean

Comportamiento:
ent la superficie. Se presenta letargo.

Tratamientos utilizado: Acido oxilinico como bafio de 24 horas a una
concentraciéon de 20 ppm.. Si los sintomas

persisten hay que repetir el tratamiento.

PROTOZOOS
» Patogeno: Ichthyophthirius sp
e Descripeion: Protozoo ciliado de forma esférica. Alcanza
tamafios de hasta 1 mm, su principal
caracteristica es su nficleo en forma de

herradura. Este ectoparasito penetra a través de

la capa de mucus y de la epidermis formando un

pequerio quiste (Vasquez com per J).

Después de incrustarse en la epidermis este

e Ciclo de vida;

? Vasquez, C. Bibloga Marina. Directora Laboratorio de Patologia. INPA.
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ciliado se alimenta de sangre y células epiteliales
hasta alcanzar su maximo tamafio. En esta etapa
se libera y cae al fondo de los acuarios formando
un quiste, donde empieza una rapida divisiéon
celular, produciendo hast; 1.000 nuevos
parasitos, los cuales son liberados para que
busquen un nuevo huésped. Todo el ciclo se
desérrolla en 5 dias a una temperatura de 27 °C

(Axelrod, et. al, 1992).

¢ Método de identificacién: Mediante frotis y observacion directa en el

]

[ 4

®

-

Sintomatologia

Comportamiento

Tratamiento

microscopio.

Apariencia externa. Presencia de puntos blancos
en toda la epidermis, siendo de mas facil
observacion en las aletas.

En etapas iniciales los peces se restriegan sobre
cualquier superficie del acuario, buscando
desprender el parasito. En etapas avanzadas los
peces no consumen ¢l alimento y permanecen en
la superficie boqueando, esto es ocasionado por
la infestacion de las branquias.

El tratamiento mas efectivo es alta temperatura
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HONGOS

Patogeno

Descripcidon

(32 °C) durante un periodo de 10 dias. De esta
forma se erradican tanto adultos, cistes y larvas

del parasito.

Saprolegnia sp

Hongo con hifas tabicadas. Su presencia es
universal, en todo tipo de aguas. Las esporas se
pueden difundir por agua y aire. Estas atacan las
zonas donde el mucus del pez se ha reducido

(ectoparasitos, manejo)

Método de identificacion Mediante frotis y observacion directa en el

Sintomatologia

El comportamiento

Tratamiento

microscopio.

Se presentd una apan'encia algodonosa en la
parte distal de las aletas pectorales y la dorsal.
En etapas avanzadas este hongo puede consumir
totalmente las aletas afectadas.

No sufre alteracioén.

El tratamiento més efectivo fue la aplicacién
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directa de acido acético y posteriormente verde de
malaquita con un pincel sobre la zona afectada.
Este tratamiento se debe repetir durante tres dias

para la erradicacion total del hongo.
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CAPITULO III. MADURACION GONADAL EN CAUTIVERIO BAJO

DIFERENTES CONDICIONES MEDIOAMBIENTALES (pHY

TEMPERATURA)
1. METODOLOGIA

1.1 INFRAESTRUCTURA

La fase de maduracion en cautiverio se realizé en 15 acuarios con los sistemas
de aireacion, calefaccion y filtracién. Las medidas de los acuarios fueron 70cm
por 70 cm en la base y una altura de 40cm. El volumen efectivo fue de 140

litros.

El montaje fue realizado en la sala de acuarios del laboratorio de Patologia del

INPA, (Instituto Nacional de Pesca y Acuicultura) Santa Fé de Bogota.

1.1.1 Sistema de calefaccion

Se uso el sistema de calefacciéon de ambiente. Se instalé una resistencia de

1.500 vatios sobre wuna ladmina de asbesto como aislante térmico.
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Posteriormente se aislé la sala de acuarios usando puertas colgantes de
plastico. Este sistema es muy eficiente y seguro, ya que calienta todo el medio

ambiente y evita cambios bruscos de temperatura en los acuarios.

1.1.2 Sistema de aireacion.

Se utilizé un blower de 1/6 de HP con su sistema de distribucién, Se instalaron

tres salidas de aire por acuario.

1.1.3 Sistema de filtracién.

Se realizd el montaje del filtro de esclusas , “rift”, (ver capitulo de
estandarizacion de técnicas) para todos los acuarios; adicional a este se utilizo
un filtro de caja sumergido esquinero. La funcion del primero es biofiltracion y
del segundo filtracibn mecanica, reteniendo material particulado en

suspension.

1.2 CONSECUSION Y MANEJO DE REPRODUCTORES

1.2.1 Consecucion.

Los peces utilizados en los estudios de anatomia interna, dimorfismo sexual y

estandarizaciéon de técnicas se obtuvieron en la bodega de la empresa de
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exportacién Orion Acuarium de Colombia en el mes de mayo de 1.998. Los
peces provenian del Rio Guaviare y fueron capturados cerca a la poblacién de
Puerto Caldas en el departamento del Meta. Otro grupo, €l utilizado en la fase
de maduracion, también del rio Guaviare se obtuvo directamente de un

proveedor de peces ornamentales de la ciudad de Villavicencio.

1.2.2 Manejo de los reproductores.

¢ Tratamiento profilictico. Los peces recién llegados se sometieron a un
tratamiento con furanace a una concentracién de 1 ppm, durante 24 horas.
Esta droga de amplio espectro, combate bacterias, hongos y protozoos. A
esta solucion se le acomparia con sal en una concentracién de 1000 ppm

(Rodriguez et.al 1.993)

A las 24 horas se inici6 el recambio de agua. Diariamente se recambi6

aproximadamente el 25% del total, hasta diluir los medicamentos.

¢ Cuarentena. Los peces se mantienen en observacién durante quince dias
después de realizar la profilaxis, a una temperatura de 29° C y un pH de
6,5. Este tiempo es apropiado para que desarrollen posibles enfermedades

de la que son portadores.
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e Alimentacion. Se alimentaron “adlibitum?, utilizando dos tipos de alimento

en iguales proporciones dos veces por dia. Los alimentos empleados fueron:

-Truchina para alevinos con 45% de proteina.
-Lombriz californiana, Eissenia fuetia, previamente

lavada y desinfectada.

1.3 DISENO EXPERIMENTAL. MANEJO DE VARIABLES MEDIO

AMBIENTALES.

Los reproductores se sexaroﬁ; utilizando como caracter distintivo el tamaiio.
Seglin Rodriguez (1994) existe un dimorfismo sexual aparente dado que las

hembras maduran a una talla mayor

Se distribuyeron machos y hembras en una proporcién 2:1 en los acuarios de
los tratamientos. Los tratamientos son el resultado de la combinacién de tres
temperaturas con dos pH resultando 6 condiciones medioambientales

diferentes (Tabla 6)

Las condiciones de cada tratamiento se establecieron y mantuvieron en dos
acuarios (original y réplica) durante un periodo de 65 dias. En cada acuario se

ubicaron 9 individuos
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Tabla 6. Disefio experimental (Manejo de condiciones medio

ambientales)
TRATAMIENTO | TEMPERATURA °C PH
(+0,5) {(+0,2)
1 29 6.0
2 29 e
3 27 6.0
4 27 7.2
5 25 6.0
6 25 7.2

1.3.1 Seguimiento de pardmetros fisico quimicos.

Se midieron los siguientes parametros:

Registro diario:

* Temperatura: Con termémetro de mercurio, escala 0-50° C, con una

precision de 0,1°.

= pH: Con un pH metro digital.

Registro semanal

= Amonio: Con el kit de tetra. (Escala 0 - 5 ppm)

= Nitritos: Con el kit de tetra (<0,1 a 10 ppm)
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1.3.2 Estudio del desarrollo gonadal.

Para determinar la influencia de los tratamientos sobre el desarrollo gonadal de

la especie se realizaron los siguientes muestreos durante el bioensayo:

¢ Dia 0. Estado de madurez inicial de la poblacién. Antes de distribuir los
reproductores en los tratamientos, se escogieron al azar y se sacrificaron 7
hembras.

¢ Dia 60 Estado final de maduracién en los tratamientos. Se sacrificaron

aproximadamente 6 peces por acuario.

Los individuos fueron anestesiados en una solucién de MS 222,. (Waynarovich,

1977) para luego ser sacrificados y realizarseles las siguientes mediciones:

* Peso total: ~ Con una balanza de 0,00 g. De
precision.

* Longitud total y longitud estdndar: Con una precisién de 1 mm

* Tamaifo de huevos: Mediante biopsia ovarica se
extrajeron muestras de huevos y con
la ayuda de un micrémetro se midi6
el diametro de aproximadamente 100
huevos.

* Peso de gonada y de higado: En balanza analitica con una
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precision de 0,0000 gr.
= Corte histoldgico de la génada: Con la técnica de Hematoxilina

eosina.

Para determinar el estado de madurez de cada individuo se utilizaron los

siguientes indicadores:
Indicadores de madurez:

¢ Indice gonadosomaitico.

El aumento de peso de las génadas, tanto en machos como en hembras es un
gran indicador del estado de madurez de los individuos. En machos la
espermatogénesis se manifiesta en forma macroscopica como un aumento del
volumen y del peso de los testiculos, mientras que en las hembras la
maduracion de los oocitos se manifiesta como un aumento de tamafio por la
acumulacién de vitelo, que a su vez causa un aumento de peso de la génada
(Barnabé, 1996). Para cada individuo se obtuvo el coeficiente de madurez o
Indice Gonadosomatico (IGS), segiin Nikolsky (1978) en Garcia y Santamaria

(1990). La ecuacion se expresa de la siguiente forma:

IGS = (Wg /Wt) * 100
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Donde: Wg = Peso de la gonada

Wt = Peso total del cuerpo

Las variaciones de estos coeficientes permiten establecer el estado de desarrollo

gonadal y de esta forma, las posibles épocas de reproduccién (Vazzoler, 1982).

e Indice hepatosomatico.

El fenémeno metabélico que da inicio a la vitelogenesis de los oocitos es el
transito de las reservas grasas del mesenterio, pasando por el higado, donde se
sintetiza la vitelogenina que serd transportada via sanguinea a los ovarios ﬁara
acumularse en los oocitos. Este transito se denota por un aumento de peso en el

higado en las épocas de maduracién (Barnabé, 1996).

Para cada individuo se obtuvo el indice hepatosomatico {IHS), ségﬁm Nikolsky

(1978) en Garcia y Santamaria (1990). La ecuacioén es la siguiente:
IHS = (Wh / Wt) *100

Donde: Wh = Peso del higado

Wt = Peso total del cuerpo
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o Diametro de los huevos
Fl diametro de los huevos es el indicador mas practico del estado de desarrbﬁo

gonadal (Harvey y Hoar, 1980).

Mediante biopsias ovaricas se obtuvieron muestras de 100 huevos
aproximadamente, determinadndoseles el didmetro con la ayuda de un
micrometro. Para analizar el tamano de los huevos se utilizaron las siguientes

metodologias:
Tabla de distribucion de frecuencias. Se calculd el porcentaje de huevos por
intervalo de tamafios. Para todas las muestras se utilizaron los mismos

intervalos.

Didmetro promedio total. Se determiné teniendo en cuenta las medidas de

_ todos los oocitos obtenidos en las biopsias.

Porcentaje de huevos que inician la vitelogenesis exdgena. Por observaciones
microscopicas e histolégicas se establecio que el didmetro aproximado del inicié
de la vitelogenesis exdgena para los oocitos de la especie es de 300 micras. Se

determinaron los porcentajes de huevos con un didmetro mayor al establecido.
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1.3.3 Anadlisis estadistico.

Para conocer las posibles diferencias entre los datos obtenidos se rea;iizaron las
siguientes pruebas estadisticas. La homogeneidad de varianzas se comprobd
con el test de Cochram. Si los datos cumplian con el supuesto de igualdad de
varianzas se sometieron a una ANQOVA de' una via, para determinar si existian
diferencias significativas, o a una prueba de hipétesis de diferencia de medias.
Si no la cumplian se realizaba el analisis de varianza no paramétrico de

Kruskal Wallis. Todas estas pruebas se trabajan con un 95% de confianza.

Para buscar diferencias entre cada uno de los tratamientos con los otros se
realiz6 una prueba de miltiples rangos para los tratamientos con un 95% de

confianza.
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2. RESULTADOS

2.1 PARAMETROS FiSICO QUiMICOS

2.1.1 Temperaturay pH.

En la tabla No 7 y 8, y en el anexo 1 y 2 encontramos los valores, promedios y
las desviaciones estandar de las medidas de temperatura y de pH durante los

65 dias de tratamiento.

Tabla 7. Promedio de las temperaturas en original y réplica durante
los dias de tratamiento.

Tlo| Tlr T20|T2r|T30|T3r |T4o| T4r | T50| TSr [T60| T6r
Media| 29.2) 29.1/129.0|29.1| 26.5| 27.2] 26.7| 27.7| 25.4] 25.2] 25.8] 25.2
Desv | 0.6 | 0.5 /06|06 |06 |05|06] 1408|0407 05 |

Tabla 8, Promedios de pH en original y réplica durante los dias de

tratamiento

Tlo | Tlr |T20|T2r|T30|T3r|T40| T4r |T50| T5r | T6o Té6r

Media | 6.03 | 5.88 | 7.2 |7.22(5.86|5.89(7.15| 7.129 |6.48| 5.875 | 7.302 | 7.184 |

Desv | 0.3 1 03 (0.2/02/03|04/0.1| 0.1 |0.4] 0.4 0.2 0.2
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Al comparar los valores de los originales y las réplicas mediante una prueba de
diferencia de medias (cumplen los supuestos de distribucién normal) se
encontré6 que no existian diferencias significativas entre ninguno de los

originales y su réplica (P > 0.05)

2.1.2 Nitritos y amonio

Las concentraciones de nitritos y amonio durante el bioensayo se presentan en

la tabla 9.

Tabla 9. Promedio de los valores de nitritos y amonio en ppm durante la
fase I.

Semana Nitritos | Amonio
1 0.03 0.39
2 0.10 0.03
3 0.08 0.10
4 0.10 0.25
5 011 0.04
6 0.26 w
7 0.33 o
Promedio 0.11 0.11
Desv Estand| 0.11 0.15
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Estos valores se presentaron en concentraciones no toxicas para los peces

(Tabla 10).

Tabla 10. Concentraciones maximas permitidas para peces en cautiverio.

Parametro Concentracion
permitida (ppm)
NH3 2
NO2 0,5

(Castillo, 199 )

2.2 INDICADORES DEL ESTADO DE MADUREZ GONADAL

2.2.1 Andlisis estadistico.

Tabla 11. Valores P para el test de Cochram, ANOVA y Kruskal wallis para los indicadores de Ia fase de

maduracion en cautiverio.

INDICADOR Chequeo de ANOVA Kruskall Wallis
varianzas. Test de Valor P Valor P
cochram.
Valor P
Indice Gonadosomatico (IG) 0.000069043 . 0.10348
IG de hembras maduras 0.0137087 ik 0.152315
Indice hepatosomatica (IH) 0.23077 0.0596 e
Diametro promedio de oocit (DPO) 0.1670 0.0212 w44
DPO de hembras maduras 0.182817 0.6734 EES
% de huevos reclutados. 0.3633 0.0739 i
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2.2.2 Porcentaje de hembras que inician proceso de vitelogenesis.

En el muestro inicial realizado el dia 0 del bioensayo se sacrificaron 7 hembras,

encontrandose todas en previtelogenesis (Tabla 12)

En el dia 65 del bioensayo se sacrificaron un total de 40 hembras, de las cuales
solamente 10 presentaron oocitos en vitelogenesis exdgena, distribuidas en los
tratamientos 3 (27°C, pH 6}, 5 (25 °C, pH 6) y 6 (25 °C, pH 7.2). Se encontraron

diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA P < 0,05).

En los tratamientos 2 y 3 solamente se hallaron 3 y 4 hembras (Tabla 12)
respectivamente, representando para éstos muy pocas hembras. En estos
tratamientos se sacrificaron todos los individuos del acuario (9 por acuario},
encontrando que el resto de los peces eran machos; esto pone en duda el
dimorfismo sexual reportado por Rodriguez (1994) que se basa en el tamafio de

los reproductores; peces que presentaban gran talla resultaron ser machos.

No se presentaron diferencias significativas en los porcentajes de hembras con
oocitos en vitelogenesis exégena entre los tres tratamientos. El valor en estos

tratamientos fue del 50% (Tabla 12, Fig 7).
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PORCENTAJE DE HEVIBRAS MADURAS EN CADA TRATAMIENTO

rorses & & Sn ~ucmnaemny

%

R8RS S

Tio T20 T30 T40 - Tho Teo

Tratamientos

Figura 7. Porcentaje de hembras que presentaron vitelogenesis exégena en los

tratamientos.

Tabla 12. Procentaje de hembras que presentaron vitelogenesis exégena.

Tratamiento |TO |T1 (T2 (T3 |T4 |T5|T6
No hembras |7 9 3 4 |8 8 8
% previtel 100 {100 {100 |50 1100 |50 |50
% vitelog 0 0 0 50 |0 50 |50

Esto nos indica que en condiciones favorables para el desarrollo de la

vitelogenesis en cautiverio, solamente inician el proceso el 50 % de las

hembras.
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2.2.3 Indice gonadosomdtico.

Los indices gonadosomaticos encontrados van de 0,35% en una hembra del
estado inicial, hasta 5,546% en una hembra del tratamiento 3 (Tabla 13). Estos
valores son bajos comparados con el de las hembras que se utilizaron en la fase
de induccion hormonal, que fueron en promedio de 9.95%, y altos con relacién

a los encontrados por Rodriguez (1994) con valores promedio de 3,36%.

Tabla 13. Indices gonadosomaticos de las hembras en los diferentes
tratamientos.

T/mient| TO T1 T2

1.480] 0.807] 1.11
1.060 | 2.313] 1.557
0.890 | 1.548] 1.862

1.519

0.350 | 2.093 1.495| 1.0435

1.820 | 1.541 0.9768 | 1. 825
0.930 | 1.887 1.8099 | 1.266 | 1.244
2.540 1.4925 | 2.399 | 0.975

1.171
Media (1.112 | 1.613| 1.4764| 2.371| 1.1407{1.751 | 1.826

TO. Estado inicial de la poblacion. Los cuadros resaltados son de hembras
en vitelogenesis exdgena. -
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INDICE GONADOSOMATICO EN LOS TRATAMIENTOS
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Figura 8. Promedio de indices gonadosomaticos en los tratamientos.

Los valores de los indices gonadosomaticos se sometieron a la prueba no
paramétrica de Kuskall Wallis, encontrando que no existen diferencias

significativas entre los tratamientos (P= 0.10348 >0,05)

Al comparar los promedios de los tres tratamientos con mayores indices
gonadosomaticos (T3, T6 Y T5, con 2.37%, 1.82% y 1.75% respectivamente),
con los tratamientos que presentaron vitelogenesis exogena (Fig 8), coinciden
totalmente. Barnabé (1996) afirma que los altos indices gonadosomaticos son

causados por la acumulacién de vitelo en los oocitos durante la vitelogenesis,
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Los promedios de los tres menores indices gonadosomaticos encontrados
1,14%, 1,47% y 1,61% (T4, T2 y T1 respectivamente) fueron mayores al estado
inicial de la poblacién 1,11% (TO) (Fig 12). Estos incrementos en los indices
gonadosomaticos pueden estar causados por los cambios que se suceden
durante la previtelogenesis: multiplicacién de las oogonias por mitosis, que
se presenta durante todo el afio, formacién de los oocitos primarios y
transformaciones de los oocitos antes de entrar en la vitelogenesis (Harvey

y Hoar, 1980).

En estas primeras etapas de vitelogenesis, los indices gonadosomaticos no son
indicadores muy precisos del estado de madurez, ya que se encuentran
hembras en previtelogenesis con mayores indices gonadosomaticos que unas
pocas hembras que iniciaron la vitelogenesis (Tabla 12), ademas el {nico
tratamiento que presento diferencias significativas segiin el test de multiples
rangos respecto al estado inicial de la poblacién fue el T3 (Tabla 14). Segun
Venturieri* (Com per existen diferentes factores que pueden afectar los
procesos de oogenesis, como la edad y la alimentacién, disminuyendo o

aumentando la multiplicacién de las oogonias o el numero de oocitos

reclutados para la vitelogenesis, lo cual se reflejarda en los indices.

gonadosomaticos.

* Venturieri, R. Ph D en fisiologia animal, CEPTA, Brasil.
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Tabla 14, Test de multiples rangos para los IG por tratamiento

Contrast Difference +/- Limits
0-1 -0.402452 0.922523
0-2 -0.213952 1.14425
0-3 **.1.44104 1.03932
0-4 0.0874429 0.886331
0-5 -0.498286 0.886331
0-6 -0.706786 0.858187
1-2 0.1885 1.17251
1-3 -1.03858 1.07035
1-4 0.489895 0.922523
1-5 -0.0958333 0.922523
1-6 -0.304333 0.895516
2-3 -1.22708 1.26645
2-4 0301395 1.14425
2-5 -0.284333 1.12259
2-6 -0.492833 1.03932
3-4 *%1,52848 1.03932
3-5 0.94275 1.03932
3-6 0.73425 1.01542
4-5 -0.585729 0.886331
4-6 -0.794229 0.858187
5-6 -0.2085 0.858187

#** Muestran diferencias significativas

Para encontrar diferencias entre la madurez de las hembras de los tratamientos
que presentaron vitelogenesis exdgena, se separaron sus valores de indice

gonadosomatico en la siguiente tabla,

Tabla 15. Indices gonadosomaticos de las hembras
que iniciaron vitelogenesis exégena.

T/miento T3m TSm Tém
5.546 | 1.376 | 1.838
2.000 | 1.730 | 3.390
2.238 | 3.116
1.043 | 2.461
Media | 3.338 | 1.794 | 2.629
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Al someter los datos a la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis se encontré
que no hay diferencias significativas (P= 0.152315>0.05) entre los indices
gonadosomaticos de las hembras que iniciaron vitelogenesis exégena en los
tratamientos, lo cual podria significar que la maduracion de estas hembras se
presento en igual grado en los tratamientos. Se podria afirmar que no solo es
importante lograr estimular el inicié de la maduracién ° gonadal, sino es
indispensable conocer cuales son las condiciones medioambientales para

obtener una mejor calidad de maduracién.

PROMEDIO DE LOS IG EN HEMBRAS QUE
PRESENTARON QOCITOS EN VITELOGENESIS
EXOGENA

m13]
riTe
@75

Figura 9. Promedio de los indices gonadosomaiticos de las
hembras que presentaron vitelogenesis exégena.
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2.2.4 Indice hepatosomdtico.

Los indices hepatosomaticos se presentaron dentro del rango de 0,710 % (en el

estado inicial de la poblacién) hasta un valor de 3,009 en el tratamiento 6.

Tabla 16. Indices hepatosomaitico en los tratamientos.

T/mien| TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6

1.070 | 1.018 | 1.162 | 1.97 | 1.571 | 1.878 | 1.641
1.160 | 1.075 | 1.813 | 2.195 | 1.51 | 1.541 | 2.248
1.970 | 1.344 | 2.004 | 1.956 | 1.82 | 1.888 | 3.099

1.490 | 1.872 1.489 | 2.206 | 2.548 | 2.437
1.120 | 2.039 2715 1.54 | 1.547
0.710| 1.991 2.065 | 1.652 | 1.11
1.190 1.891 | 1.969 | 1.958
2.155 | 1.265

Media | 1.193 | 1.495|1.616 | 1.884 | 1.933 | 1.871 | 1.816

El analisis de varianza (los datos presentaron distribucién normal) permite
afirmar que no hay diferencias significativas entre los valores de los indices
hepatosomaticos de los tratamientos (P=0.0596> 0,05)(tabla 11}); por tanto en
las condiciones de bioensayo realizado, este indice Vno fue un buen indicador del
estado de madurez. Barnabé (1996) encontré en la lubina Dicentrarchus
labrax que se notaban variaciones en el peso del higado solamente en las
etapas de pleno crecimiento o reabsorcion gonadal, sin encontrar diferencias en
los iniéios del crecimiento gonadal. Nath y Sundararaj (1981) afirman que la

sintesis de la vitelogenina (vitelogenesis exdgena) se realiza en el higado, y
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Barnabé (1996) clasifica al higado como organo de paso de las materias
sintetizadas por el organismo; por tanto los valores de los indices
gonadosomaticos para las hembras con oocitos en vitelogenesis exdégena
reportados en la Tabla 13, que denotan un inicio del crecimiento gonadal, y los
cortes histologicos de los ovarios, confirman que la incorporacion de vitelo en
los oocitos se presenta en algunas hembras apenas en sus etapas tempranas;
siendo en estas la produccién de vitelogenina no muy marcada; razén que

explicaria el comportamiento de los indices hepatosomaticos.

2.2.5 Diametro de huevos.

En la tabla 15 se presentan los didmetros promedio por hembra de los oocitos
extraidos por biopsia ovérica en los tratamientos v en el estado inicial de la
poblacién. Estos promedios se encontraron en un rango de 62 micras en el
estado.inicial de la poblacién, hasta 250 micras en el tratamiento 6. Es muy
importante tener en cuenta que estos valores son promedios, ya que el rango
real de las medidas de los oocitos se presentd entre 40 micras en todos los

tratamientos y 740 micras en el tratamiento 3 (Fig 11 y 12, Tabla 16).

Seglin la clasificacion de Zanuy y Carrillo (1987), los ovarios del tigrito se -
clasifican en sincrénicos por grupes, lo cual quiere decir que en la gonada por

lo menos existen dos grupos de oocitos en estadio de desarrollo distinto.
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Lo anterior explica la gran variacién en los tamarios de los oocitos extraidos, y
los bajos valores promedio. Aungue existan oocitos con gran diametro (>300
micras) en hembras de los tratamientos 3, 5 y 6, los diametros promedio se

bajan por la presencia del otro grupo de oocitos en estadios de previtelogenesis.

Tabla 17. Diametro promedio de los huevos extraidos por

biopsia ovarica (micras)

T/miento| TO T1 T2
101 79 125 173 136 160
62 116 134 138 155 143
177 93 174 163 142 109 111

T4 TS T6

85 | 131 | 152 | 125 | 129 | 98
125 | 155 129

127 87

135 150

159 127

125

‘Media |103.3|121.8|142.8|179.1|131.7 | 158.6 | 161.8

El analisis de varianza de una via indica que existen diferencias significativas
(P=0.212<0.05)(Tabla 11) en los diametros promedio de los huevos de las

hembras de los diferentes tratamientos, lo que sefiala que los diferentes
factores fisicoquimicos de los tratamientos afectaron los didmetros promedio de

los oocitos.
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PROMEDIO DEL TAMANO DE HUEVOS EN
LOS TRATAMIENTOS
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Figura 10. Didmetro promedio de los huevos extraidos por biopsia ovirica en los tratamientos To estade

inicial de la poblacién (micras)

Es de resaltar que el didmetro de los huevos es el indicador mas practico del
estado de desarrollo gonadal (Harvey y Hoar, 1980). Mediante hipofisectomia se
demostré que el crecimiento y la maduraciéon del oocito en las hembras son
dependientes de la glandula pituitaria (Billard et. @l,1982 En: Cerda, 1993).
Harvey y Hoar (1980) explican que los estimulos medioambientales se trasmiten
a la hipdfisis por un sistema neuroendocrino que estimula la secrecion de las
gonadotropinas responsables del incremento del diametro de los oocitos por

acumulacion de vitelo.

Par encontrar diferencias entre el promedio del diametro de los oocitos de cada
tratamiento con los demas, se realizo el test de multiples rangos (tabla 18),

encontrandose que los tratamientos 3, 5 y 6 presentaron diferencias
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ignificativas respecto al estado inicial de la poblacién (T0). Este analisis nos

ermite confirmar que las condiciones del tratamiento 3, 5 y 6 estimularon al
1ayor crecimiento de los oocitos, que es producido por la mayor acumulacion i
e vitelo. También observamos que estos tratamientos (3, S y 6] que
resentaron vitelogenesis exégena se diferenciaron significativamente con el fi
ratamiento 1 (Tabla 18). i

Tabla 18. Test de miiltiple rango para los didmetro promedio por tratamiento iil

Contrast Difference +/- Limits |-
0-1 -14.4444 41.5784 l;{i i
0-2 -34.3333 54.4389 (-
0-3 ** 7075 50.0053 I
0-4 -23.875 42.4964 0ol
0-5 50373 42.4964 -
0-6 *%.59 625 42.4964 |1
1.2 -19.8889 49.6957 | -
1-3 *¥.56.3056 44.7951 I|{ f
1-4 -9.43056 44.7951
1-5 **.37.9306 36.2217 || il
1-6 *+.45.1806 36.2217 -
2-3 -36.4167 56.9336 -
24 10.4583 50.4662 | /-
2.5 -18.0417 50,4662 " |
2-6 -25.2917 50.4662 .
3-4 **+46.875 45.6484
3-5 18.375 45.6484 1
3-6 11.425 45.6484 (i
4-5 285 37.2718 .
4-6 -35.75 37.2718 i
5-6 -1.25 37.2718

*** denotan diferencias estadisticas I;

r . I
a figura 10 muestra el orden en el que se presentaron los didmetros promedios . ‘ |
le los oocitos. Igual como ocurrié con los indices gonadosomaticos, los |
ratamientos con mayor didmetro promedio, fueron en su orden descendente !

'3, T6 y T5, coincidiendo en su orden con los indices gonadosomaticos y con
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los tratamientos que presentaron oocitos en vitelogenesis exogena. El menor
diametro promedio se encontré en el estado inicial de la poblacion (T0). Estas
coincﬁdencias son explicadas por .Barnabé (1996}, quien explica que el
incremento progresivo del tamafio de los oocitos se manifiesta por el aumento

de peso de los ovarios ocasionado por la acumulacién de vitelo en los oocitos.

2.2.6 Distribucion de frecuencia de los didmetros de los oocitos.

La distribucion de frecuencias de los diametros muestra claramente las

diferencias en los tamafios de los oocitos (Tabla 19 y Fig 11y 12).

Los oocitos en el estado inicial de la poblacién se caracteriza por tener un
diametro maximo de 280 micras, con su mayor porcentaje (60%) en el intervalo
0-100 micras, los tratamientos que no presentaron oocitos en vitelogenesis
exogena presentaron un didmetro maximo de 280 micras con su mayor
porcentajé (65,2 + 4,2%) en el intervalo 100 - 200 micras (T1, T2 y T4). Los
oocitos de los tratamientos en proceso de maduracion presentarbn un tamario
maximo de 740 micras en el tratamiento 3 y de 600 micras en los tratamientos
5 y 6; los porcentajes en los intervalos se presentaron mas uniformemente

distribuidos (T3, TS y T6)(Tabla 19 y Fig 11 y 12).
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Tabla 19. Intervalo de frecuencia de los didmetros de los oocitos presentado
en porcentaje.

Intervalo Micras | T0 | T1 | T2 | T3 | T4 | T5 | T6

o 100 60 28 20 28 25 14 19
100.1 200 33 62 70 28 64 49 39
200.1 280 7 10 10 10 9 25 20

400.1 500 0 0 0 2 0 2

500.1 600 0 0 0 2 0 1 1
600; 1 700 0 0 0 2 0 0 0
700.1 800 0 0 0 1 0 0 0

Al analizar la distribucion de frecuencias de los tamafios de los oocitos de
hembras que no présentaron vitelogenesis exdgena, encontramos que los
oocitos iniciaron con su mayor porcentaje en el intervalo 0 - 100 micras en el
estado inicial (TO) (60%), después de 65 dias los oocitos de los tratamientos 1, 2
y 4 aumentaron de tamafio con su mayor porcentaje (65,2 + 4,2} en el intervalo

100 - 200 micras (Fig 11).
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TAMANO DE HUEVOS EN LOS TRATAMIENTOS 1, 2, 4y TO

BT
ABT2
074
aTo

Figura 11. Porcentaje de oocitos en los intervalos de frecuencia en los tratamientos

sin presencia de vitelogenesis ex6gena (micras)

Lo anterior indica claramente que aunque no se produjo vitelogenesis, el
proceso de oogehesis se continué con las transformaciones de los oocitos en la
etapa de previtelogenesis; estas transformaciones son aumento del tamafio del
nucleo, aumento del namero de nucleolos y crecimiento del citoplasma, que se

manifiestan en un aumento del diametro oocitario (Harvey y Hoar, 1980 v

Caporiccio, 1976 en: Barnabé, 1996).

87

R
i



CENTRO DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS. Universidad Joree Tadeo Lozano
Maduracion en cautiverio e induccion al desove del tigrito P2 pictus. (Mauricio Molano)

" TAMANO DE HUEVOS DE LAS HEMBRAS MADURAS DE LOS
‘ TRATAMIENTOS 3,5Y 6
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Figara 12. Intervalos de frecuencia de les didimetros de los oocitos en los tratamientos com

presencia de vitelogenesis exégena en porcentajes.

La distribucién de frecuencias de los oocitos en los tratamientos con
hembras maduras muestra, que el tratamiento con mayor tamafio de oocitos y
mayor porcentaje de oocitos mayores a 280 micras es el 3, seguido por el
tratamiento 5 y por tltimo el tratamiento 6 (Fig 12). Lo anterior comprueba que
las condiciones que més estimularon al proceso de maduraciéon en los oocitos
fue las del tratamiento 3 (27 °C y pH 6) seguido del tratamiento 5 (25 °C y pH 6)

y el tratamiento 6(25 °Cy pH 7,2)
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2.2.7 Porcentaje de huevos reclutados para maduracién (vitelogenesis exégenay).

En la tabla 20 se muestran los porcentajes de los oocitos reclutados para

vitelogenesis exogena.

Tabla 20. Porcentaje de huevos que presentaron vitelogenesis

e Exdgena por hembra.

N T/miento| T3 T5 T6

b & 43 % 27

N 22 7 22

15 33

- 22 16
Media 31 ) 24

El analisis de varianza de una via muestra que no existen diferencias
sigificativas (P= 0.0739> 0.05) entre los valores promedio de huevos reclutados
para vitelogenesis exdgena en las hembras maduras. Con lo anterior se podria
afirmar que los parametros fisico quimicos de los tratamientos 3, 5 y6
~— estimularon el reclutamiento del mismo porcentaje de oocitos para
vitelogenesis. Sin embargo las diferencias encontradas en el didmetro promedio
de los oocitos nos indican que las diferentes condiciones medioambientales de
los tratamientos 3, 5 y 6 no afectaron la cantidad de huevos reclutados, pero si

—

afectaron la calidad de maduracion de los oocitos.
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.2.8 Cortes histologicos.

continuacién e describen los estadios oocitarios encontrados en cada uno de

~ 18 cortes histologicos de los tratamientos.

ratamiento 1y 4.
1 estos tratamientos se encontraron ovarios con oocitos en los dos primeros
stadios de desarrollo, correspondientes a la previtelogenesis. Estos estadios

.

locitos en fase de cromatina nuclear (Fig 13) caracterizados por ser células

equefias y redondeadas, presentan un niicleo central con uno o dos nucleolos

randes (1)

Figura 13 Oocitos en fase de cromatina nuclear (10x)
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— Oocitos en fase de desarrollo perinuclear (Fig 14) se observa un mayor tamario

que los anteriores, siendo todavia células germinativas. El nticleo aumenta de

—

tamafo y presenta un mayor numero de nucleolos, que se ubican en la

-~ periferia. Se forma ademés la primera capa de células de la envoltura folicular

" con nicleo aplanado; esta es muy delgada. Entre el oocito y esta primera capa

=~ aparece la zona pelicida.

N Figura 14. Oocitos en fase de desarrollo perinuclear. 2a

e pericuclear inicial.2b perinuclear avanzada. 1 cromatina nuclear
= (10x)

Tratamiento 2

En este tratamiento solo se encontraron oocitos en el estadio 1 fase de

cromatina nuclear (Fig 13).
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Tratamiento 3.

Las hembras se encontraron con oocitos en los estadios 1 y 2 de la
previtelogenesis en todas las hembras (Fig 17 y 18), y en los dos estadios de

vitelogenesis, en las hembras maduras:

Estadio de alveolo cortical ( Fig 15) caracterizado por presentar alveolos
corticales. Se aumenta bastante el tamafio de los oocitos, presenta nticleo
amplio con numerosisimos nucleolos en la periferia. Ademas desarrolla las

capas de la envoltura folicular, teca y la granulosa.

Figura 15. Oocitos en estadio de alveolo cortical. 3. Citoplasma. A
nucleolos. B. Envitura folicular (10x)
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QO
Y &5

Figura 16. Oocito en fase de vitelogenesis exégena. Estado inicial 4* (4=x)

Estadio de vitelogenesis exégena. ( Fig 20 y 21) En este momento se observan
los granulos de vitelo que ocupan parte del citoplasma, los oocitos aumentan
considerablemente de tamafio. El nfcleo presenta invaginaciones donde
encontramos los nucleolos acidofilos. Esta etapa puede ser inicial (Fig 16 )
cuando apenas se inicia la entrada de los granulos de vitelo o avanzado cuando

el cocito ya esta lleno (Fig 17)
Tratamiento 5.
Los ovarios mostraron oocitos en todos los estadios de desarrollo, los de

previtelogenesis (Fig 14 y 15} y los de vitelogenesis en hembras maduras (Fig

16 - 17)
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Figura 17. Oocito en fase de vitelogenesis exégena. Estado avanzado. 1.
Granulos de vitelo. 2. Niicleo. 3. Envoltura folicular. (10X)

Tratamiento 6.
Al igual que el 5, se encontraron todos los estadios de desarrollo oocitario.

Las anteriores observaciones reafirman que las condiciones medioambientales
que estimularon los procesos de vitelogenesis de los oocitos son las
encontradas en los tratamientos 3, 5 ¥y 6, coincidiendo totalmente con los

oocitos de mayor tamafio y con los mas altos indices gonadosomaticos.
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f=

2.3 ESTADO DE MADUREZ GONADAL RESPECTO A LOS PARAMETROS

FisicoQuimMmicos

El indicador “presencia de vitelogenesis exégena en los oocitos” mostréd
claramente que las condiciones medioambientales bajo las cuales se estimula al

hipotalamo para finalmente iniciar el proceso vitelogenesis fueron:

e T°C 27 con pH de 6 (+0,2) (T3)

* T°C25con pHde 6y7,2 (+0,2) (T5 y T6)

En altas temperaturas (29°C) no se produjo vitelogenesis bajo ningtan pH.

Utilizando los indicadores “indice gonadosomatico” y “diametro promedio de los
oocitos” y los cortes histologicos se puede determinar cual de los tres
tratamientos fue el mejor. La siguiente tabla muestra los promedios de estos

valores para los tratamientos
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Tabla 21. IG y didmetro promedio de los oocitos.

T3 T6 TS5

IG % 3.33 | 262 | 1.79
Diametro 179.1 | 161.9 | 158.6
promedio micras

Segun el analisis de test de rangos multiples para el IG y la ANOVA para el
diametro promedio se encontré que existen diferencias significativas entre el IG
del tratamiento 3 respecto al estado inicial de la poblacién y se determiné que

existen diferencias significativas entre los valores del diametro promedio.

Las condiciones bajo las cuales se presenté una maduracién mas rapida
durante el tiempo del bioensayo fue de 27°C y pH 6, seguida de 25°C pH 7,2 y
de 25°C pH 6. Es de resaltar qué esta "maduraciéon méas rapida" se da
solamente en términos de mayor acumulacién de vitelo (que es indicada por los
mayores indices gonadosomaéticos y los mayores didmetros de oocitos) y no en
el porcentaje de huevos reclutados, ya que este indicador no presenté

diferencias significativas.

Varios autores han reportado que los parametros fisico quimicos que estimulan
la maduracién en peces tropicales es la época de transicién del verano al

invierno, caracterizada por el inicio de las épocas de inundacién ((Garcia y
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Santamaria, 1990; Welcomme,1979, En: Rodriguez, 1987; Lamus y Beltran.
1975 y Masso, 1978). Esta época de transicién esta caracterizada por un
incremento en los caudales, aumento de nivel de los rios y una disminucién de

la temperatura.

Garcia y Santamaria (1990) encontraron que el inicio de la maduracién gonadal
de Ancistrus triradiatus triradiatus fue una baja de temperatura de 29°C a
27,5 aunque la mayor época de reproduccién estuvo con valores de 26°C. Al
comparar estas condiciones, con los valores de temperatura bajo las cuales se
logro estimular 1a maduracion del P. pictus (27 y 25°C), se observan patrones

similares,

2.3.1 Temperatura.

Se encontré que la temperatura que mas estimula la maduracién de los oocitos
es la de 27°C, ya que fue la de mayores diametro promedio, y la de mejor indice
gonadosomatico. Seguida de ésta encontramos la temperatura de 25°C. Los

29°C parecen inhibir totalmente la vitelogenesis en la especie.

Barnabé (1980) afirman que la temperatura es tan importante, que cada

especie tiene un rango de temperatura donde puede realizar gametogénesis.
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Las temperaturas 25°C y 27°C estimularon el hipotalamo, pero 1a mayor
produccién y captacion de vitelo del tratamiento 3 (27°C) podria ser causada

por el metabolismo acelerado que se presenta en una mayor temperatura.

2.3.2 pH

El comportamiento de la madurez bajo diferentes condiciones de pH no se

presenté claramente,

Parece existir un efecto sinérgico negativo al presentarse un pH de 6 (+0,2)
en una temperatura de 27°C (T4), ya que inhibié totalmente la vitelogenesis (ver
cortes histologicos). Mientras que este mismo pH a una baja femperatura (25°C)
(T6) no solo no la inhibi6, sino parece haberla estimulado, creando un efecto
de sine;'gia positivo, como lo demuestran los mayores valores en los IG y el

diametro promedio de los oocitos (Tablas 14 y 16).

El efecto sinérgico de dos parametros se encuentra también en otras especies
como es el caso de la trucha, donde la importancia del fotoperiodo es
modificado por las bajas temperaturas; por debajo de 10°C la maduracion se
presenta independiente del fotoperiodo, pero la calidad de Ia maduracién si
puede estar relacionada con el fotoperiodo (Nakari et. al, 1987 En: Carosfeld,
1989). En la carpa comun, los dias largos con temperaturas altas inducen a la

maduracion, mientras que los dias cortos con alta temperatura, (Davies, et.
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1984),

y los dias largos con bajas temperaturas inducen a la atresia (

Hontela,
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3. CONCLUSIONES

El tigrito Pimelodus pictus madura en condiciones de acuarios en sistemas semi
cerrados, sin importar que esta especie sea migratoria. Esto permite obtener
hembras maduras que estén confinadas, sin necesidad de depender de la

presencia de hembras maduras del medio natural.

El hipotalamo del tigrito se estimula para iniciar el proceso de maduracién
gonadal en un rango de temperatura de 25 a 27°C, siendo mas rapida la

maduracién gonadal bajo una temperatura de 27°C.

El pH tiene un papel muy importante en la estimulacién a la vitelogenesis,
mientras que a una temperatura de 27°C el pH de 7,2 la inhibe, a 25°C el
mismo pH genera un efecto sinérgico positivo aumentado el grado de madurez
de las hembras. Un pH de 6,2 es una buena condicién para estimular la
madurez gonadal de la especie a temperaturas de 25 a 27°C. Manejando los pH ;

se podrian mejorar la calidad de la madures de las hembras.
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En condiciones de cautiverio (acuarios) se logra estimular a la madurez gonadal
solo al 50% de las hembras, aunque se sometan todas a las mismas
condiciones medioambientales. Este fendmeno requiere de mas investigacion ya

que no se conoce si es una estrategia reproductiva, o se causa por la relacién

machos hembras.

El indice hepatosomatico no es un buen indicador de actividad de vitelogenesis
bajo las condiciones del experimento y durante los primeros 65 dias de
madurez gonadal de la especie. Lo anterior implica que la actividad
vitelogenetica podria necesitar de mas tiempo para activar en mayor proporcion

la produccién de vitelogenina.

La temperatura de 27°C y el pH de 6,0 (+0,2) son las mejores condiciones para
estimular la maduracion de las hembras del P. pictus; produciendo unos
indices gonadosomaticos promedio de 3.33% y 179 micras de didmetro
promedio de oocitos, en un periodo de 65 dias. El conocimiento de las
condiciones bajo las cuales se estimula el proceso de maduracién gonadal de la
especie permite, que mediante el manejo de estos parametros, se logren .

maduraciones en cautiverio varias veces al afio.
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Los ovarios del tigrito segiin la clasificacién de Zanuy (1977) se caracterizan por
ser sincrénicos por grupos. Este tipo de ovarios generalmente se encuentra en
peces de zonas tropicales que dependen de cambios en el medio ambiente
(luvia, temperatura, etc.) para iniciar los procesos de reproduccion. Al tener
varios grupos de oocitos en diferente estadio de desarrollo, se permite madurar

grupos de oocitos en diferentes épocas.

Una vez estimulado el inicio de la vitelogenesis, el porcentaje de huevos
reclutados para la incorporacién de vitelo no se afecta por las condiciones
medioambientales. Lo que si se afecta es la calidad de la maduracién (cantidad

de vitelo incorporado a los oocitos).
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CAPITULO 1v.

INDUCCION AL DESOVE USANDO EXTRACTO DE PITUITARIA DE CARPA

(EPC) Y GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA (PRIMOGONYL)

1. METODOLOGIA

1.1 CONSECUCION DE PADROTES

Para obtener los peces en estado de madurez avanzada se realizé un
seguimiento a los lotes de peces que llegaban a las bodegas de exportacion de la

ciudad de Santafé de Bogota.

En la época en que se encontraron peces maduros, se obtuvieron los padrotes
directamente en el centro de acopio “Acuario Melini® en la ciudad de
Villavicencio. En total se adquirieron 250 peces que presentaban caracteristicas
de madurez avanzada (para las hembras papila proyectada y enrojecida,
abdomen abultado y flacido). Las hembras de este lote presentaron un peso

promedio 9,49gr y talla de 107,8mm y los machos 5,3gr y 93,9mm.
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1.2 CUARENTENA

La cuarentena se realizo en las mismas instalaciones en donde se realizaron las

practicas de induccién, la bodega de €xportacion “Peces El Manantial”.

Los peces recién llegados se mantuvieron en observacion, separando los
reproductores que presentaron alglin sintoma de patologia (Icthyophthirius sp,
Saprolegnia sp y enfermedades bacterianas). Estos peces se sometieron al

tratamiento respectivo segan las recomendaciones presentadas en el capitulo II.

Los individuos a inducir fueron seleccionados de peces sanos, evitando el estrés

producido por los tratamientos curativos, que podrian generar procesos de

reabsorcion.

1.3 ACLIMATACION

Debido a que la especie presenta una alta capacidad de adaptacién al cautiverio
(Blanco Com. per9), y para prevenir algiin proceso de reabsorcion gonadal, el
periodo de aclimatacién fue de ocho dias. La temperatura se mantuvo en el
rango 29-30°C, condicién necesaria para detener y prevenir la proliferacién del

protozoo Icthyophthirius sp. El pH v la dureza del agua fuer de 6,5y 5 ppm,

* Blanco, C. Bidloga Marina. INPA
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sugerida por Tgsuguhiro (1988), y la concentracion de oxigeno encontrada fue

como minimo 4 ppm, éptimo para el mantenimiento en cautiverio de peces

tropicales (Castillo. 199 )

.

1.4 INDUCCION HORMONAL

Para la seleccion de las hembras a inducir, se tuvo en cuenta los siguientes
parametros. Por observacién de caracteristicas externas se eligieron los peces
que presentaban papila enrojecida y proyectada, abdomen abultado y flacido,
ademas por canulacién (con una sonda de 1 mm de diametro) se seleccionaron
las hembras que mostraron oocitos con nicleos migrando mayores al 60 por

ciento (Chaparro, 1994).

Los reproductores se ubicaron en acuarios de 72 litros, en una relacién 2:1
(machos:hembras) unedando cuatro machos y dos hembras en cada acuario.
Estos acuarios se adaptaron con una trampa de huevos para evitar la
depredacion de los mismos después del desove. Esta trampa consistié en ubicar
dos vidrios en forma de “V” en un angulo de 45°, de esta forma los huevos se

deslizan al fondo y quedan aislados.
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1.4.1 Disefio experimental

Se probaron dos hormonas separadamente, el extracto de pituitaria de carpa

(EPC) y la gonadotropina coriénica humana (primogonyl) aplicadas en dos y tres

momentos.

Tabla 22. Porcentaje de dosis usados en dos momentos de aplicacién

(Tratamiento 1),

HORMONA % APLICACION % APLICACION
O horas 14 horas
EPC 10 90
PRYMOGONYL 10 90
BLANCO (Agua destilada) "t e

Tabla 23. Porcentaje de dosis usadas en tres momentos de aplicacion
(Tratamiento 2).

HORMONA % DOSIS % DOSIS % DOSIS
_ 0 HORAS 8 HORAS 16 HORAS
EPC 5 10 : 85
PRYMOGONYL 5 10 85
BLANCO (agua - ey s
destilada)

Se experimentaron tres dosis totales con cada hormona, en cada tratamiento,
3mg/kg, 5mg/kg y 8mg/kg para EPC y 3 Ul/g, 5 Ul/g y 8 U.l/g de

primogonyl; para un total de doce tratamientos,
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Como solvente de las hormonas se utilizo agua destilada y la metodologia de

aplicacién fue intraperitoneal con Jjeringas de insulina.

1.4.2 Determinacion del estado de madurez inicial

Para establecer el estado inicial de madurez se realizaron biopsias ovaricas con
una canula de 1 mm de diametro. Los oocitos extraidos se fijaron y aclararon
para observar el nicleo y calcular los porcentajes en posicion central y
migrando. Posteriormente se pesaron las hembras en una balanza de 0,1
gramos de precisién y se marcaron sujetando hilos de colores a las aletas

pectorales,

1.4.3 Determinacion del estado de madurez final

Una vez se observé comportamiento de cortejo en los acuarios y comenzaron a
aparecer los primeros desoves naturales, se realizaron biopsias ovaricas para
determinar el porcentaje de oocitos con nlcleos centrales, migrando,
periféricos, rotos y atrofiados. Posteriormente se registro el peso, la longitud
total, longitud estandar y la longitud horquillg, se sacrificaron y se extrajeron

los ovarios y los higados para ser pesados y analizados histologicamente.,

107




CENTRO DE INVESTIGACIONES CIENTIF ICAS. Universidad Jorge Tadeo Lozano
Maduracidn en cautiverio e induccién al desove del tigrito £ pictsss. (Mauricio Molano)

1.4.4 Indicadores del efecto hormonal

Los siguientes son los indicadores que se analizaron para evaluar la efectividad

de las hormonas.

* Desoves naturales.

¢ Posicion de los ntcleos y caracteristica del huevo. (Centrales, migrando,
periféricos, rotos, reabsorcion)

* Indice gonadosomatico. Segan la formula de Nikolsky (1978) en Garcia y
Santamaria (1990)

e Indice hepatosomatico. Segiin la formula de Nikolsky (1978) en Garcia y
Santamaria (1990)

 Cortes histolégicos. Determinacién de los estadios oocitarios.

1.4.5 Comportamiento reproductivo

Se analizaron los comportamientos de machos y hembras antes y después de Ia

induccién hormonal. Los indicadores fueron:

L ]

Cambios de coloracién coorporal.

Intensidad de coloracién.

* Agresividad y nado en conjunto.
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1.5 ANALISIS ESTADISTICO

La homocedasticidad de las varianzas se confirmo con el test de Bartlett con un

95% de nivel de confianza.

Para determinar las diferencias significativas entre los tratamientos, los
resultados se sometieron a un analisis de varianza de una via usando el

paquete estadistico STATGRAPHICS PLUS versién 2.1,
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2. RESULTADOS Y ANALISIS

Se presentan independiente por hormona y por tratamiento. Se explican los

resultados encontrados en cada uno de los indicadores de la accién hormonal.

2.1 EXTRACTO DE PITUITARIA DE CARPA

Los mejores resultados se obtuvieron con esta hormona. El tratamiento 1 fue
mas efectivo, obteniéndose 11 puestas parciales, mientras con el tratamiento 2
solo se obtuvieron 8 puestas parciales con un menor numero de huevos (Tablas

24y 25).

2.1.1 Desoves naturales y por extrusion.

Con EPC se obtuvieron desoves naturales en los dos tratamientos y en todas
las dosis aplicadas (Tabla 24 y 25; figura 18). El tratamiento 1 (dos momentos
| de aplicacién) fue el méas efectivo obteniéndose en total 11 desoves parciales
(Tabla 24), 7 de los cuales ocurrieron a las 205 hr° y los cuatro restantes a las

1713 hp®
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Tabla 24. Nimero de huevos encontrados en las puestas parciales
del TRATAMIENTO 1 con EPC

Horas 3 5 8
grado mg/kg | mg/kg | mg/kg
Hr°
205 12 20 50
205 3 21
205 6 99
173 6 30
- 193 200 46
Total 227 216 50

Con el tratamiento 2 se obtuvieron solo 6 desoves parciales a las 390 hr° (Tabla

25).

Tabla 25. Nimero de huevos encontrados en las puestas parciales del
TRATAMIENTO 2 con EPC

Horas 3 5 8
grado mg kg mg/kg mg/kg
Hr°
390 25 8 46
390 15 4 15
Total 40 12 61

Al analizar el ntimero de huevos totales desovados por dosis en los tratamientos
(Tabla 24, 25 y figura 18) obtenemos que existen diferencias significativas

(ANOVA P=0.0446<0,05)
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No de huevos totales desovados.
EPC

3mgfkg
B Sma/kg
08mglkg

Tratamiento 1 Tratamiento 2

Figura 18 Numero de huevos totales desovados por cuatro hembras
inducidas en cada una de las dosis hormonales.

En el tratamiento 1 la dosis mas efectivas fue de 3 y 5 mg/kg (desove promedio
45 y 44 huevos) con un total de 227 Yy 216 huevos desovados por cuatro
hembrés. En el tratamiento 2 con menor niimero de desoves ¥ un menor
numero de huevos por desove, (Fig 18) la mejor dosis fue de 8 mg/ kg con un

total de 61 huevos en las cuatro hembras.

Estos resultados difieren notablemente con los obtenidos por Rodriguez (1994)
quien utilizando 4mg/kg de EPC obtuvo dos desoves, con un promedio de 320
huevos a las 279 y 280hr° y con 5 mg/kg obtuvo un desove a las 260hr®.
Chaparro (1994) afirma que el desove del Pseudoplatystoma fasciatum ocurre a

las 240 - 260hr® después de inducir con 5 mg/kg de EPC.
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En cuanto a los desoves artificiales, se lograron en total 5 extrusiones exitosas

en el tratamiento 1, mientras que solo se logré una en el tratamiento 2.
En el tratamiento 1 las extrusiones fueron:

* En 3mg/kg: 2 extrusiones a las 205hr°con mas de 1.000 huevos en cada
una de ellas
¢ En Smg/kg: 1 alas 173hr° con 120 huevos.

* En 8 mg/kg: 2 alas 205hr° con 150 huevos y mas de 1.000 huevos. _‘

En el tratamiento 2 la extrusién se logré en una hembra de dosis de 3mg/kg

con 32 huevos. t

Lo anterior nos confirma que la hormona EPC actué en el sistema hormdnal del
tigrito estimulando la maduracion final y ovulacién. Sin embargo los resultados
nos muestran que las dosis fueron importantes; el tratamiento mas exitoso fue
el 1 (dos tiempos de aplicacién) con dosis de 3 y 5 mg/kg. La dosis de 8 mg/kg
al ser muy alta, causaria un efecto de retroalimentacién negativa en el sistema,

haciendo secretar hormonas inhibidoras de gonatropinas {Peter 1983).
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2.1.2 Indice gonadosomdtico (IG)

Para el tratamientol los valores promedio del indice gonadosomatico siempre se
presentaron muy por debajo de los del blanco (12.3%). Para las dosis de 3, 5 y

8 mg/kg fueron 6.9, 7.1 y 9.15 respectivamente (Fig 19)

indices gonadosométicos para EPC
15
10 B3mgkg
% H5mglkg
5 O8mgkg
Bblanco

Tratamiento 1 Tratarmiento 2

Figura 19 Indices gonadosomaticos para los tratamientos con EPC

En el tratamiento 2 los valores promedio de estos indices se presentaron debajo
del valor del blanco (9.9%), aunque no con la diferencia tan marcada del
tratamiento 1. Los valores en su orden ascendente fueron 6.2, 8.5y 9.1 % para

las dosis de 8, 5 y 3 mg/kg respectivamente.

Segan Rodriguez (1992) los valores mas altos de los IG se presentan justo antes

del desove y decaen notablemente inmediatamente después del desove. En el
tratamiento 1 los valores de IG méas bajos corresponden a los valores mas altos

en el nimero de huevos desovadas, presentandose una relacion inversa entre
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estos dos valores (Fig 18 y 19). I

[
il
. I::|;j

Este indicador nos afirma de nuevo, que en el tratamiento 1 las dosis mas L
efectivas fueron las de 3 y 5 mg/kg. Mientras que en el tratamiento 2 la mas “:l
i

efectiva fue la de 8mg/kg. Wi';j

‘ I

Ui

e!;f

2.1.3 Indice Hepatosomdtico (IH) |ﬂ"
En el tratamiento 1 se encontré una diferencia marcada de los indices "“E
|

|

hepatosomaticos de las dosis (2, 1.9 y 1.6% de las dosis de 3, 5y 8 mg/kg ) con ]|I
los del blanco (3.2%) (Fig 20). T‘
i

|

}

INDICE HEPATOSOMATICO PARA EPC |
e

1
|
i

O blanco |‘

O 8mg/kg i

B 5mg/kg *"|

B 3mg/kg

%

Figura 20 Indice hepatosomatico para los tratamientos con EPC
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Esto simplemente nos muestra que la actividad del higado como 6rgano de
sintesis de vitelogenina (Sundaraj, 1981 y Barnabe, 1996) fue interrumpido.
Inmediatamente después del desove (natural o por extrusion), como lo afirma

Rodriguez (1992)

En el tratamiento’2 no se encontraron diferencias entre los valores de IH.

2.1.4 Posicion del niicleo en los oocitos.

El efecto de las hormonas se puede observar claramente en el estadio de los

oocitos antes y después de la induccion.

Tratamiento 1.

Como se observa en la figura 21 los oocitos antes de la induccién se
preséntaron con el mayor porcentaje con nucleo migrando (promedio 75%).
Después de la induccién todos los oocitos se encontraron en GVBD (100%). Los
analisis estadisticos nos muestran que no existen diferencias significativas
entre estos valores (tabla 26). Esto demuestra la efectividad del EPC en el
tratamiento 1, para inducir a la maduracion final {migracién y GVDB) dé los

oocitos, sin importar la dosis.
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Posici6n de nticleo pre y post induccién con
EPC, tratamiento 1

1 3mg/Kg
m 5mg/Kg
01 8mg/Kg
BLANCO

Figura 21. Posicién de los niicleos pre (1) y post inducién (2) con EPC, Tratamiento 1. OC central, OM

migrando, ONP periferico GVBD vesicula germinal rota

Tabla 26. Andilisis estadistico EPC

INDICADOR Chequeo de T T
varianzas. Test de Calculado Tabla
cochram.
Valor P
% de oocitos en GVBD EPC T1 0.3339 2.24 3.36
% de oocitos en GVBD EPC T2 0.1485 2.51 3.2

Tratamiento 2.
Con este tratamiento se observa el mismo comportamiento que el anterior,

antes de la induccion presentaba la mayoria de los oocitos en posicion de
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nticleo migrando (63%); después de la induccién todos los oocitos (100%) se
encontraron en GVBD (Fig 22), sin encontrarse diferencias significativas entre

estos valores (Tabla 26). Estos resultados afirman la efectividad de la hormona

con el tratamiento 2 en todas las dosis

Posicién de los nucleos pre y post induccién
con EPC, tratamiento 2

100%
90%
80%
T0%
0%
20% [ 3mg/Kg
i i 5mg/Kg
b °/° [18mg/Kg
209: E1BLANCO
10%
0% +

Figura 22 Posicién de los niicleos pre (1) y post inducién con EPC. Tratamiento 2. OC central, OM
migrando, ONP periferico GVBD vesicula germinal rota

- 2.1.5 Cortes histolégicos

Todos los cortes histologicos muestran la caracteristica de los ovarios
asincronicos por grupos, caracteristicos de la especie. Se observan oocitos en

varios estadios de desarrollo, desde los previtelogeneticos (2) hasta los de
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estadio de prepuesta (GVBD) (1). Se va a evaluar solamente los oocitos

maduros, vitelogenéticos (1).

Tratamiento 1.

Figura 23. Gonada de hembra
inducida con 3mg/kg

Figura 24. Gonada de
hembra inducida con 5
mg/kg Fotos tomadas con
esteroscopio 1X

Al comparar los cortes histolégicos de las génadas
para las dosis de 3 y 5 mg/ kg.(Fig 23 y 24) con los
del blanco (Fig 26) se encuentra que mientras en el

blanco se observa gran cantidad de oocitos

maduros con nucleo presente (1); en los cortes de

dosis de 3 y 5 mg/kg solamente se encuentran

unos pocos oocitos maduros en GVBD(1}, debido a
que estos fueron expulsados en los desoves

naturales o por extrusién,

119




—

CENTRO DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS, Universidad Jorge Tades Lozano
Maduracion en cautiveric ¢ induccién al desove del tigiiio . pictus. (Mauricio Molano)

Figura 25 Gonada de hembra
inducida con 8mg/kg
(Esteroscopio 1x)

Figura 26 Gonada de hembra
patron (1x)

Por el contrario las génadas de las hembras
inducidas con 8mg/kg nos muestra Ia
presencia de un mayor porcentaje de oocitos
maduros (1), ya sea en estado de prepuesta,
con vesicula germinal rota o unos pocos
maduros con nucleo presente (Fig 25) con
respecto a los cortes de 3 y 5 mg/kg.
Ademas se nota la pli;esencia de oocitos
atrésicos (3). Esto corrobora lo encontrado
en los desoves naturales y por extrusion,

donde estos desoves fueron mayores con las

dosis de 3 y 5 mg/kg.

Por ultimo los cortes histolégicos de gonadas de hembras patrén nos muestran

oocitos maduros con nicleo central, y oocitos en los diferentes estados de

desarrollo (Fig 26)
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Las anteriores observaciones confirman el efecto positivo de la EPC sobre la
maduracion final (migracién del nucleo, GVDB) y ovulacién de los cocitos del
tigrito. La dosis de 3 ¥ 5 mg/kg lograron completar el ciclo de maduracién final
y ovulacion descrito por Harvey y Hoar (1980), mientras que la dosis de 8
mg/kg solo logra llevar a cabo la primera parte de este proceso (hasta el

rompimiento de la vesicula germinal, GVDB) y en una menor proporcion.

Tratamiento 2.
A continuacién se muestran los resultados de los cortes histologicos de las

hembras inducidas con EPC en el tratamiento 2. Todos los cortes presentaron

€l mismo comportamiento excepto el patrén.

Figura 27 Gonada de hembra Figura 28. Génada de hembra
inducida con 3 mg/Kg ( 1x inducida con Smg/Kg (1x)
esteroscopio)

En los cortes de las dosis de 3, 5y 8 mg/ Kg (Figuras 27, 28 y 30) observamos
el mismo patrén: gran proporcién de oocitos maduros en estado de GVBD (1), y
ninglin oocito maduro con niicleo presente. Por el contrario el corte histologico

de la hembra patrén (Fig 29) nos muestra oocitos en diferentes estadios de
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desarrollo, y se presenta gran proporcion de oocitos maduros con nucleo
presente (1). Esto demuestra la efectividad del EPC aplicada con la metodologia
del tratamiento 2 para inducir a la maduracién final (migracion del niucleo y
rompimiento de la membrana nuclear). Se denota también en los cortes de las
tres dosis gran cantidad de oocitos atrésicos (3), lo cual nos sugiere que este

tratamiento puede ser muy largo y/o estresante para los reproductores.

Figura 30 Goénada de hembra Figura 29 Génada de hembra patrén
“inducida con 8 mg/Kg.( 1x) (Ix)

2.2 PRIMOGONYL

2.2.1 Desoves naturales y por extrusion,

Esta hormona no fue efectiva para lograr desoves naturales ni por extrusiéon en

ninguna de las dosis en los dos tratamientos.

Segun Farmer y Papkoff (1977: En Harvey y Hoar, 1980) la efectividad de las

hormonas gonadotrépicas depende de la especificidad filogenética dada por la
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naturaleza proteica de las hormonas; en este caso particular parece no existir
gran especificidad entre las gonadotropinas del P. pictus y las gonadotropinas
presenten en el primogonyl, que son de origen humaﬁo. Segin este mismo
autor existe gran especificidad afin entre filos; la gonadotropina de tilapia
presenta identidad cromatografica con una variedad de hormonas luteinizantes
de mamiferos y no mamiferos; aunque se ha demostrado que esta especificidad
es parcial entre algunos teledsteos; como es el caso demostrado en la carpa
dorada, en donde el efecto de la gonadotropina de carpa es 36 veces superior
que la de Oncorhynchus sp al analizarla en términos de la adenilsiclasa

(Fontaine et. al, 1976).

2.2.2 Indices gonadosomdticos.

Los indices gonadosomaticos de hembras inducidas en el tratamiento 1
presentaron diferencias (11.6, 10.3 y 11.6 % para 3, 5 y 8 mg/kg) respecto al

blanco (8.7%) (Fig 31)

Segln Barnabé (1996) los incrementos en el peso de los ovarios son causados
por la acumulacién de vitelo en los oocitos, Prat (1991) asegura que esta
vitelogenesis es inducida por la hormona gonadotrépica GtH1, mientras que la
maduracion final y ovulacién son causados por la GtH2. Asi las diferentes dosis
utilizadas en el tratamiento 1 de primogonyl pudieron estimular la vitelogenesis

mas no la ovulacion.
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Indice Gonadosomatico para
primogonyl

Figura 31 Indices gonadosomaticos para primogonyl en los tratamientos

Los valores de IG en el tratamiento 2 no presentaron diferencias significativas.
Lo que indica, que los tiempos de aplicacién y la mayor manipulacién de este

tratamiento no fueron efectivos.

2.2.3 Indice hepatosomdtico (IH)

Los IH de las dosis del tratamiento 1 no presentaron diferencias sus valores
fueron 1.8% para 3y 8 U.l/g, 1.6% para 5 U.l/gy para el blanco1.6% (Fig 32).
En el tratamiento 2 que tampoco presenté diferencias, sus valores fueron de

1.5, 1.7y 1.8 % para las dosis de 3, 5 y 8 Ul/g (Fig 32).
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INDICE HEPATOSOMATICO PARA PRYMOGONYL.

T2

00% 05% 10% 15% 20% 25%

ool

Figura 32, Indice hepatosomitico encontrado en los tratamientos con primogonyl.
2.2.4 Posicién del nucleo en los oocitos.

Tratamiento 1.

Como se observa en la figura 33 los oocitos antes de la induccién se
presentaban con el mayor porcentaje (70%) con niicleos migrando y un menor
borcentaje en ntcleos centrales (30%); después del tratamiento se logro inducir
a la terminacion de la migracién nuclear y GVBD, pero este tltima en diferentes
proporciones, 30%, 49% y 14 % en 3, 5 y 8 Ul/g respectivamente. Esto

confirma claramente la efectividad del prymogonyl para inducir a Ia
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maduracion final (migracién nuclear y GVBD) de los oocitos, ya que el mayor
porcentaje de nticleos migrando ¥ parte del porcentaje de ntcleos centrales se
desplazaron, aumentando el porcentaje de GVBD (Fig 33), esto no se observa en
el patréon. Estadisticamente se comprobé lo anterior ya que se encontraron

diferencias significativas (Tabla 27) en los diferentes porcentajes de GVBD,

siendo la mas efectiva 5UI/ g (49%).

—
Posicién de los niicleos pre Y post induccién 7
con GCH, tratamiento 1

Figura 33 Posicion de los niicleos pre y post inducién con GCH Tratamiento 1. OC central, OM migrande,
ONP periferico GVBD vesicula germinal rota
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Tabla 27.Anélisis estadistico

INDICADOR Chequeo de T T
varianzas. Test de Calculade Tabla
cochram.
_ : Valor P
% de oocitos en GVBD 0.3673 2,57 2.15
Primogonyl T1
% de oocitos en GVBD 0.7601 13.9 2.11
Primogonyl T2 J

Tratamiento 2.

En la figura 34 observamos que con este tratamiento los oocitos llegaron en su
mayor porcentaje a estadios atrésicos en todas las dosis 3,5y 8 Ul /g (79%,
92% y 59% respectivamente), y en un menor porcentaje los oocitos se
encontraron en GVBD, (7%, 4% y 9%, para las dosis 3, 5y 8 Ul estos
resultados pueden ser ocasionados ya que la metodologia de inyeccién toma un
tiempo mas largo y mayor manejo, lo que generaria reacciones metabélicas que
conllevaria a la reabsorcién de los oocitos. Sin embargo la presencia de un
porcentaje en GVBD, aunque bajo, corrobora la efectividad de esta hormpna

para inducir a la maduracién final
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Posicion del niicleo pre y post inducion con
GCH, tratamiento 2

E3IUl
ESUI
o8 ul
BLANCO

ol

Figura 34 Posicion de los nicleos pre y post inducién con GCH Tratamiento 2, OC central, OM migrando,

ONP periferico GVBD vesicula germinal rota

2.2.5 Cortes histolégicos

Tratamiento 1.
Al analizar los cortes histolégicos del tratamiento 1 encontramos que para

todas las dosis los oocitos maduros se presentaron en el mayor porcentaje con

ntcleos periférico y en atresia, mientras que el blanco nos muestran oocitos.

maduros con nucleo central, y oocitos en los diferentes estados de desarrollo.
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Tratamiento 2.

En todos los cortes histologicos de las hembras inducidas con este tratamiento,
en todas las dosis, se encontraron los oocitos atrésicos (fig 35, 36 y 38), en
tanto que los del blanco presentaron oocitos con ntcleo central y migrando.
(Fig 37). Esto nos confirma que esta metodologia toma tiempos muy largos y/o

estresantes.

Figura 35 Génada de hembra Figura 36 Génada de hembra
inducida con 3Ul/g inducida con 5UI/g
(esteroscopio 1x) {Esteroscopio 1x)

Figura 38 Goénada de hembra . .
ill;gdnci da con 8UI/g Flgura 37. Gonada patrén. (4x)

{1X])(esteroscopio 1x)
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Prat (1991) asegura que las etapas de la maduracién final y ovulacién son
brocesos fisiologicos gobernados por hormonas diferentes; la vitelogenesis es
gobernada por la hormona gonadotrépica GtH1, mientras que la maduracién
final y ovulacién por la GtH2. Asi las diferentes dosis utilizadas en los
tratamientos 1 y 2 de primogonyl pudieron estimular solamente los procesos

fisiologicos de vitelogenesis y maduracién final mas no la ovulacién.

2.3 COMPORTAMIENTO REPRODUCTIVO

El comportamiento pre-induccién fue el caracteristico de la especie, se presenta
un nado constante en todo el acuario, sin se ningin tipo de agresion. Este
comportamiento se mantuvo hasta el momento de la dosis final para todos los

tratamientos.

Los comportamientos reproductivos que se explican a continuacién se

presentaron a partir de los 30 — 40 minutos después de la dosis final.
Agresividad y terriorialidad de las hembras:

Las hembras comenzaron a aislarse ¥ a definir un territorio dentro del acuario,

presentando un nado lento sobre el fondo. Después de unos minutos,
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demarcaron claramente sus tertitorios y no permitian la entrada de la otra
hembra; en este momento los machos no presentaron ningun cambio en sy
comportamiento, continuaban nadando lentamente sobre el fondo del acuario.
Un tiempo después comenzaron las agresiones entre las hembras, el ntmero de

contacto por minuto dependié de la distancia de los territorios elegidos.

Interaccion entre los sexos

Colombo et.al. (1980-1982). Liley y Stancey (1983), Pandey 1984}, Lambert
et.al (1986) afirman que la atraccién de sexo opuesto, cortejo sexual efectuado
por el macho, e interacciones entre machos inducidos solo hacia hembras
inducidas, es causado por las feromonas liberadas. Estas hormonas son muy
importantes en la sincronizaciéon fisica y fisiolégica de los sexos, logrando asi

éxito de la reproduccién.

Las feromonas comenzaron a ejercer su efecto minutos después del
comportamiento territorialista de las hembras, estas comenzaron a defender a
los machos que entraban en su territorio. El comportamiento de cortejo se
inicio con acosos intermitentes de los machos, después de los cuales los peces
presentaron nado sincronizado caracterizado por la ubicacion inferior del
macho por periodos de 5 a 10 segundos, repitiendo este comportamiento varias

VECES.
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Este comportamiento de agresividad de las hembras difiere notablemente del
reportado en otras especies de bagres. Alonso e Ibarra (1991) encontraron que
el comportamiento reproductivo del mapurito (Callophysus macropterus) esta

caracterizado por la agresividad de las machos defendiendo a su hembra.
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M

3. CONCLUSIONES

Las hormonas gonadotropicas presentes en el extracto de pituitaria de carpa
(EPC) desencadenan la maduracién final (migracién del nacleo, GVDB) ¥y
ovulacién de los oocitos, lo que implica que estas hormonas fueron aceptadas

por los receptores de los ovarios del tigrito, denotando alta afinidad.

Los tratamientos (tiempos de aplicacién) del EPC fueron definitivos para lograr
intervenir en la maduracién final y ovulacién de la especie. El tratamiento 1 (0
y 14hr) fue exitoso lograndose desoves naturales y por extrusién
significativamente mayores a los logrados con el tratamiento 2 (0, 14 y 16 hr).
Aunque con el segundo tratamiento se logro la maduracién final, los tiempos de
aplicacién no son tan efectivos para lograr la ovulacién y desove. Lo anterior
sugiere que para lograr la reproduccién de la especie es mas recomendable
utilizar el tratamiento 1, que presenta menos manejo y por consiguiente menos

estrés del animal.

La mejor metodologia para inducir a la maduracion final y desove es la de EPC
con dosis de 3 mg/kg en dos momentos de aplicacién (Oy 14 horas), ya que se

lograron la mayor cantidad de desoves naturales (S) con mayor cantidad de
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huevos (227) entre las 173 ¥ 205 Horas grado y los mejores desoves artificiales,

2 con mas de 1000 huevos cada uno)j a las 205 horas grado.

La gonadotropina coriénica humana (primogonyl), afecta el proceso de
maduracién oocitaria del tigrito, pero solamente hasta la maduracién final
(migracién del nucleo y GVDB), pero no logra inducir a la ovulacién. Esto
implica que esta hormona se puede utilizar en combinacién con otras

hormonas que la complemente induciendo a la ovulacién.

El primogonyl usado con el tratamiento 1 (0 y 14 hr) induce a la maduracién
final y a la GVDB, pero no a la ovulacién, mientras que los tiempos utilizados
en el tratamiento 2 (0, 8y 16 hr), parecen ser muy prolongados y/o estresantes

para los peces, llevando los oocitos a estados atrésicos.

El comportamiento reproductivo en cautiverio de la especie se caracteriza por
un territorialismo muy marcado de las hembras, seguido por una persec.ucién
por parte de los machos, realizando nado sincronizado al ubicarse debajo de la
hembra en intervalos de 5 a 10 segundos. Esto nos indica que se podrian
realizar desoves seminaturales en acuarios, facilitando las labores de .

reproduccion artificial.
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SUGERENCIAS

Hacer investigaciones que aporten mayor informacién sobre la biologia de la

especie, ya que este conocimiento es bastante limitado.

Realizar trabajos de investigacién enfocados a conocer cuales son las mejores
dietas, los tiempos, y las proporciones de sexo mas adecuadas para mejorar la
maduracion en cautiverio.

Combinar el primogonyl con otras hormonas para lograr inducir a la ovulacién.

Realizar trabajos enfocados a mejorar las técnicas de incubacién de los oocitos.
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Anexo 1 Temperaturas ( °C ) durante los dias del bioensayo.

T10|T1r|T20|T2r |T30|T3r|T40| T4r |T50| T5r |T60| T6r
DIA '

285 | 28 | 28 | 28 | 26 |265| 26 | 265 | 24 | 245 | 25 | 245

29 | 29 |285| 29 | 265 | 27 27 1305 | 25 25 26 25
20 | 20 | 29 | 29 | 26 | 27 | 26 30 |245| 25 | 255 25

*k sk xR e *k [ % £ L H¥ F*k ®E

%k *k ik *& ek wH *k *k *k *k dedr

29 [285| 20 | 29 | 265 27 | 265|305 | 25 | 25 | 26 | 25
29 | 20 [285]| 29 | 26 | 27 | 26 | 27 | 25 | 25 | 28 | 25
29 | 20 |285| 29 |265| 27 | 27 | 305 | 25 | 25 | 28 | 25
29 | 30 | 28 | 30 | 27 | 27 | 27 | 30 | 25 | 25 | 25 | 2B
10 | 28 | 29 | 28 | 28 | 26 | 265 26 | 26 | 25 | 245 | 25 | 24

11 *k FH ** R Fek ek *k sk *%k e *%k ik

OO I~D O\ -
¥

12 | 29 | 20 | 290 | 20 | 26 | 27 | 2B 30 (245 25 |255| 25
13| 29 | 22 | 29 29 |262| 27 | 268|305 | 25 25 1255 25
14 | 29 | 20 |285| 29 |265| 27 | 27 | 305 | 25 25 26 25
16 |285| 29 | 20 | 29 | 26 | 27 | 27 30 25 25 |255( 25
16 | 29 | 285 | 29 | 29 (265 | 27 |265]| 305 | 25 25 26 25

19 | 28 | 29 | 28 | 28 | 26 | 265 | 26 26 25 | 245 | 25 24
20 ) 29 | 29 | 20 | 20 | 26 | 27 | 265 27 25 | 245 | 25 24
21 | 29 | 29 | 28 | 29 | 26 | 27 |265| 27 25 | 245 1 25 25
22 | 29 | 20 |285| 29 | 26 | 27 | 26 27 25 25 26 25
23 | 29 | 29 | 29 | 29 |265| 27 | 265 | 27 25 25 26 25
24 | 2841284 282|284 | 26 | 267 | 26 | 267 | 25 | 245 | 254 | 245

26 (295295295295 | 27 | 275 | 27 | 275 | 275|255 | 28 | 255
27 | 29 | 29 | 29 | 29 | 26 | 27 | 27 27 25 25 26 25
28 |2851285| 29 | 285|265 27 | 265 | 27 25 25 1285 25
29 | 29 |285(285(285| 26 | 27 | 26 27 275 25 27 25
30 |285 (285 | 28 |{285| 26 | 27 | 26 | 27 (245 25 26 25
31|29 | 28 | 20 | 29 (263 27 [ 262 | 27 25 25 27 25

33| 29 |292) 29 | 202 | 27 | 27 |268| 27 |282[ 252 27 | 25
34 | 29 | 29 | 20 | 29 265 27 |265| 27 |[255| 25 [255| 25
35 | 30 | 295 30 30 | 27 (275 | 27 | 2715 | 26 26 26 | 255
36 | 29 | 29 | 29 |285| 26 | 265 | 26 27 | 245 25 25 25
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37 | 22 | 20 29 | 29 | 26 | 27 | 265 27 25 25 26 25

38 ek . &k Yok *k *k ks d Fk e _h £33 wE &

39 Sk ¥k ek *k &k Hede sk & *% *X R ok

40 | 30 | 30 | 30 28 | 28 | 28 | 28 | 27 | 26 | 27 | 26

30
41| 30 | 30 | 30 | 30 | 28 | 28 | 28 28 26 26 26 26
42 | 29 | 28 | 285 28 | 27 | 27 | 265|265 | 25 | 245 | 256 | 245

2951 29 | 30 | 29 | 27 | 27 | 27 27 | 255 | 255 | 26 | 255

29 | 29 |285] 28 | 26 | 27 26 27 25 25 25 25

g wx R % ** k% *%k

Fek ek Fek ke ek e e *k R *k Ihe ok

56| R|&
:
t
:
3
:

47 | 30 (205295295 27 | 28 |275| 275 | 26 | 255 | 26 26

48 | 30 | 30 | 30 30 |275}) 28 | 28 28 26 26 27 26

49 | 29 | 29 |285| 29 | 26 | 27 | 265 27 25 25 25 25

50 | 30 (205295295 27 275 27 27 | 2556|255 | 26 | 255

51 | 30 30 {295 30 | 275 | 28 |275| 275 | 255] 255 | 26 26

52 | 30 30 30 | 30 |275) 28 | 28 28 26 26 | 265 | 26

53 R ek ek e ¥ *k ek ek e ke e &xk

54 | 30 | 30 | 295 30 | 27 28 | 275 28 26 26 265 | 26

55 | 30 | 295 | 295|205 | 27 | 28 | 275 | 275 | 26 | 255 | 26 | 26

56 | 30 | 295 30 | 29 | 27 |275| 27 | 275 | 255|255 | 26 | 255

57 | 29 | 29 |285| 29 | 26 | 27 | 265 | 27 25 25 25 25

58 | 29 | 29 | 29 | 29 | 26 | 265|265 | 265 | 245| 25 | 25 | 25

59 dek *% ke *k *E *% ke ** *k Fede L] &%

61 *k Fok *% *¥k " *% ** A *k &k wek *%E E2

62 | 30 | 30 | 30 | 30 | 27 | 27 [ 275|275 | 26 26 | 265 | 255

63 | 30 |295|295|295| 27 | 28 |275| 275 | 26 | 265 | 26 26

64 | 29 | 29 | 29 | 29 |265| 27 | 27 27 25 25 25 25

65 | 30 30 30 30 27 27 27 27 | 255 | 255 | 26 | 2556

Media| 29.2 | 29.1 | 29.0 | 29.1 | 26.5 | 27.2 | 26,7 | 27.7 | 25.4 | 25.2 | 25.8 | 25.2

Desv| 06 | 05 | 06 | 06 | 06 |05 | 06| 14 | 08| 04 | 07 | 05
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Anexo 2 Valores de pH durante los dias de bioensayo

T1o|T1r|T20|T2r|T30| T3r |T40| T4r |TS50| T5r T6o | Tér
DIA '
4 (612|536 | 74 | 74 |585| 54 | 743|734 |593| 549 | 748 | 72
2 |643(636]715|735| 6 |574| 72 | 714 | 65 | 558 | 728 | 72
3 |632|618] 71 |732|626| 59 [714| 725 | 65| 58 | 7.2 | 7.27
4 & w5 i e wi e e s e pers P o
I T N s i T i T o - e
6 | 65|61 |754|736|61 |59 747 | 72 |614| 556 | 7.42 | 7.33
7 |504|5909| 73 (726|568 54|72 7 61| 55 | 719 | 7.1
8§ |632|618| 71 [732]626| 59 |714]|725 65| 58 | 7.2 | 7.27
9 |642| 6 |72 |74 |609]|56 |722] 74 [617| 65 | 731|729
10 | 61| 6 |72 |72 |567 |55 |72 71 |625|523| 72 | 7.2
11 ek Aok % " £ wed *H ek ok Hok o e
12 |624|649| 73 | 72 |628| 6 |728| 72 |653| 6.1 | 738 | 7.2
13 |643 (664 | 7.4 | 705|591 (606 |725| 71 |[647|579 | 7.2 | 704
414 1643|636 |715|735] 6 |574| 72 | 714 | 65 558|726 | 7.2
15 |615| 63 | 73 |735| 6 |57 | 71 |725| 65 |585| 72 | 732
16 | 567 | 627 | 7.35|7.05 533|561 | 741|705 |625| 507 | 746 | 7.16
17 | * S i el Bl el e - - * B &
18 Jek ek *k " *k Hrk *% Jedke dede ¥k L ek
19 | 65 | 61 | 754|736 | 61 | 59 |747 | 72 |614|556 | 742 | 7.33
20 | 61| 6 |72 |72 |567|55 72|71 /625|523 72 | 72
24 |584| 59 | 65 |725| 57 |53 |72 717 | 59 | 512|723 | 73
22 1594 |599| 73 |726| 58 |54 |72 | 7 |61 ] 55 |719 | 71
23 | 562|581 | 7.2 |7.29|5.05|502|703] 71 |693]| 503 | 713 | 7.4
24 | 587 585|715 |7.24 | 546|511 |7.18| 7.15 | 7.25| 524 | 7.16 | 7.42
I s B = " = * - -
26 | 585585699 |729(532| 563 [705| 728 |66 |512)|756 | 74
27 | 561|626 75 | 734|498 54 | 71 | 712 | 66 | 63 | 772 | 744
2862164173 |73|56|58|72| 71 6858 76]|73
20 [ 613|623 |722|726|593[596[718| 709 711|577 | 751 | 7.34
30 | 63 |606|738|792| 59 |57 |72 |71 |66 | 6 75 1 7.8
31 |599| 58 | 7.35|7.37 | 556|554 731|725 |6.92| 575 | 78 | 7.45
Z| =il = =4[ 1> - * - ™ -
33 | 587 | 577 | 7.34 | 7.35 | 531 [ 542|720 722 | 687 | 537 | 7.81 | 7.44
34 573(572| 73|72 574|585 71 7 |725] 61 | 78 | 71
35 | 573|564 674|675| 57 |543| 71 | 69 |672| 6 75 | 7.1
36 | 545 |553| 69 | 7 | 52 [581(695| 7.1 |6.56 | 6.04 | 7.28 | 7.28
37 | 55 | 577 |726| 7.3 | 545|597 | 71 7 |69%| 6 74 | 7.24




CENTRO DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

) O Ead = : - Universidad Jorge Tadeo Lozano
Maduracion en cautiverio ¢ induccion al desova del

tigrito P, pictus. (Mauricio Molano)
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-2 R I R

40 | 63| 6 |73 |72 | 6 |61 |716] 72 | 76 | 643 73

41 | 56 |597|723| 72 | 58 | 62 | 71 | .15 |645| 62 | 73

42 | 6 |589| 72 |71 |62 | 6 |73 | 74 |627| & | 74 ] 73

43 | 593596 | 7.2 | 715|614 | 618 | 712 | 7.08 | 7.06 | 634 | 747 | 7

594 | 56 | 708|696 (578609709703 |661| 64 | 714|717

56 (597 (72372 | 658 |62 | 71715 (645] 6.2 7.3 7

642 | 59 | 708725626654 | 7 725 1675|652 | 7.25 | 7.26

632|618 | 71 | 732|626| 59 |714 | 725 | 65 | 58 | 7.2 | 7.27

50 | 580|549 | 724 | 694 | 509 |6.47 |7.05| 714 | 65 | 64 | 7.32 | 7.17

51 | 573542 7 |716 (583628 7 725 1637|621 | 725 | 7.21

b2 /1615|623 |708| 72 |6.17 |647 |7.08 | 727 | 67 | 654 | 7.26 | 7.27

54 645 58 | 735|736 | 64 |655733| 72 | 66 | 65 7.4 7.1

B | 620 | 567|724 |724|622 665|713 | 713 {662 6.51 | 7.31 | 8.91

5G | 6351548 |7.21|722624 625715718 | 62 | 624 | 72 | 7.08

57 |[623| 56 | 71 |715|613 637 (692|692 |622| 63 | 7.14 | 6.98
b8 (602} 5 |721(694|608 626|894 | 69 603|618 | 7.15 | 6.8
59 &% dede Lo ok wk Lo L *k *k *k &k Ak
60 *k ke ke ek ik *& R *% *¥ & sk Yk
61 e ke i ek ok ke *E *E w*¥% ek i ke

62 | 597 | 556|723 | 72 | 62 |[661]7.03|705|605|644 | 7.2 A

63 |623| 56 | 71 |715]|613 637692692 |622] 63 | 714 | 6.98

64 | 552|553 |705|691|584 645|684 | 68 |584| 6.2 | 688 | 68

65 |572| 5 |712|711|605| 65 695|693 | 547 | 6.11 | 6.95 | 6.97

Media| 6,03 | 5.88 | 7.2 | 7.22 | 586 | 589 | 7.15 | 7.129 | 6.48 | 5,875 | 7.302 | 7.184

Desv| 03 | 03 | 02 |02 |03 |04 | 01| 01 04 | 04 02 0.2
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