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RESUMEN

La tilapia es uno de los principales peces de exportacion producidos en el pais.
Debido al ciclo asincronico propio de la especie y a la nutricion no adecuada para
reproductores, existe dificultad para obtener grandes grupos homogéneos de alevines.
En esta investigacion se evalud las dietas con vitaminas antioxidantes y la induccion
hormonal con pituitaria homologa de tilapia y estradiol exdgeno en la produccion de
embriones y su evaluacion mediante incubacion artificial. EI proyecto se desarrolld
en el Centro Piscicola Nanegal perteneciente al GAD de la Provincia de Pichincha.
Se seleccionaron 54 hembras y 18 machos de la piscina de reproduccion con pesos
aproximados de 230 g y 400 g respectivamente. Se distribuyeron los peces a una
razén sexual de 3:1 en jaulas de 1 m® Se realizé la induccién hormonal por
inyeccidn intraperitoneal a hembras y se adiciono al alimento vitaminas C y E para
evaluar el efecto en los parametros reproductivos y calidad de los alevines. Cada 5
dias se extrajo y analizé los embriones producidos. Se encontrd una relacién positiva
de los inductores hormonales para el parametro de fecundidad absoluta y fecundidad
relativa, para pituitaria con 1 193 ovas/pez y 4,84 ovas/g hembra, para estradiol un
valor medio de 912,85 ovas/pez y 4,09 ovas/g hembra. En comparacion con el
control 626 ovas/pez y 2,08 ovas/g hembra. El porcentaje de eclosion y alevines en
nado libre se ve afectado por los inductores hormonales, sin embargo, para los

tratamientos con inclusion de dietas vitaminizadas estos valores aumentaron.

PALABRAS CLAVE

e ACUACULTURA

¢ OREOCHROMIS

e PITUITARIADE TILAPIA
e ESTRADIOL EXOGENO

e INCUBACION ARTIFICIAL
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ABSTRACT

Tilapia is one of the main export fisheries products in the country. Due to the
asynchronous cycle of the species and to nutrition not suitable for broodstocks, it is
difficult to obtain large homogeneous groups of young fish. In this research we
evaluated the diets with antioxidant vitamins and the hormonal induction with
homologous pituitary of tilapia and exogenous estradiol in the production of embryos
and their evaluation by means of artificial incubation. The project was developed in
the Nanegal Fishery Center that belongs to the local autonomous government of the
Province of Pichincha. In total 54 females and 18 males were selected from the
breeding pool with weights of approximately 230 g and 400 g respectively. Fish were
distributed in a 3:1 sex ratio in cages of 1m3. Hormonal induction was performed by
intra-peritoneal injection to females, and vitamins C and E were added to the food to
evaluate the effect on reproductive parameters and the quality of the young fish.
Every 5 days the embryos were extracted and analyzed. A positive relation of
hormonal inducers was found for absolute fertility and relative fecundity, with
pituitary 1 193 eggs/fish and 4,84 eggs/g female, with estradiol an average of 912,85
eggs/fish and 4,09 eggs/g female. Compared to control 626 eggs/fish and 2,08 female
eggs/g. The percentage of hatching and young fish in free swimming is affected by
the hormonal inducers, however, for treatments with vitaminized diets these values

increased.

KEYWORDS

e AQUACULTURE

¢ OREOCHROMIS

e PITUITARY OF TILAPIA

e EXOGENOUS ESTRADIOL
e ARTIFICIAL INCUBATION
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En el Ecuador, se introdujeron varias especies del género Oreochromis con la
intencion de producirlos en las zonas tropicales y subtropicales. En 1965 desde
Colombia ingresa la especie Oreochromis mossambicus, desde Brasil en 1974 se
introdujo la especie Oreochromis niloticus y posteriormente en los afios 80 llega al

pais la tilapia hibrida roja (Marcillo, 2008).

La produccion alcanzada en 2011 fue de 48 mil toneladas y en los afios
siguientes la produccion fue disminuyendo por el ingreso de competidores asiaticos
que ofrecen su producto a menor precio, en 2015 segun los datos estadistico de la
FAO la produccion de Ecuador fue de 17 mil toneladas (Figura 1), siendo la mayor
parte exportada a Estados Unidos (FAO, 2017).
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Figura 1 Produccion de tilapia en Ecuador
Fuente: (FAO, 2017)

Desde el 2013, el consumo local de tilapia se ha incrementado en 15 %
debido a las cualidades apreciables de la carne, pocas espinas y precio accesible
(PROECUADOR, 2014). Esto incentiva a los productores locales a una produccion

mas tecnificada y asi ofrecer a los consumidores carne de tilapia de buena calidad.
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Las tilapias pertenecen al género Oreochromis, son ciclidos con ovulacién
asincronica, los ovarios contienen ovocitos en diferentes etapas de desarrollo lo que
permite a estas especies desovar varias veces al afio. Dependiendo de factores
ambientales y condiciones adecuadas de cultivo el proceso de vitelogenesis dura de
14 a 30 dias (El-Sayed, 2006).

En Tilapia zillii después del desove, los ovocitos residuales que no son
expulsados ocupan el 20 % del ovario, los cuales rapidamente se vuelven atrésicos y
no son expulsados debido a efectos mecénicos desconocidos, lo que también fue
reportado para Oreochromis niloticus (Coward & Bromage, 1998).

Otra caracteristica de este género de tilapias es la incubacién bucal que
realizan las hembras, el porcentaje de postura en condiciones favorables es de 30 a
35 % para 200 a 600 g de peso y pueden producir de 1 a 7,5 ovas/g de hembra, a una
produccién mensual de 858 larvas/kg de hembra (Cdrdova, 2003). La tasa de postura
varia en relacion a la carga animal, para una carga de 10 peces por m? el porcentaje
se sitla entre 25 y 29 %, mientras que para una carga de 5 a 6 peces el porcentaje
aumenta entre 35 y 49 % (Bevis, 1994).

El uso de inductores hormonales convencionales para el control de la
reproduccion, produjo resultados desalentadores obteniendo bajas tasas de
fecundidad y de eclosién (Rana, 1988). El uso de pituitaria de carpa (CP) y la
gonadotropina coriénica humana (hCG) no fueron efectivos para la induccién
hormonal en tilapias (Srisakultiew & Wee, 1988). En otro estudio, se inyectd una
dosis de hormona luteinizante (LH) y hCG para sincronizar las puestas y aumentar el
nimero de ovas, sin embargo los resultados fueron negativos con mortalidades

cercanas al 91 %, reabsorcion intraovarica y ovas atrésicas (Shelton, 1999).

En estudios mas recientes, se demostrd que la actividad bioldgica in vitro de
la pituitaria de tilapia (PT) sobre cultivos de células foliculares de trucha vy tilapia
tuvo una diferencia significativa sobre las concentraciones de testosterona y estradiol
que las estimuladas por la pituitaria de carpa (CP) (Ortiz, Mufioz, Valladares, &
Kundapur, 2015). Por lo tanto, al suministrar estradiol exdgeno (E2) y pituitaria
homologa de tilapia (PT) puede al menos duplicar la capacidad del tratamiento
control, que genera mayor numero de ovocitos maduros, este estudio presenta

respuestas positivas a la manipulacion hormonal de las tilapias (Ortiz, 2014).
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Hay evidencia de que la falta de vitamina E en los peces provoca una
inhibicion de la maduracion de las gonadas, reduce la tasa de eclosion y por lo tanto
de la supervivencia. La vitamina C junto con la vitamina E, que son antioxidantes,
protegen al esperma durante la espermatogénesis, reduciendo el riesgo de
peroxidacion de lipidos y mejorando la sintesis de coldgeno durante el desarrollo del
embrion. Por lo tanto, la dieta de los reproductores esta directamente relacionada con

la calidad y supervivencia de los embriones (Sanz, 2009).

En esta investigacion se propone como una alternativa innovadora en la
reproduccion de tilapias el uso de la biotecnologia, se aplica hormonas procesadas de
pituitaria de tilapia y estradiol exdgeno como inductores de la ovulacion. Ademas se
incluye en la dieta de los reproductores vitamina C y vitamina E para que en
conjunto estos dos métodos logren obtener un mejor desempefio reproductivo en el
porcentaje de postura, indice de fecundidad y numero de ovas viables para asi
mejorar la supervivencia larval desde la incubacién artificial hasta la etapa de nado

libre.

1.2 Justificacion

La tilapia presenta una maduracion ovérica asincronica, es una especie de
facil reproduccion pero produce un namero variable de ovas en periodos cortos, tiene
un porcentaje de postura menor al 30 % y la mortalidad de las larvas esta dada por el
canibalismo de alevines mas grandes cuando no son recolectados a tiempo (Prieto &
Olivera, 2002).

Debido a los diferentes factores como ciclos asincronicos, incubacion bucal,
edad y peso de las reproductoras, alimento balanceado inadecuado para reproduccion
y condiciones ambientales, ocasionan que los centros piscicolas encargados de la
produccién de alevines de tilapia presenten dificultades para obtener lotes
homogéneos Yy ofrecer alevines de calidad a los productores de mediana escala en la

region subtropical occidental del Ecuador.

Existe escasa literatura referente al uso efectivo de inductores hormonales en
reproduccion de tilapia; varios investigadores utilizaron hormonas comerciales como
la gonadotropina coriénica humana (hCG), hormona luteinizante (LH) y pituitaria de

carpa (CP) para regulacion endocrina en el control de la reproduccion en peces
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asincronicos, los cuales no fueron bien aceptados por las tilapias produciendo un
limitado ndmero de desoves, baja tasa de fecundidad, altas mortalidades de
reproductoras, reabsorcion intraovarica y ovas atrésicas que no pueden fecundarse
(Rana, 1988; Srisakultiew & Wee, 1988; Shelton, 1999).

Como consecuencia de las condiciones expuestas anteriormente, los
productores se han visto forzados a buscar alternativas que mejoren la produccion de
alevines de tilapia, entre estas opciones estd el uso de un mayor nimero de
reproductores, remocion de las ovas de la boca de la hembra y la incubacion
artificial. Con estas medidas se puede controlar la mortalidad y canibalismo de los
alevines, se aumenta la homogeneidad de los lotes de alevines y disminuye los
intervalos entre desoves. Sin embargo, el porcentaje de postura de las hembras
reproductoras continda bajo (Ridha & Cruz, 2000; El-Sayed, 2003; Tsadik & Bart,
2007).

Mediante la induccién hormonal con extracto de pituitaria de tilapia y
estradiol puro, conjuntamente con la inclusion de vitaminas C y E en la alimentacion
de los reproductores, este proyecto pretende evaluar el efecto en los parametros

productivos y la calidad de los alevines producidos por incubacion artificial.

El incentivo a los pequefios productores hacia una produccion mas
tecnificada, con mejores indices productivos, alevines de alta calidad y fomento al
consumo interno de tilapia, es una alternativa para lograr satisfacer la demanda de
proteina de alta calidad dentro del pais, cumpliendo los objetivos de la seguridad

alimentaria.
1.3 Planteamiento del problema

Los centros piscicolas encargados de la reproduccion y mejora genética de la
especie requieren de herramientas para el control de la reproduccion en el proceso de
sincronizacion de la puesta, deben presentar alta fertilidad y fecundidad para
producir una gran cantidad de semilla de tilapia a costos razonables para los

productores.

El Centro Piscicola Nanegal en el afio 2012 tuvo una produccion de alevines

monosexo de 189 mil unidades (Balarezo, 2013).
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Diferentes factores como la temperatura, salinidad, luminosidad y nutricién

afectan la fecundidad y el comportamiento reproductivo de la tilapia.

El sistema convencional de reproduccion que se maneja en el Centro
Piscicola Nanegal no produce la cantidad deseada de alevines de tilapia que se
requieren para satisfacer la demanda de la zona. Los porcentajes de mortalidad en
alevines son cercanos a 45 % por la manipulacién en el proceso de recoleccion y
conversion sexual para lotes monosexo machos. Las condiciones ambientales y el
manejo de los reproductores genera un porcentaje de postura del 9 % que dificulta

cumplir los objetivos productivos del Centro (Anasi M., Com Pers., 2016)".

Al momento de capturar las larvas de las piscinas de reproduccion se observa
una alta variabilidad de tamafios y edades. El sistema de reproduccion continuo no
permite un periodo de descanso para recuperacion de los reproductores. El proceso
de la incubacién bucal provoca un retraso en la siguiente puesta y un desgaste de la
hembra.

El alimento balanceado utilizado para la reproduccion no siempre es el
adecuado, comunmente se utiliza el mismo alimento para crecimiento, por esto la
inclusion de vitaminas en el desarrollo de los reproductores favorece la calidad de la
puesta y la fertilidad en varias especies de peces (Sanz, 2009; Scabini, 2010).

La produccién de ovas por hembra en relacion a su tamafio requiere
transportar muchos nutrientes y vitaminas de la sangre hacia la yema de la ova para
el desarrollo adecuado del futuro embrion, lo que se traduce en un alto gasto
energeético y nutricional para las reproductoras (Carrillo, 2009).

1.3.1 El problema

Los centros piscicolas presentan baja productividad de alevines de tilapia roja
por hembra, tasas de postura menor al 30 %, alta variabilidad en tamafio y edad de
alevines que produce lotes no homogéneos. La dieta para los reproductores no

contiene el balance adecuado de nutrientes.

! Comunicacion personal del Ing. Miguel Anasi, Administrador del Centro Piscicola Nanegal.
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1.3.2 Las causas

La tilapia presenta una maduracidn ovarica asincronica propia de su especie,
se reproduce en periodos continuos. Los reproductores para poder cumplir esta
etapa necesitan movilizar nutrientes para la formacion del embrién, el
almacenamiento de estos nutrientes garantiza un adecuado desarrollo del futuro
alevin con altos indices de supervivencia y crecimiento. La alimentacion requerida

debe ser especifica para reproductores.

1.3.3 Los efectos

Los ciclos continuos de reproduccién fomentan lotes no homogéneos,
producen desgaste fisico de los reproductores y desperdicio de alevines por no
cumplir con el tamafio adecuado para someterse al proceso conversion sexual. La
alimentacion no adecuada de los reproductores producen gametos que no acumularon
suficientes nutrientes en su formacién, produciendo baja fecundidad y larvas con

limitado desarrollo.

1.4 Objetivos
1.41 General

Evaluar la viabilidad de alevines de tilapia hibrida producidas bajo la accion
de inductores hormonales y dietas balanceadas con inclusion de vitaminas

antioxidantes durante el periodo reproductivo.

1.4.2 Especificos

e Evaluar durante el periodo de reproduccion el porcentaje de hembras en
postura, fecundidad absoluta, fecundidad relativa y desoves por tiempo, como
parametros productivos en tilapia hibrida sometidas a inductores hormonales
y dietas con inclusion de vitaminas C y E.

e Evaluar la calidad de los alevines, producto de la experimentacién de los
reproductores mediante inductores hormonales y dietas vitaminizadas,
tomando en consideracion el porcentaje de eclosion, numero de alevines nado

libre y supervivencia.
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1.5 Hipotesis

H1: La induccion hormonal intraperitoneal y las vitaminas C y E en la alimentacion
de reproductores de tilapia roja mejora al menos uno de los indicadores de

productividad y calidad de los alevines viables.

HO: La induccion hormonal intraperitoneal y las vitaminas C y E en la alimentacion
de reproductores de tilapia roja no mejora ninguno de los indicadores de

productividad y calidad de los alevines viables
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CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades

La tilapia presenta cualidades deseables para mercados locales e
internacionales, las caracteristicas organolépticas de una carne blanca con buen sabor
y pocas espinas hacen de la tilapia un producto apreciado por los consumidores (de
Lapeyre, 2007). En la produccion piscicola, la tilapia se adapta bien a diversos
ambientes, tiene rapido crecimiento, soporta densidades altas, su alimentacién es
omnivora, resistente a la manipulacion y a las enfermedades lo que permite una

produccién a bajo costo (Tenorio-Colin, 2003).

El cultivo de la tilapia se desarroll6 hace mas de 4 mil afios en Egipto, en los
jeroglificos se muestra peces en estanques ornamentales. La tilapia se distribuy6
ampliamente por todo el mundo, se introdujo a Tailandia en 1965, Filipinas y Brasil
en 1971, en Ecuador y Estados Unidos en 1974. En 1978 se introdujo a China que es
actualmente el principal productor mundial (FAO, 2014).

En los afios 70, la implementacién y desarrollo de la reversion sexual
mediante hormonas, permitid el cultivo de poblaciones monosexo con las cuales se
obtuvieron tilapias macho con talla comercial en un menor tiempo y permitié

controlar la sobrepoblacidn en las piscinas de engorde (FAO, 2014).

2.2 Produccion global de tilapia

La produccion global de tilapia es aproximadamente de 4,5 millones de
toneladas generando ingresos por 7 mil millones de dolares. China es el mayor
productor de tilapia del Nilo, en 2003 la produccién anual fue de 806 mil toneladas y
Egipto reportd una produccion aproximada de 200 mil toneladas. Otros paises como
Filipinas con 111 mil toneladas, Tailandia con 97 mil toneladas e Indonesia con 72
mil toneladas (FAO, 2014). En la figura 2 se muestra la produccion de diferentes

paises.
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Figura 2 Produccién mundial de tilapia 2012
Fuente: (Fitzsimmons, 2013)

En las perspectivas presentadas por la FAO para el 2025 la produccion de
especies de agua dulce, como la carpa, el pez gato y la tilapia, representaran

aproximadamente el 60 % de la produccién acuicola total (FAO, 2016).

2.3 Cultivo de tilapia

La tilapia roja o tilapia hibrida pertenece a la familia Cichlidae, género
Oreochromis, que se desarroll6 a lo largo de los afios por mutaciones naturales y
cruzas selectivas de al menos 4 diferentes especies del mismo género. El origen de
este hibrido empez6 por una mutacion de albinismo en cultivos de peces artesanales
de Oreochromis mossambicus que normalmente son de color negro (El-Sayed,
2006).

Luego los mejoradores realizaron cruces artificiales entre los mutantes
albinos de un color rojizo-anaranjado con individuos de la especie Oreochromis
niloticus, de coloracion verde metéalico a ligeramente gris donde obtuvieron
proporciones de alevines de coloracion rojiza-anaranjada y luego de 9 afios de cruza

selectiva se fijo la coloracion roja. A partir de este hibrido inicial los programas de
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mejoramiento lo han cruzado con mas especies de este género para adicionar

caracteristicas productivas y generar nuevas lineas del hibrido (Castillo, 2006).

La principal caracteristica de la tilapia roja hibrida es la coloracion rojiza
blanquecina de la carne que es atractiva para el mercado, presenta un aumento en la
masa muscular con una relacién cabeza, cuerpo y cola de 1:4:1. A nivel industrial es
una especie oOptima para la produccion por su rapido crecimiento, resistencia a
enfermedades, y adaptabilidad a diferentes ambientes con salinidad de 0 a 40 ppm y
temperaturas de 12 °C hasta los 42 °C. Son animales ddciles y féaciles de capturar
(Castillo, 2006).

2.3.1 Parametros ambientales

La tilapia puede adaptarse a temperaturas que fluctian entre 8 y 40 °C, sin
embargo la temperatura Optima de 28 °C permite incrementar la fecundidad y
supervivencia de los embriones. A temperaturas menores de 20 °C y mayores a 35
°C la reproduccidn se detiene (El-Sayed, 2006).

La concentracidn optima de oxigeno disuelto en el agua debe ser mayor a 5
mg/l, las tilapias pueden soportar concentraciones menores pero esto reduce el
consumo de alimento y afecta al crecimiento del pez (Saavedra, 2006).

Los valores 6ptimos de pH estan entre 7 y 8. No toleran valores acidos

menores de 5, pero si ambientes alcalinos.

La turbidez del agua se relaciona con material orgadnico o mineral en
suspension que limita la penetracion de la luz. El rango éptimo de turbidez esta entre
25 y 30 cm. Laturbidez también se mide en NTU: Unidades Nefelométricas
de Turbidez. Esto mide la intensidad de la luz dispersada a 90 grados cuando un rayo
de luz pasa a través de una muestra de agua. Una transparencia aproximada de 25 a
35 cm es equivalente a 25 NTU. Una transparencia de 60 cm es equivalente a una
turbidez de 10 NTU que mostraria un agua muy clara. Una transparencia de 5 cm es
equivalente a una turbidez de 200 a 300 NTU (University of Wisconsin-Green Bay,
2017).

La percepcion de estimulos ambientales como temperatura, fotoperiodos, pH
y fluctuaciones de caudal actua en el sistema nervioso y endocrino que afecta la

reproduccion, los fotoperiodos de 12 horas luz y 12 horas de obscuridad tienen
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efectos en la fecundidad, frecuencia de desoves y calidad de larvas. Con esta
luminosidad el desove ocurre en la tarde con el 84 % de probabilidad (Ridha & Cruz,
2000).

Con temperaturas entre 24 y 28 °C en incubadoras de flujo ascendente la
supervivencia de las ovas varia entre el 50 y 100% (Prieto & Olivera, 2002). La
temperatura para la reproduccion puede variar entre 21 y 33 °C, pasado los 28 °C el
numero de ovas aumenta, contrario a esto, por debajo de los 20 °C se produce estrés
que limita la reproduccion y restringiendo la alimentacion por debajo de los 17 °C
(Popma & Lovshin, 1996).

2.3.2 Diferenciacion sexual

Dentro de la anatomia reproductiva se diferencian entre sexos por el nimero
de orificios en la parte inferior del vientre, el macho posee dos correspondientes al
anal y urogenital y la hembra posee tres: ano, poro genital y orifico urinario (Figura
3). El aparato reproductor en las hembras contiene dos ovarios de forma tubular

alargada de didmetro variable (Saavedra, 2006).

Macho Hembra

Figura 3 Caracteristicas de diferenciacion sexual en tilapia
Fuente: (Saavedra, 2006)

2.3.3 Reproduccion

Para los reproductores se considera adecuada una madurez entre 16 y 42
semanas Yy con pesos de 150 y 350 g aproximadamente. Se utiliza la razon sexual
hembras: machos de 2:1 o 3:1 para las piscinas de reproduccién (El-Sayed, 2006).
Las hembras elijen al macho por su condicion fisica y tamafo de nido, los machos
seleccionados para la reproduccion deben tener edades y pesos similares a los

machos de remplazo para disminuir la jerarquizacion y mortalidades.
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Los peces en continua reproduccién presentan disminucion del 20 al 90 % de
su actividad y capacidad espermatica (Rana, 1988).

Para la reproduccion, el macho realiza un nido en el fondo de la piscina
excavando con la boca un area circular de 20 a 30 cm de diametro y 5 a 8 cm de
profundidad. Presenta un comportamiento territorial donde protege el nido de otros
machos y lo mantienen limpio para atraer a la hembra (WorldFish Center, 2004). La
hembra desova en el nido y el macho fertiliza las ovas que luego son recogidas por la
madre para la incubacion bucal. EI macho continGa cuidando el nido y atrayendo
otras hembras. Los huevos son incubados de 3 a 5 dias dentro de la boca de la
hembra, en este periodo de incubacion y cuidado de las larvas la hembra no se
alimenta. Las larvas jovenes permanecen con su madre por un periodo adicional de 5

a 7 dias, escondiéndose en la boca cuando sienten peligro (Carrillo, 2009).

En el proceso de incubacién bucal en la hembra, los pliegues del epitelio
bucal aumentan y la glandula faringea secreta substancias con efectos antibioticos
que mejoran la supervivencia de los embriones (Carrillo, 2009). La remocion de los
huevos de la boca acelera la vitelogénesis y disminuye los intervalos entre desoves
en un 37, 5 % cuando se hace una remocion de ovocitos cada 4 dias. En promedio la

vitelogénesis tiene una duracion de 14 a 30 dias (El-Sayed, 2006).

Ridha & Cruz (2000) indican que la maduracién asincrénica y alta frecuencia
de desoves parciales provoca que los ovocitos se encuentren en diferentes estadios de
desarrollo. Prieto & Olivera(2002) revisaron los reproductores cada 5 a 7 dias para la
recoleccion de ovas de las hembras en postura. Little (1989), citado por (Bhujel,
2000) afirma que existe una relacién inversa entre el intervalo de recoleccién de
ovas dentro de 5 a 15 dias y la produccion de ovas del grupo de reproductores por la

disminucién de dias al desove.

La fecundidad absoluta es de 2 000 ovas/pez y fecundidad relativa de 3 a 8
ovas/g de hembra, pero estos indicadores varian drasticamente por edad, especie y
ambiente. Las especies de Oreochromis mossambicus y de Oreochromis niloticus
producen entre 100 a 2 500 unidades (Tabla 1) (Ortiz, 2014).

El didmetro varia de 2,4 a 2,5 mm en Oreochromis niloticus, ésta medida es

directamente proporcional al tamafio de la hembra (Ortiz, 2014).
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(Ridha & Cruz, 2000) afirman que la fecundidad absoluta para tilapia es de
678 ovas/pez en promedio y una fecundidad relativa entre 1,21 y 1,92 ovas/g

hembra, (El-Sayed & Kawanna, 2007) indican valores similares con 3,09 ovas/g

hembra.
Tabla 1
Parametros reproductivos en tilapia
Especie Peso Fecundidad Diametro Peso
hembras total ovocitos ovocitos
() Ovocitos 2 (mm) (ng
O. mossambicus(™) 25-1200 100 - 2500 1.8-25 23-064
O. aureus 70 - 850 250 - 2200 20-25 25-69
Tilapia de la Florida 90 - 420 380 - 1400 21-26 2.1-65
T. macrocephala 80 -350 200 - 600 25-30 6.0-7.5
T. mariae 70 - 280 1200 - 5000 1.0-14 1.1
T. zilli (*%) 29-419 5000 1.0-1.8 1-3
O. niloticus(***) 117 -177 678 2.5 23-4
O.niloticus(**%*) 296.82 523 .

*Privisencev, 1991: ** Coward &Bromage. 2000: *** Ridha &Cruz, 2000 ****

Fessehaye ef al., 2006
Fuente: (Ortiz, 2014)

Cabe recalcar que diferentes factores como edad, peso, oxigeno, pH,
temperatura, densidad en las piscinas de reproduccién, tamarfio de los reproductores,
relacion machos y hembras, alimentacion y condiciones ambientales del cultivo
tienen efecto sobre la esteroidogénesis, formacion de los ovocitos y eficiencia en los
periodos de desove (Ortiz, 2014). Los factores externos como el estrés,
manipulacion, aglomeracién o mala calidad del agua afectan los dias al desove

aumentando la variabilidad de este pardmetro (Popma & Lovshin, 1996).

Macintosh & Little (1995), citado por (Ortiz, 2014) afirma que después de un
periodo de puesta es adecuado realizar un recambio y descanso de los reproductores
para que recuperen la condicion corporal y el sistema reproductivo se regenere en un

periodo de 5 a 10 dias mejorando la produccion de alevines en un 16%.

2.3.4 Ciclo de produccion

El ciclo de produccién de la tilapia se describe en la figura 4, partiendo desde

el desove en la reproduccion, cria de alevines y engorde.
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Cria colectada con una red desde un lado del estanque o tanque Huevos colectados de la boca de la hembra

Seleccionar las crias < 14mm a través
de una malla de 3.2 mm

Charola para absorcion del saco vitelino
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Figura 4 Ciclo de cultivo de la tilapia
Fuente: (FAO, 2014)
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2.3.5 Desarrollo del embrion, larvay juvenil

(Fujimura & Okada, 2007), definieron etapas para el desarrollo de la tilapia
producidas en condiciones optimas a una temperatura de incubacion de 28 °C, donde
se pueden identificar las etapas de desarrollo y estimar los tiempos a la eclosion de

las ovas recolectadas.

En la tabla 2 y figura 5 se describe las 32 etapas de desarrollo de la tilapia.
Para el desarrollo embrionario definieron 18 etapas (etapas 1-18), que agrupan en
siete periodos: cigoto, division, blastula, gastrula, segmentacion, faringula y periodos
de eclosion. Para el desarrollo de larvas 7 etapas (etapas 19-25), que agruparon en
dos periodos, larvas temprana y tardia. Para el desarrollo juvenil hasta 30 dias post

fertilizacion (dpf), se definieron 7 etapas (etapas 26-32) en el periodo juvenil

temprano.
Tabla 2
Etapas de desarrollo de la tilapia del Nilo Oreochromis niloticus
Period Stage dpf hpf Characteristics
Embryo fygote 1 1 0-1.5 1-cell
Cleavage 1 1.5-2 2-cell
3 1 2 4-cell
4 1 3 8-cell
5 1 4 16-cell
Blastula 6 1 412 Early blastula
7 1 12-17 Middle blastula
8 1 17-22 Late blastula
Gastrula =} 2 22-26 Gastrula, epiboly = 30-50%
Segmentation 10 2 26-30 Neurula, epiboly = 50-90%
11 2-3 30-40 Yolk plug closure and somitogenesis
12 3 40-44 Optic cups and tail undercut
13 3 4448 Brain differentiation
Pharyngula 14 3-4 48-60 Heart beat
15 4 60-72 Onset of blood circulation
16 4.5 72-90 Head enlargement
Hatching 17 5-6 90-110 Jaw extension
18 6 110120 Gill formation
Larva Early larva 19 6-7 120132 Opercular movement
20 7 132144 CFRE 2;LL =65+0.2 mm
21 7-8 CFRES3;LL=6.9+0.2mm
22 8-9 CFRE4;LL=7.2+0.3mm
Late larva 23 9-10 CFRES5:TL=81+02mm
24 9-10 CFRE6; TL=8.6+0.2mm
25 11-13 CFRE7; TL=9.0+0.4 mm
Juvenile Early juvenile 26 1213 CFRE8: TL =99+04 mm
27 14-15 CFRE 9; TL = 10.4 £ 0.4 mm
28 16-20 CFRE10; TL=119+£0.4mm
29 19-22 CFRE11; TL=129+£0.5mm
30 21-24 CFRE12; TL =14.4+0.5mm
31 23-25 CFRE13; TL=156+0.6 mm
32 25-30 CFRE14; TL=17.3+£0.8mm

dpf, day(s) postfertilization; hpf, hour(s) postfertilization; LL, larval length; TL, total length; CFRE, caudal fin ray elements.

Fuente: (Fujimura & Okada, 2007)
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Figura5 Fotografias de las etapas de desarrollo de la tilapia del Nilo
Fuente: (Fujimura & Okada, 2007)
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2.3.6 Ciclo hormonal

La percepcion de estimulos ambientales como la duracion del dia
(fotoperiodo), la temperatura y la pluviosidad afectan al ciclo reproductivo. La
reproduccion se da por la interaccion de factores medio ambientales, y nutricionales
con los sistemas nervioso y endocrino. Esta informacion se transmite por las
conexiones nerviosas desde los receptores sensoriales hasta el cerebro (Rasines,
2013).

La glandula pineal que esta localiza en la linea media, entre el telencéfalo y
el techo Optico debajo de la ventana pineal, presenta estructuras sensoriales y
receptores especificos que junto con la retina y el sistema nervioso periférico
perciben los factores ambientales y sociales como el fotoperiodo, la temperatura, pH,
caudal, presencia de otros individuos, densidad de poblacion y proporcion de sexos
(de Lapeyre, 2007).

Esta informacion percibida se codifica en sefiales nerviosas y endocrinas a
través de la sintesis y secrecion de la melatonina, que afecta a la region pre-dptica del
hipotdlamo provocando la sintesis de la hormona liberadora de gonadotrofina
(GnRH), la cual tiene un efecto regulador en la secrecion de la gonadotrofinas
producidas en la pituitaria que son la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
hormona luteinizante (LH) (Figura 6). Por lo tanto, la sintesis y la secrecién de LH y
FSH se controla por un proceso en el que intervienen las gonadas, la pituitaria y el
hipotdlamo, estas hormonas actlan sobre los ovarios y testiculos para regular la
foliculogénesis, ovulacion, espermatogénesis y esteroidogénesis (Levavi-Sivan et al.,
2010).
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El eje reproductivo en peces
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Figura 6 Ciclo hormonal en peces y sistema sensorial
Fuente: (Carrillo, 2009)

2.4  Glandula pituitaria o hipofisis

La glandula pituitaria esta localizada en la parte ventral del cerebro, por
debajo del hipotadlamo unido por el infundibulo. En el crdneo posa sobre la silla
turca. Al realizar un corte transversal sobre los globos oculares se llega facilmente al
cerebro y la glandula pituitaria por lo general se encuentra en la base del craneo
debido a que el infundibulo se rompe con facilidad. La glandula se encuentra rodeada
de tejido adiposo y es de aspecto redondeado de color blanco aperlado con una
hendidura en la union con el cerebro (Carrillo, 2009).

Esta glandula produce y almacena gonadotrofinas, la concentracién de
hormonas varia dependiendo del ciclo reproductivo, después de la puesta se liberan
de su almacenaje y la concentracion en la glandula decrece por lo que se debe
analizar este parametro antes de escoger los individuos donantes de pituitaria
(Woynarovich & Horvath, 1981).

2.4.1 Induccion hormonal

La manipulacion hormonal en la reproduccion se utiliza para realizar

induccion y sincronizacion del desove. Existen diferentes receptores hormonales
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especificos para cada especie y no todos los inductores tienen el mismo efecto, los
mas utilizados son gonadotropina corionica humana (hCG), hormona liberadora de
gonadotrofina de salmén (sGnRH) vy pituitaria de carpa (CP). Estos no han tenido
buenos resultados en tilapia por la falta de acoplamiento de las subunidades a los

receptores, imposibilita la interaccion hormona — receptor (Ortiz, 2014).

En la seleccion de las hembras para la induccion hormonal se consideran
caracteristicas fisicas como la presencia de embriones en la boca, tamafio y
coloracion de la papila genital que favorecen la vitelogénesis (Srisakultiew & Wee,
1988).

Estas limitaciones han fomentado interés por el uso de otras técnicas. La
pituitaria (que produce FSH y LH) act(a sobre el ovario y sus células tecales con la
siguiente produccidn de testosterona, en las células de la granulosa es trasformada a
17 B-estradiol que va hacia el higado y se convierte en vitelogenina que regresa al
ovario para desarrollo de ovocitos (Figura 7). Debido a este ciclo, la manipulacién
hormonal con extracto de pituitaria homologa y estradiol puro fomentan la
ovulacion y por lo tanto la reproduccion de la tilapia.

‘ Pituitaria

Gonadotrofina (FSH)
L]
o’. .

Testosterona gm
val

17p estradlol

@U

Vitelogenina

S

Figura 7 Ciclo hormonal en peces
Fuente: (Carrillo, 2009)
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Las concentraciones de estradiol circulante y su efecto en la produccion de
vitelogenina es un indicador de calidad de los ovocitos producidos durante el periodo
reproductivo de los peces. La induccién hormonal para la reproduccién de tilapia
usando estradiol exdgeno (E2) y pituitaria homologa (PT) podria al menos duplicar
la capacidad reproductiva logrando una mejora en el nimero, volumen y simetria del
ovocito. Este estudio se evalu6 mediante la diseccion del ovario por lo que no se
tienen registros de viabilidad de alevines (Ortiz, 2014). El desove, fecundacion e
incubacion de las ovas y el paso de larvas hasta alevines en nado libre son el
indicador més confiable de la viabilidad y calidad de la reproduccion utilizando

tratamiento hormonal.

2.5 Suplementos vitaminicos

La reproduccién es un proceso que requiere de un alto gasto energético y
nutricional, la calidad y cantidad de alevines producidos estd relacionada
directamente con la dieta de los reproductores (Ng & Romano, 2013). Por esta razén

se debe tener en cuenta la alimentacion especifica para cada etapa.

Los requerimientos de vitaminas para algunas especies y su efecto sobre la
reproduccion y la calidad de la puesta han sido poco estudiados. Las vitaminas Cy E
actlan como potentes antioxidantes naturales, previenen la degeneracion de la grasa
celular, forman parte de la membrana celular y son fundamentales en la reproduccion
(Sanz, 2009).

La vitamina E es uno de los nutrientes mas importantes para la reproduccion,
la inclusion en la dieta mejora la calidad de los desoves en diferentes especies
reduciendo el porcentaje de ovas anormales e incrementando la fecundidad y
supervivencia larvaria. Las ovas tienen un alto contenido de vitamina E ya que ésta
es movilizada desde el tejido periférico de la hembra hasta el ovario donde es

absorbida por los ovocitos (Carrillo, 2009).

El acido ascorbico, vitamina C, participa en el proceso de esteroidogénesis y
vitelogénesis. La funcion antioxidante de la vitamina C, junto con la vitamina E, es
fundamental para la proteccion de las células del esperma durante la
espermatogénesis y en el momento de la fecundacion, reduciendo el riesgo de
degradacion de los lipidos que afecta la motilidad del esperma. Esta asociado con la

calidad de la ova, supervivencia embrionaria y sintesis de colageno durante el
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desarrollo del embridn. Asi, el incremento en los niveles dietéticos de vitamina C
hasta 1 200 mg/kg de alimento incrementa el porcentaje de eclosion y de larvas
normales en tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). La calidad de las puestas en
términos de fecundidad se ve afectada por la relacion entre ambas vitaminas
(Carrillo, 2009; Sanz, 2009).

La adicion de acido ascérbico (vitamina C) tiene efectos positivos sobre el
rendimiento reproductivo en diversas especies de peces, en O. mossambicus la
suplementacion de 1 250 mg/kg de vitamina C mejora la incubacién de las ovas y la
tasa de supervivencia de los alevines. En los ovarios, los niveles de vitamina E
aumentan antes del comienzo del periodo de desove y disminuyen después de la
puesta por lo que una deficiencia de tocoferol conlleva a una reduccion del
contenido de grasa y proteinas de los ovarios reduciendo la actividad reproductiva
(Bhujel, 2000).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1 Ubicacion del lugar de investigacion
3.1.1 Ubicacién politica

El Centro Piscicola Nanegal, se ubica en la provincia de Pichincha, canton
Quito, parrogquia Nanegal, barrio La Delicia, en la via Nanegalito —Nanegal, desvio a
Marianitas. El Proyecto pertenece al Gobierno Auténomo Descentralizado de la
Provincia de Pichincha (GADPP) con una extension de 1,5 ha.

3.1.2 Ubicacién geogréafica

El Centro Piscicola Nanegal se encuentra a una altitud de 1 199 msnm en las
coordenadas UTM 17N 759 883, 0014 722 (Figura 8).

Nanega

Figura8 Ubicacion del Centro Piscicola Nanegal
Fuente: (ArcGIS Online, 2014)
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3.1.3 Ubicacion ecoldgica

Zona de vida: bosque himedo Pre Montano (bhPM) (Holdridge, 2000).
Altitud: 1 150 - 1 250 msnm

Temperatura: 22 — 24 °C

Precipitacion: 2 058,2 mm/afio

Suelos: Franco arenoso, pH: 7,5

La zona estd compuesta por suelos alofanicos de origen volcéanico
sedimentarios poco materializados, con gran capacidad de retencion de agua, de
color negro, profundos y suelos arenosos sin evidencia de limo. Presenta un relieve
escarpado a montafioso propio de la Cordillera Occidental con valles paralelos
profundos de montafias altas, las pendientes oscilan entre 80 y 50 %.

La vegetacion se caracteriza por la presencia de arboles, tales como el
guarumo, ceibo, balsa, cafia guadua, zapote, higuerdn de rio, pambil, laurel, palma de
cera, tagua, tangara y sande. Las epifitas son abundantes y se pueden encontrar gran

cantidad de bromelias, musgos, orquideas y helechos.
3.1.4 Temperatura media anual

La temperatura anual varia segun los meses de afio debido a las estaciones de

verano e invierno como se explica en la tabla 3.

Tabla 3
Temperatura mensual media en Nanegal
-t ® o o
o E o — o o o (@] o] o o E
s & T T & € £ B E <2 E €
c S < o s 5 > S 2 = 2 ko)
Temperatura 20.3 20.5 20.7 20.7 206 202 20 20 20.2 20.1 19.8 19.9
media (°C)
Temperatura 159 16 16.1 16.1 16 155 15 148 151 154 153 155
min. (°C)
Temperatura 24.7 25 253 254 253 249 25 252 253 248 244 244
max. (°C)
Precipitacion 278 291 319 304 221 86 53 43 72 112 112 195
(mm)

Fuente: (Climate-Data, 2017)
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3.2 Materiales

3.21

3.2.2

Bioldgicos
54 Hembras de tilapia hibrida con peso promedio de 230 g.

18 Machos de tilapia hibrida con peso promedio de 400 g.

30 Tilapias hibridas de descarte para extraccion de pituitarias.

Insumos de campo

18 Incubadoras conicas de flujo constante de 5 L de capacidad.
18 Bandejas de recoleccion de larvas.

18 Jaulas con malla plastica.

Equipo de diseccion.

Tijera mayo, tijera iris curva.

Perforadora de tambor regulable.

54 Amarres para cables numeradas de 2,5 mm x 10 cm.

2 Tinas plasticas de 40 L.

Jeringas desechables de 3 ml (21G, 1/4”), 1 ml (31G, 5/16”).
Pipetas Pasteur de plastico 1 ml.

2 Canecas de 20 L.

Regla de 30 cm.

Redes de pesca.

Piedras difusoras y mangueras de aeracion.

Ictiometro.

Alimento balanceado GISIS T-320 Crecimiento extruido 4 mm.
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Equipos
Balanza electronica BOECO BEB 53 610g x 0.01g.
Microscopio binocular BOECO BM-180 SP.
Estéreo - microscopio con Camara Integrada, SOGERESA EU-45 DSZM.
Medidor multiparamétrico de calidad de agua HORIBA U-52.
Bomba de oxigenacion.
Refrigerador.
Computador.

Céamara digital.

Insumos de laboratorio

Tubos Eppendorf de 1 ml.
Tubos Falcon de 15ml.
Tubos de ensayo.
Probetas de 25 y 10 ml.
Mortero y Pilon.

Guantes desechables de latex.

Reactivos

Pituitaria de tilapia.

17B-Estradiol. CAYMAN CHEMICAL Cat# 10006315.
Acetona 98 %.

Suero Fisiologico o solucion salina al 0,9 %.

Eugenol 30 ml USP. KEYSTONE Industries.

Etanol o Alcohol Etilico 96 °GL USP, Grado Alimenticio.

Aceite vegetal.
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Yodo — Povidona. Solucién USP al 10%.
Acido ascorbico USP (Vitamina C).
d- Alpha tocoferol 400 U1 (Vitamina E). VITAMIN WORLD.
Gelatina sin sabor — 280 Bloom.
Cal agricola (Carbonato de Calcio).
Azul de Metileno.
Cloruro de sodio (Sal en grano).
Nitrodesinfect (Amonio cuaternario 20 %). LABITECH.

3.3 Métodos
3.3.1 Preparacion del ambiente

Se realizo la limpieza y desinfeccion de la piscina de reproduccion para
eliminar posibles plagas y enfermedades que puedan interferir en el ensayo, se
procedio al vaciado del estanque y se dejo secar el fondo por 5 dias para la oxidacion
y degradacion de la materia organica. Se retird los sedimentos acumulados en el
desfogue de la piscina, con una bomba de mochila se aplico en las paredes y fondo,
amonio cuaternario al 20 % (1 g/L) Yy a continuacion se aplica cal agricola (800

kg/ha) para desinfeccion.

Para la construccion de las jaulas se utilizo varillas de hierro en la estructura,
malla plastica de 5 mm de abertura para las paredes y malla fina de 0,5 mm de

abertura para el fondo. Volumen total de 1 m®.

Para la implementacion del sistema de incubacion, se construyd 18
incubadoras con embaces conicos de 5 L de capacidad para flujo continuo de 3
L/min. En la salida se colocé 18 bandejas rectangulares de recoleccion de larvas de 2
L de capacidad con orificios cubiertos de malla, para mantener las ovas eclosionadas
dentro del envase y que permita la circulacion del agua. Ademas se instalaron tablas
plasticas con soportes en la pared para las incubadoras y de las bandejas de

recoleccion.
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Para la instalacion del sistema de agua se colocaron llaves reguladoras de
caudal en las entradas de agua para cada incubadora para mantener las ovas en
suaves movimientos rotatorios. Se instal6 un sistema de calentamiento con
resistencias eléctricas para mantener una temperatura constante de 28 °C y una

bomba de agua para recirculacion.

El sistema de incubacién terminado fue sometido a pruebas reales de

funcionamiento antes de la puesta en marcha del ensayo.

Las condiciones ambientales diarias como temperatura del agua, pH, turbidez,
oxigeno disuelto y solidos totales disueltos se registraron mediante el medidor
multiparamétrico de calidad de agua HORIBA U-52, aproximadamente entre las 10 y
12 de la mafana.

3.3.2 Preparacion de las pituitarias

Se selecciond tilapias que ya cumplieron su etapa reproductiva pero siguen
siendo feértiles y van a ser descartadas. Deben encontrarse en dptimas condiciones
fisicas y vivas para procesar las glandulas debido a que el contenido de lipidos en el

cerebro se descompone con rapidez y disminuye la actividad hormonal.

Proceso para la extraccion y deshidratacion de las pituitarias de tilapia
(Woynarovich & Horvath, 1981).

e Sesedaa los peces con 600 ul de eugenol en 50 L de agua.

e Se procede a degollar el pez para extraer la cabeza.

e Se corta el craneo transversalmente a la altura de los ojos lo que
permitira llegar al cerebro.

e Para extraer la pituitaria se utiliza equipo de diseccion — férceps.

e Seextrae el cerebro y se recoge la glandula que esta en la silla turca
en la base del craneo.

e Una vez extraidas las glandulas se colocan en tubos eppendorf con
acetona.

e Se cambia la acetona cada 12 h por 2 dias y se realiza el secado

posterior con toalla de papel y guardarlos en un lugar seco.
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3.3.3 Preparacion del grupo experimental

Previo a la clasificacién de los reproductores, estos se sometieron a un
periodo de ayuno por 24 h, se seleccionaron peces con pesos adecuados para
reproduccion, libres de manchas y de color homogéneo en todo el cuerpo y sin

patologias asociadas.

Se seleccionaron hembras con un peso aproximado de 230 g, con presencia de
embriones en la cavidad bucal, papila genital abultada y rojiza. Los machos con un

peso aproximado de 400 g.

Los individuos seleccionados se colocaron en tinas de 40 L con aireadores y
sal en grano para disminuir el estrés, posteriormente fueron transferidos
individualmente a otra tina con sedante a base de eugenol diluido en alcohol (1:10) a
una concentracion de 0.5 ml de solucion de eugenol por litro de agua para asi poder

manipularlos y facilitar los siguientes procesos sin sufrimiento de los animales.

Para los machos, se realizo el procedimiento de corte del labio superior para
disminuir la agresividad (WorldFish Center, 2004).

3.3.4 Distribucion de los tratamientos

Se realiz0 la separacion aleatoria en una razon sexual de hembras, machos de
3:1. Posteriormente, con las hembras sedadas se realizd la identificacion y
numeracion, se procedio con la desinfeccion de la parte trasera de la aleta dorsal con
yodo donde se realiz6 1 orificio con la perforadora de tambor con el troquel de 1,5
mm de didmetro. Se colocd las amarras numeradas, se cortd el extremo sobrante y se

registran los datos.

Segun el tratamiento asignado al azar se aplicé la induccion hormonal. Se
registrd los animales tratados y los peces fueron colocados en canecas de 20 L con
sal en grano y aireadores para su recuperacion de la sedacién. Cuando los peces se
recuperaron del sedante, fueron depositados en las respectivas jaulas segun el

tratamiento asignado y se identificaron las jaulas con letreros.
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3.3.5 Induccién hormonal

Preparacion de tratamientos hormonales: Se prepard las diluciones de

hormonas en el laboratorio en condiciones asépticas.

e Pituitaria de tilapia: las pituitarias deshidratadas fueron trituradas en
mortero a concentracion de 0,5 ug/gr de peso en solucién salina al 0,9 %,
cantidad mé&xima inyectable 1ml.

e Estradiol comercial (E2) (SIGMA-USA): se utiliz6 a concentracion de 5
ug/gr de peso con aceite vegetal y etanol. Solucién stock: 10 mg de E2/ml

de etanol, cantidad méaxima inyectable 0,5 ml (Denslow, 2000).

Para la inyeccion de las hormonas por tratamiento se desinfectd el abdomen
con solucion yodada, antes y después de la inyeccion. Con jeringuilla de 1 ml se
colocaron los tratamientos ya preparados por via intraperitoneal a las hembras

sedadas, los machos no recibieron tratamiento hormonal.

El volumen de inyeccion debe oscilar entre 0,1 y 0,5 ml/ animal, para peces
de gran tamafio mayores a 100 g de peso. Para peces pequefios, menores a 100 g de

peso, se puede inyectar un volumen entre 10 y 50 ul/animal (Denslow, 2000)
3.3.6 Alimentacion

Preparacion de los tratamientos alimenticios: La racion se calcul6 segln la

taza de alimentacion de 2,5 % del peso vivo distribuidos dos veces por dia.

e Alimento comercial sin vitaminas adicionales: se utiliza el balanceado T —
320 Crecimiento extruido de 4 mm (PISCIS).

e Alimento con inclusion de vitaminas: El balanceado comercial se mezclo6
con vitamina C a concentracion de 1 200 mg/kg de alimento y vitamina E
a concentracion de 500 mg/kg de alimento con 20 g de gelatina sin sabor
como adherente.

Para la preparacion de alimento con vitaminas, se preparé un kilogramo de
alimento a la vez para una distribucion homogénea de las vitaminas, se mezclé 20 g
de gelatina sin sabor y 1 200 mg de vitamina C (&cido ascorbico) con 100 ml de agua

fria para hidratar la gelatina, para la vitamina E (d-alfa tocoferol) se usaron 2
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capsulas equivalentes a 500mg diluidas en alcohol. Se agregaron 150 ml de agua
caliente (80 °C) a la gelatina hidratada junto a la vitamina C y la vitamina E. Se
diluy6 la mezcla y se esparcié sobre el alimento revolviendo continuamente hasta
cubrir todos los pellets. Se dejé secar bajo sombra y se guardd en refrigeracion para

mantener las propiedades del alimento.

3.3.7 Extraccion de ovas

Periodo de puesta: Con un sistema de dos redes se procedio atrapar las
hembras individualmente y se reviso la presencia de ovas en la boca cada 5 dias, se

registraron las hembras desovadas en cada revision.

Extraccion de ovas de la boca de las hembras para incubacion: las hembras
fueron sujetadas con precaucion, con el dedo indice se realiza la apertura bucal y se
coloca un flujo de agua para facilitar la expulsion de las ovas fertilizadas que caen

hacia las redes, quedando atrapadas en la malla fina.

Limpieza y desinfeccién de las ovas: una vez extraidas las ovas se colocaron
en un colador y se retira manualmente los materiales extrafios como escamas Yy otras
particulas del agua. Se realiz6 un bafio de inmersion en solucion yodada para evitar

posibles infecciones.

Conteo de ovas: En el laboratorio las ovas fueron colocadas en una lamina
plastica para el registro fotogréfico y conteo utilizando el programa informético para
procesamiento de imagenes digitales de acceso publico ImageJ version 1.50i del
National Institutes of Health de Estados Unidos con la herramienta manual Cell
Counter Multi-point tool y la herramienta Analyze Particles (Ferreira & Rasband,
2012).

3.3.8 Incubacion artificial

Incubacion de las ovas por tratamiento: se colocaron las ovas contadas en el
cono de incubacion con flujo constante de agua y temperatura de 28 °C durante
aproximadamente 3 a 5 dias segun el estadio de desarrollo. Cada incubadora fue

rotulada segun el tratamiento.
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Proceso de eclosion: cuando las ovas eclosionaron y las larvas tienen
capacidad de nado se dirigen hacia las bandejas de recoleccion colocadas en la salida

de las incubadoras, se esperd 5 dias mas para que reabsorban el saco vitelino.

Etapa de alevines en nado libre: Se evalud el niumero de alevines en nado
libre colocandolos en un envase pléstico de fondo blanco para facilitar el registro

fotografico y realizar el conteo en el programa informatico ImageJ versién 1.50i.

3.4 Disefio experimental

3.4.1 Factores
Se probd la induccion hormonal y la inclusion de vitaminas en la

alimentacion de reproductores de tilapia roja.
Factor 1: Induccion hormonal (IH).
Variable IH1= Pituitaria homologa de tilapia.
Variable IH2= Estradiol exdgeno comercial (E2) (USA-SIGMA).
Variable C = Control, solucién salina al 0,9 %.
Factor 2: Alimento T-320 Crecimiento extruido 7 mm (PISCIS).
Variable AB1= Control, alimento comercial.

Variable AB2= Alimento comercial mas vitamina C y E.

3.4.2 Tratamientos

La combinacién de los factores resulta en 6 tratamientos que se detalla en la tabla 4.

Tabla 4
Descripcion de los tratamientos
Tratamiento Descripcion de los factores
Induccién Hormonal Alimentacion

Tl Pituitaria Tilapia Alimento comercial
T2 Pituitaria Tilapia Alimento comercial + VitaminaCy E
T3 Estradiol Alimento comercial
T4 Estradiol Alimento comercial + VitaminaCy E
T5 Control Alimento comercial

T6 Control Alimento comercial + VitaminaCy E
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3.4.3 Tipo de disefio

Esta investigacion es un estudio experimental prospectivo analitico, con nivel
explicativo y controlado. Se aplic6 un disefio completamente al azar (DCA).

Bifactorial 3 x 2 con 3 repeticiones.

3.4.4 Caracteristicas de la unidad experimental (UE)

La unidad observacional estid constituida por las hembras de tilapia que
fueron sometidas al experimento. La unidad experimental (UE) corresponde a cada
jaula con 3 hembras: 1 macho de tilapia. Se instalaron 18 unidades experimentales
(UE), las cuales son jaulas de estructura metalica con paredes de malla plastica de 1

m? de capacidad. En total se utilizé 54 hembras y 18 machos de tilapia.
3.4.5 Croquis del disefio

En la figura 9 se expone la distribucion aleatoria de las jaulas con cada

tratamiento colocada en la piscina.

T6R1 T3 R2 T2 R2 T5R2 T4 R3 T2 R3

T4R1 T6R3 T1R2 T6 R2 T1R3 T5R3

T1R1 T5R1 T4 R2 T3R1 T2 R1 T3 R3

Figura9 Croquis del disefio experimental.

3.5 Andlisis estadisticos
3.5.1 Esquema de analisis de varianza

Se utilizé el programa informatico para analisis estadistico InfoStat versién

estudiantil 2016 (Di Rienzo et al., 2016) ; con un disefio completamente al azar
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(DCA) con 6 tratamientos y 3 repeticiones (Tabla 5). En todas las variables se
realiz6 un andlisis de varianza para determinar los tratamientos significativamente
diferentes segun la prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95 %. Se
evalud las diferentes correlaciones (r = coeficiente correlacion de Pearson y R * =

coeficiente de determinacion) existentes con una significancia del 95 %.

Tabla 5

Esquema de andlisis de varianza

Fuentes de variacion Grados de libertad
Tratamientos t-1 (5)
Induccion hormonal (IH) t (IH)-1 2
Alimento balanceado (AB) t(AB)-1 1
Interaccion IH x AB 2
Error experimental (n-1)-(t-1) 12
Total (n-1) 17

Notas: n= nlmero de unidades experimentales; t= tratamientos

El modelo matematico es:
Yijk = p + Ai + Bj + ABij + eijk
En donde:
Yijk= Productividad
u = Media general
Ai = Efecto del i ésimo nivel del factor induccién hormonal
B j = Efecto del j ésimo nivel del factor alimento balanceado

(AB)ij= Efecto de la interaccion entre el i ésimo del factor induccidén hormonal y el j

ésimo nivel del sistema de produccion

Eijk = Error experimental
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Variables

Parametros morfométricos

Peso y longitud total: Una vez anestesiados los peces, se colocaron en la
balanza electronica para el peso en gramos y en el ictibmetro para la longitud

total en centimetros.

Mortalidad y supervivencia de reproductores

Durante el tiempo de la investigacion se registraron las mortalidades de los
peces reproductores de cada tratamiento y sus observaciones en caso

necesario.

Parametros productivos durante el periodo de reproduccion

Porcentaje de hembras en postura (% P): numero de hembras que presentaron

ovas en la boca comparadas con el total de hembras.

% P — # de hembras desovadas < 100
®" 7~ 7 # total de hembras

Fecundidad Absoluta (FA): Es la cantidad de ovas que cada hembra expulsé

en un desove.

# de ovas
FA= ——
Pez

Fecundidad relativa (FR): Relacion entre el nimero de ovas y el peso de cada

hembra.

FR = Fecundidad Absoluta
~ Peso en gramos de la hembra

Desoves por tiempo: NUmero de dias transcurridos desde la induccion hasta

la presencia de ovas en la boca de la hembra.

Parametros de calidad de los alevines bajo condiciones experimentales

Porcentaje de eclosion (% E): relacion existente entre el nimero de ovas

eclosionadas y el numero inicial de ovas colocadas en la incubadora.
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# ovas eclosionadas

%E x 100

# total de ovas en incubaciéon

- Alevines nado libre: corresponde al numero de alevines que finalizan el

proceso de reabsorcion del saco vitelino.

- Porcentaje de mortalidad de ovas en incubacion (% M): es la diferencia del
numero de ovas y los alevines nado libre en comparacion con el total de ovas

en incubacion.

0% M = # de ovas — # de alevines nado libre % 100
oM # total de ovas en incubacién

3.6.5 Parametros ambientales

- Registro diario de: Temperatura del agua, pH, turbidez, oxigeno

disuelto y solidos totales disueltos.
3.7 Difusién y beneficiarios

La socializacion de los resultados se expuso en un dia de campo dirigido al
personal que trabaja en el lugar y productores de la zona. Se presentd la metodologia
utilizada con los inductores hormonales y las vitaminas en la dieta de reproductores
de tilapia en el Centro Piscicola Nanegal. Se inici6 con un recorrido a las
instalaciones y se entregd un triptico de la piscicola con informacién de manejo de
alevines para la siembra y produccion de tilapia, con el fin de mostrar a los

productores la importancia que tiene la produccion tecnificada y la investigacion.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados
4.1.1 Parametros morfométricos

La media general de peso para el grupo de 54 reproductoras hembras fue de
237,78 £ 65,57 g y la talla 24,22 + 2,38 cm (Tabla 6).

Tabla 6
Medidas de resumen para el peso y talla total de hembras

Variable n Media + D.E. C.V. Minimo Maximo

Peso (gr) 54 237,78

I+

62,57 26,31 1616 394,1

Talla (cm) 54 2422 + 238 981 21 30

Nota: n= nimero de peces; D.E.= desviacion estandar; C.V= coeficiente de variacion; gr= gramos;
cm= centimetros; + = mas/menos.

Para los 18 reproductores machos la media de peso estuvo en 411,36 + 87,27

gylatallaen 30+ 2,81 cm (Tabla 7).

Tabla 7
Medidas de resumen para el peso y talla total de machos

Variable n Media + D.E. CV. Minimo Maéximo
Peso (gr) 18 411,36 + 87,27 21,22 2816 5714
Talla (cm) 18 30 + 2,81 936 25 37

Nota: n= nimero de peces; D.E.= desviacién estandar; C.V= coeficiente de variacién; gr= gramos;
cm= centimetros; + = mas/menaos.

En consideracion que los peces hembras fueron seleccionados
homogéneamente para cada tratamiento, no se presento diferencias significativas (F=

1,24; p= 0,364) para la variable peso. Sin embargo, se evidencidé numéricamente que
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el grupo control presenta una media mayor de 270,99 + 77,4 g y estradiol presenta la
menor con 214,69 + 33,11 g (Tabla 8).

Tabla 8
Medidas de resumen por tratamiento para el peso de hembras

Tratamiento n Peso + D.E. Minimo  Mé&ximo
Control 9 270,99 = 77,40 172,64 394,10
Control + Vit 9 257,93 + 84,59 162,66 389,80
Estradiol 9 21469 + 33,11 161,97 259,70
Estradiol + Vit 9 228,87 + 65,85 172,35 388,40
Pituitaria 9 21520 = 34,75 161,60 268,30

Pituitaria + Vit 9 239,01 + 56,47 186,30 352,30

Nota: n= nlmero de peces; D.E.= desviacién estandar; Vit= vitaminas; £ = mas/menos.

En la figura 10 muestra los pesos de las hembras para cada tratamiento, la
media y el error estandar en los cuales no se muestra diferencias significativas (F=
1,24; p= 0,3064) entre las hembras para la variable de peso. La medio para los
tratamientos fueron: control 270,99 g, control + vitaminas 257,93 g, estradiol 214,69

g, estradiol + vitaminas 228,86 g, pituitaria 215,2 g, pituitaria + vitaminas 239,01 g.
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Figura 10 Promedio del peso para cada tratamiento de hembras
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Los peces hembras seleccionados homogéneamente para cada tratamiento no
presentaron diferencias significativas (F= 1,1; p= 0,3704) para la variable talla. Sin
embargo, se evidencia que el grupo control presentd una media mayor de 25,56 +
2,54 cmy la menor para estradiol y pituitaria con 23,56 + 1,67 cm (Tabla 9).

Tabla 9
Medidas de resumen por tratamiento para la talla de hembras

Tratamiento n Longitud = D.E. Minimo  Maximo
Control 9 2556 = 251 22 29
Control + Vit 9 2489 + 3,26 21 30
Estradiol 9 2356 *+ 1,67 21 26
Estradiol + Vit 9 23,67 + 2,50 21 29
Pituitaria 9 2356 + 1,74 21 27
Pituitaria + Vit 9 24,11 + 2,15 22 29

Nota: n= nimero de peces; D.E.= desviacion estandar; cm= centimetros; + = mas/menos.

En la figura 11 se muestra la longitud promedio total para cada tratamiento y
el error estandar para hembras. La talla media es: control 25,56 cm, control +
vitaminas 24,89 cm, estradiol 23,56 cm, estradiol + vitaminas 23,67 cm, pituitaria

23,56 cm, pituitaria + vitaminas 24,11 cm.
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Figura 11 Longitud total y error estandar de reproductoras hembras
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4.1.2 Mortalidad y supervivencia de reproductores

Se registraron en las hembras (n= 54) un total de 18 muertes correspondiente
al 33 % del total, para los machos la supervivencia fue del 100 %. EI grupo de
estradiol present6 el mayor porcentaje con 56 % y el grupo de pituitaria + vitaminas
presentd el menor porcentaje con 11 %. Los grupos con factores hormonales y
vitaminas presentaron menor mortalidad en comparacién con los grupos de factores
hormonales sin adicion de vitaminas. Durante los 48 dias de duracién de este ensayo

la supervivencia para las hembras fue de 67 % (Tabla 10).

Tabla 10
Porcentaje de mortalidad de las reproductoras hembras

. NUmero de Porcentaje de
Tratamiento .

peces muertos mortalidad

Control 2 22 %
Control + Vit 2 22 %
Estradiol 5 56 %
Estradiol + Vit 4 44 %
Pituitaria 4 44 %
Pituitaria + Vit 1 11%
Total mortalidad 18 33 %
Total supervivencia 36 67 %

En la figura 12 se muestra la comparacion entre el porcentaje de mortalidad y

supervivencia para cada tratamiento.
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Figura 12 Mortalidad y supervivencia de reproductoras hembras
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4.1.3 Parametros productivos durante el periodo de reproduccion

En total desovaron 30 hembras de las 54 que corresponde a un porcentaje de
postura de 56 %. EI grupo control muestra el porcentaje de postura mas alto con 78
% y los valores mas bajos con 44 % corresponde a los tratamientos de pituitaria,

estradiol y estradiol + vitaminas (Tabla 11).

Tabla 11
Porcentaje de postura para las hembras de cada tratamiento
Tratamiento N Hembras Hembras no Porcentaje de
desovadas desovadas hembras desovadas
Control 9 7 2 78 %
Control + Vit 9 5 4 56 %
Estradiol 9 4 5 44 %
Estradiol + Vit 9 4 5 44 %
Pituitaria 9 4 5 44 %
Pituitaria + Vit 9 6 3 67 %
Total 54 30 24 56 %

Nota: n= nimero de peces.

En la figura 13 se muestra los porcentajes de hembras no desovadas y de
postura para cada tratamiento: control 78 %, control + vitaminas 56 %, estradiol 44

%, estradiol + vitaminas 44 %, pituitaria 44 %, pituitaria + vitaminas 67 %.
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Figura 13 Porcentaje de postura por tratamiento
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La fecundidad absoluta no tiene diferencias significativas (F= 2,45; p=
0,0631) entre los diferentes tratamientos. Al realizar una comparacion se muestra que
la mayor media de fecundidad absoluta presenta el tratamiento de pituitaria con 1193
ovas/pez seguida de estradiol con 913 ovas/pez y la menor media corresponde a
control + vitaminas con 497 ovas/pez. Numéricamente los inductores hormonales

tienen una media superior a la presentada por el grupo control (Tabla 12).

Tabla 12
Media * error estandar de la fecundidad absoluta
Diferencias

Tratamiento n FA + E.E. estadisticas
Control 7 626 + 141,59 NS
Control+Vit 5 496,8 + 167,53 NS
Estradiol 4 912,75 + 187,30 NS
Estradiol+Vit 4 876,25 + 187,30 NS
Pituitaria 4 1192,50 + 187,30 NS
Pituitaria +Vit 6 508,83 + 152,93 NS

Nota: n= nimero de peces; FA= fecundidad absoluta; E.E.= error estandar;
Vit= vitaminas; + = mas/menos; NS= diferencias no significativo.
Test: Tukey Alfa=0.05

En la figura 14 se muestra las medias de la fecundidad absoluta y el error
estandar para cada tratamiento. EI grupo control tiene una media de 626 ovas/pez,
control + vitaminas de 497 ovas/pez, estradiol de 913 ovas/pez, estradiol + vitaminas
de 876 ovas/pez, pituitaria de 1193 ovas/pez y pituitaria + vitaminas de 509 ovas/pez.
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Figura 14 Fecundidad absoluta (nUmero de ovas/pez)
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La fecundidad relativa muestra diferencias significativas (F= 3,72; p=0,0124)
de acuerdo a cada tratamiento, existe mayor diferencia entre el grupo control +
vitaminas con 1,7 ovas/g hembra y la pituitaria con 4,84 ovas/g hembra. De acuerdo
a los valores maximos, el estradiol y pituitaria presentan los més elevados, superando
los 6 ovas/g hembra (Tabla 13).

Tabla 13
Media * error estandar de la fecundidad relativa

Diferencias

Tratamiento n FR + EE. DE. Minimo Maximo o
estadisticas

Control+Vit 5 17 + 062 067 1,23 2,84 =
Control 7 208 + 052 L1l 0,87 412 Ns
Pituitaria +Vit 6 245 + 057 1,88 1,09 55 NS
Estradiol+Vit 4 36 + 069 032 3,25 401 NS
Estradiol 4 409 + 069 159 2,711 628 NS
Pituitaria 4 484 + 069 196 1,91 6,08  *

Nota: n= nimero de peces; FR= fecundidad relativa; £ = mas/menos; E.E.= error estandar
D.E.= desviacidn estandar; NS= diferencias no significativo; *= diferencias significativas (p < 0,05).
Test: Tukey Alfa=0.05

En la figura 15 se muestra la fecundidad relativa, existe diferencias
significativas para control + vitaminas 1,7 ovas/g hembra y pituitaria 4,84 ovas/g
hembra. No hay diferencias entre los tratamientos de control 2,08 ovas/g hembra,
estradiol 4,09 ovas/g hembra, estradiol + vitaminas 3,6 ovas/g hembra, y pituitaria +

vitaminas 2,45 ovas/g hembra.
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Figura 15 Fecundidad relativa (nGmero de ovas/ peso)
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No existe diferencias significativas (F= 1,61; p= 0,1968) entre los
tratamientos y el nimero de dia que presentaron desove. Numéricamente el menor
tiempo de desove corresponde al tratamiento de pituitaria + vitamina con 29,83 dias
y el mayor tiempo corresponde a estradiol + vitaminas con 38,5 dias. Las vitaminas
disminuyeron el tiempo de desove en los tratamientos de pituitaria y control (Tabla
14).

Tabla 14
Media + error estandar de los dias al desove

Tratamiento n Dias al + E.E. Difergn_cias
desove estadisticas
Control 7 36,57 + 242 NS
Control+Vit 5 30,8 + 287 NS
Estradiol 4 33 + 3,21 NS
Estradiol+Vit 4 38,5 + 3,21 NS
Pituitaria 4 30 + 3,21 NS
Pituitaria +Vit 6 29,83 + 2,62 NS

Nota: n= nimero de peces; FA= fecundidad absoluta; E.E.= error estandar;
Vit= vitaminas; == mas/menos; NS= diferencias no significativo.
Test: Tukey Alfa=0.05

En la figura 16 se observa la media de los dias al desove para cada
tratamiento. Pituitaria + vitaminas con 29,83 dias, pituitaria con 30 dias, estradiol +
vitaminas con 38,5 dias, estradiol con 33 dias, control + vitaminas con 30,8 dias y

control con 36,57 dias.
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Figura 16 Media de los dias al desove para cada tratamiento
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4.1.4 Parametros de calidad de los alevines bajo condiciones experimentales

El porcentaje de eclosion en relacion al total de ovas producidas para cada
tratamiento es variable, mostrando una notoria disminucion de ovas eclosionadas
para los tratamientos con induccion hormonal. ElI grupo de control + vitaminas
muestra el mayor porcentaje de eclosion con un valor de 82,21 %, seguido de control
con 69,72 %. Los porcentajes mas bajos corresponden a pituitaria con 5,74 %
seguida de pituitaria + vitaminas con 10,94 %. Al realizar esta comparacion
individual de cada tratamiento con el nimero total de ovas producidas hay un
porcentaje de eclosién mayor en los tratamientos con vitaminas (Tabla 15).

Tabla 15
Porcentaje de eclosién para cada tratamiento

Control Cfr{}irto | Estradiol Esiril/(?;ol Pituitaria PIT'\J[/?: 1a
Hembras
desovadas 7 5 4 4 4 6
Totaldeovas 4387 2484 3651 3505 4770 3053
Total de ovas
eclosionadas 3055 2042 435 793 274 334
Porcentaje de
eclosién 69,72% 82,21% 1191% 22,62% 5,74 % 10,94 %

Nota: Vit= vitaminas.

En la figura 17 se muestra el porcentaje de eclosién y los tratamientos en

comparacion con el uso de dietas con vitaminas y dietas comerciales.
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Figura 17 Porcentaje de eclosion para cada tratamiento en relacion a la dieta
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Para la variable de alevines en nado libre existié diferencias significativas (F=
5,16; p= 0.0024) entre los tratamientos de pituitaria, pituitaria + vitaminas y el grupo
control. El tratamiento control presenta mayor viabilidad media con 436 + 67
alevines nado libre mientras que el grupo de pituitaria + vitaminas presenta el menor
namero con 56 + 72 alevines nado libre (Tabla 16).

Tabla 16
Media % error estdndar para alevines en etapa de nado libre

Alevines

Tratamiento n nado libre + E.E. Difergnpias
estadisticas

Pituitaria +Vit 6 55,67 + 7220 *

Pituitaria 4 68,50 + 8843 *

Estradiol 4 108,75 + 88,43 NS

Estradiol+Vit 4 198,25 + 8843 NS

Control+Vit 5 408,40 £ 79,09 NS

Control 7 436,43 + 66,85 **

Nota: n=numero de peces; + = mas/menos; E.E.= error estandar

NS= diferencias no significativo; *= diferencias significativas (p < 0,05).
**= mayor diferencias significativas (p < 0,05).

Test: Tukey Alfa=0.05

En la figura 18 se muestra la media de alevines nado libre y el error estandar
para cada tratamiento con diferencias significativas para el grupo control que
presentdé el mayor nimero de alevines en etapa de nado libre, mientras que los

tratamientos con induccién hormonal presentaron menor ndmero de alevines.
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Figura 18 Valor medio del nimero de alevines nado libre
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La mortalidad de embriones en incubacion, en relacién al total de ovas
producidos para cada tratamiento, la mortalidad més alta de embriones corresponde
al tratamiento de pituitaria con el 94,26 % vy el tratamiento de control + vitaminas
presenta la menor mortalidad de ovas con 17,79 % (Tabla 17)

Tabla 17

Mortalidad de embriones en incubacion
Porcentaje de

Tratamientos Mortalidades mortalidad
Control 1327 30,28 %
Control + Vitaminas 442 17,79 %
Estradiol 3216 88,09 %
Estradiol + Vitaminas 2712 77,38 %
Pituitaria 4496 94,26 %
Pituitaria + Vitaminas 2719 89,06 %

En la figura 19 se exponen los valores de mortalidad de ovas en incubacion
para los tratamientos de: Pituitaria 94,26 %, pituitaria + vitaminas 89,06 %, estradiol
88,09 %, estradiol + vitaminas 77,38 %, Control con 30,28 % y control + vitaminas

17,79 %.
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Figura 19 Mortalidad de ovas en incubacion
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4.1.5 Relacién entre nUmero de ovas y alevines nado libre.

El analisis de regresion lineal representa la relacion existente entre las
variables de alevines nado libre (eje Y) comparada con el niUmero de ovas para cada

tratamiento (eje X).

En la figura 20 se indica las regresiones, el tratamiento que mejor se ajusta al
modelo lineal es el grupo control + vitaminas con una correlacion positiva muy
fuerte con un coeficiente de correlacion de Pearson (r) de 0,99 y un coeficiente de
determinacion (R?) de 0,98 por lo tanto el 98% de los datos se ajustan al modelo de
regresion lineal. El grupo control presenta una correlacion positiva fuerte con una (r)

de 0,94 y (R?)de 0,88 por lo cual el 88% de los datos se ajustan al modelo lineal.
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Figura 20 Regresion lineal entre nimero de ovas
y alevines nado libre

4.1.6 Parametros ambientales

Los parametros de calidad del agua registrados diariamente con el medidor
multiparamétrico HORIBA U-52a. La media de la temperatura es 23,94 °C, el pH
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con 7,08, turbidez de 57,60 NTU, oxigeno de 13,38 mg/L OD y STD de 0.02 g/L
(Tabla 18)

Tabla 18
Parametros ambientales
Variable Media D.E. E.E. Minimos  Maximos

Igmperat“ra delagua .5, 201 0,29 20,72 31,16
pH 7,08 0,37 0,05 6,34 7,92
Turbidez NTU 57,60 31,92 4,56 11,30 160,00
Oxigeno mg/L OD 13,38 2,77 0,40 8,06 22,17
STD g/L 0,02 2,5E-03 3,5E-04 0,02 0,03

Nota: °C = grados centigrados; NTU= unidades nefelométricas de turbidez; mg/L OD= miligramos
por litro de oxigeno disuelto en agua; STD= solidos totales disueltos; g/l= gramos por litro de agua;
E.E.= error estandar; D.E.= desviacion estandar.

4.2 Discusion

Se implement6 un laboratorio de incubacion de ovas de tilapia en su totalidad,
se utilizaron 72 peces de tilapia hibrida pertenecientes a la piscina de reproductores
de remplazo donde se encontraban machos y hembras juntos en continua
reproduccion. Rana (1988) afirma que los peces en continua reproduccion presentan
disminucion de la actividad y capacidad espermatica del 20 % al 90 %, por lo tanto
esto pudo afectar los porcentajes de fecundacién al no contar con reproductores en

descanso, sin embargo los controles se reprodujeron normalmente.

4.2.1 Parametros morfométricos

El Centro Piscicola Nanegal cuenta con registros productivos limitados, se
desconoce la edad de los peces seleccionados para el estudio, lo que es un factor que
influyente en las variables productivas de los reproductores utilizados, como lo
describe EI-Sayed (2006) quien afirma que la madurez sexual debe darse entre 16 y

42 semanas y con pesos de 150 a 350 g.

La diferencia de peso y talla entre las hembras y los machos es favorable para
la reproduccion ya que proporciona dominancia a los machos, esto concuerda con
Iturra (2008) quien describe que la hembra elige al macho por su condicion fisica y
tamanio del nido. Por lo tanto la diferencia morfométrica entre sexos se mantuvo en

todos los tratamientos siendo el macho el pez de mayor tamafio.
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4.2.2 Mortalidad de reproductores

La mortalidad general de las hembras fue de 33%, los factores que
influenciaron en este porcentaje fueron variables. En los primeros dias, las muertes
se atribuyen a un proceso de estrés causado por la adaptacion al proceso de seleccion,
etiquetado, inyeccion de los tratamientos y colocacion en las jaulas con espacio
reducido. La manipulacién a los animales genera pérdida de escamas y ligeras
contusiones intencionales que pueden llegar a alterar el metabolismo inmunologico
propiciando las enfermedades y aumentado la mortalidad. Hacia los 5 dias de
colocados los peces en las jaulas presentaron caracteristicas de infeccion fungica para
lo cual se realiz6 bafios individualizados de inmersion en azul de metileno y sal

como tratamiento curativo.

Otro factor de mortalidad es la agresividad que muestran los machos hacia las
hembras, a pesar de que se realizé el corte del labio superior en algunos casos habia
signos sugerentes de ataque entre individuos, WorldFish Center (2004) indican que

los machos presentan alta agresividad e influyen en las mortalidades de las hembras.

4.2.3 Parametros productivos durante el periodo de reproduccion

El porcentaje de postura en esta investigacion fue de 56 %, Bevis (1994),
citado por (Ortiz, 2014) indica que el porcentaje de postura varia entre 25y 49 %
debido a diferentes factores como densidad animal, edad de los reproductores y
condiciones ambientales. En contraste, el valor encontrado se ajusta al porcentaje de

postura propia de la especie.

Segun Ridha & Cruz (2000) la fecundidad absoluta se encuentra en un
promedio de 678 ovas/pez. El tratamiento control es el que mas se acerca a este valor
con una media de 626 ovas/pez, la fecundidad absoluta de las hembras con induccion
hormonal superaron la media de referencia lo que coincide parcialmente lo descrito
por Ortiz (2014) que sefiala que el tratamiento de induccion hormonal con pituitaria
de tilapia y estradiol exdgeno al menos podria duplicar la cantidad de ovocitos/pez

producidos por el control.

La fecundidad relativa media del tratamiento control se encuentra en 2,08
ovas/g hembra y del tratamiento control + vitaminas se encuentra en 1,7 ovas/g

hembra lo que coincide con Ridha & Cruz (2000) quienes indican una fecundidad
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relativa entre 1,21 y 1,92 ovas/g hembra y con El-Sayed & Kawanna (2007) quienes
establecen 3,09 ovas/g hembra como valor aceptado. Los tratamientos con induccion
hormonal presentan una fecundidad relativa media entre 2,45 ovas/g hembra y 4,84
ovas/g hembra. El tratamiento de estradiol y pituitaria presentan una fecundidad
relativa mayor a 6 ovas/g lo que demuestra un efecto positivo de la induccion
hormonal, esto se relaciona con lo expuesto por Ortiz (2014) quien especifica un

aumento de la fecundidad relativa con induccion hormonal.

Durante la investigacion se realizd un control de los desoves cada 5 dias
debido a que el ciclo reproductivo del grupo es asincrénico y se necesita controles
mas estrechos para un adecuado registro, esto coincide con lo realizado por Prieto &
Olivera (2002) quienes registraron los desoves cada 5 a 7 dias. Little (1989), citado
por (Bhujel, 2000) afirma que existe una relacion inversa entre el intervalo de
recoleccion de ovas dentro de 5 a 15 dias y la produccién de ovas por hembra, en el
cual el ciclo de la vitelogénesis se acorta y hay una disminucion de dias al desove. En
contraste a esto, no se registr6 mas de un desove por animal en los 48 dias de

duracion de la investigacion.

Ademas como lo describen Srisakultiew & Wee (1988) al seleccionar las
hembras se considero sus caracteristicas fisicas como la presencia de embriones en la
boca, tamafio y coloracion de la papila genital para la induccién hormonal que
favorece la vitelogénesis y por lo tanto es mas probable que el tiempo de desove sea
menor, sin embargo en la investigacién se establece que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos de control y los de inducciéon hormonal ya que los
desoves se encuentran entre los 30 y 39 dias de iniciado los tratamientos. Este
periodo es variable ya que se puede ver afectado por factores externos como el estrés,
manipulacion, aglomeracion o mala calidad del agua segun lo descrito por Popma &
Lovshin (1996). Por lo tanto la variabilidad del tiempo al desove puede verse
afectado por factores externos a la investigacion y explicaria por qué existieron

hembras que no desovaron hasta los 48 dias que finalizo la fase de campo.

4.2.4 Parametros de calidad de los alevines bajo condiciones experimentales

El tipo de envase utilizado en la fase de incubacion debe favorecer la
viabilidad de las ovas, como lo describe Rana (1988) quien establece que los envases

conicos mejoran la supervivencia. Para Prieto & Olivera (2002) la supervivencia y
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eclosion de las ovas varia entre el 50 y 100 % para incubadoras de flujo ascendente
con temperaturas entre 24 °C y 28 °C, lo que coincide con el resultado obtenido para
el tratamiento control con porcentaje de eclosion de 69,72 % vy para control +
vitaminas con porcentaje de eclosién de 82,21 %, los demés tratamientos con
inductores hormonales presentaron porcentajes de eclosion menores, que en contraste
con lo descrito, las incubadoras utilizadas no influenciaron negativamente en la alta
mortalidad de ovas en incubacion para estos tratamientos, siendo el factor hormonal

el que determind estos valores.

Un factor determinante de la mortalidad de las ovas descrito por Prieto &
Olivera (2002) que afecta considerablemente el porcentaje de eclosion es la
contaminacion causada por bacterias y hongos, asi como dafios fisicos a la ova y
desbalances osméticos por la calidad de agua. Como prevencion a lo descrito se
realiza desinfeccion de todas las instalaciones con amonio cuaternario
(Nitrodesinfect) y lavado de los conos de incubacion, se efectda bafios de inmersién
con solucién yodada a las ovas previas a la colocacion en las incubadoras, se evito la

manipulacion excesiva de las ovas para no influenciar en las variables medidas.

Otro factor importante descrito por Ortiz (2014) y que afecta a la calidad de la
reproduccion son las prostaglandinas, estas actlan sobre los ovocitos y estan
estrechamente relacionadas con la ovulacion, maduracion y estimulacion de los
desoves. Existen dos isoformas de las ciclooxigenasas (COX), que son componentes
cataliticos oxidativos del &cido araquiddnico, la COX 2 es la que se expresa en
condiciones inflamatorias. Durante la ovulacion y el desove se produce estrés
inflamatorio en las hembras aumentando asi la COX 2 que genera mas
prostaglandinas y afecta al ciclo reproductivo. Los inductores hormonales como la
pituitaria homologa y estradiol modifican la actividad enzimatica COX y producen
variacion en las concentraciones de prostaglandinas, tienen efecto inhibitorio sobre
esta ciclooxigenasa. Por lo tanto la concentracion de prostaglandinas podria explicar

que las ovas producidas por induccion hormonal presenten problemas en la fertilidad.

4.2.5 Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales se mantuvieron estables a lo largo de los 48 dias
del experimento. La temperatura en el dia presenta una variacién entre 20,72 ° C y

31,16 ° C. Segun Popma & Lovshin (1996) la temperatura para la reproduccion
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puede variar de 21°C a 33 °C, a temperaturas mayores a 28 °C el nimero de ovas
aumentan. No se registro especificamente la temperatura en la noche sin embargo es
menor que la del dia y ésto puede ser un factor limitante ya que segun la descripcion
de Popma & Lovshin (1996) el estrés se presenta a bajas temperaturas, afecta a la
reproduccion por debajo de los 20 °C y la alimentacion se restringe por debajo de
los 17 °C. Las regiones subtropicales como es el sector de Nanegal pueden presentar

una reduccion en el nimero de alevines producidos debido al frio.

En dias de lluvia la calidad del agua no es 6ptima debido al arrastre de lodo
que se produce hacia las piscinas de reproduccién, se realiza limpieza manual en esos

dias sin embargo no se puede llegar a un control total.

4.2.6 Efecto de las vitaminas

Se observa que entre los tratamientos de induccion hormonal aquellos que
tienen alimento comercial con vitaminas presentan menores mortalidades. La
alimentacion se realiz6 dos veces al dia con los tratamientos propuestos durante 48
dias de duracion de este trabajo. Las demas variables no muestran diferencia con el
uso de dietas vitaminizadas, esto puede ser explicado en parte por la duracion del
experimento ya que es necesario un periodo mayor de evaluacion para su efecto e
incorporacion de las vitaminas al sistema. En la investigacion de Bhujel (2000)
menciona que la adicion de &cido ascérbico (vitamina C) tiene efectos positivos
sobre el rendimiento reproductivo en diversas especies de peces, mejora la
incubacidn de las ovas y la tasa de supervivencia de los alevines. La deficiencia de
tocoferol (vitamina E) conlleva a una reduccion del contenido de grasa y proteinas
de los ovarios reduciendo la actividad reproductiva. Afirma que no hay estudios del
efecto de vitaminas en la dieta para reproductores que evalten el efecto en la

fecundidad y la frecuencia del desove.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e Los inductores hormonales y la dieta con inclusién de vitaminas C y E no
muestran aumento en el porcentaje de postura a pesar de que el valor total

es aceptable para la especie.

e En la fecundidad absoluta hay un efecto positivo de los tratamientos con

inductores hormonales y dieta sin vitaminas.

e La induccion hormonal con pituitaria y estradiol tienen una fecundidad
relativa superior al control, los tratamientos con vitaminas presentan

valores menores que los alimentados con dieta comercial.

e La induccion hormonal y el uso de dieta no producen un cambio

significativo en el dia al desove.

e Al realizar la comparacion individual de cada tratamiento entre el niUmero
total de ovas producidas y ovas eclosionadas se evidencia un mayor
porcentaje de eclosién en los tratamientos con vitaminas. Los inductores

hormonales presentan menor porcentaje de eclosion.

e EIl nimero de alevines nado libre no presenta efecto positivo para los
inductores hormonales y dieta con vitamina C y E en comparacion con los

tratamientos control.

e La mortalidad de ovas fue mayor en los tratamientos con induccion

hormonal, sin distincion del uso de dieta vitaminizada.
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5.2 Recomendaciones

e Seria Optimo la utilizacion de registros adecuados para tener informacion
exacta sobre la edad y las condiciones de cada lote de reproductores y asi
obtener registros de pardmetros reproductivos como herramienta de

comparacion para estudios posteriores en el centro piscicola.

e Para mejorar el porcentaje de supervivencia en las incubadoras se recomienda
que despues de cada lote de alevines producido se realice una adecuada
desinfeccion del sistema y de las herramientas usadas para este proceso. Las
redes y envases de recoleccion deben ser de uso exclusivo para el laboratorio

de incubacion.

e Se recomienda usar el programa informatico ImageJ como herramienta para
el conteo de ovas ya que evita la manipulacion excesiva en comparacion con
otros métodos volumeétricos y de peso los cuales son muy variables ademas

de producir dafios fisicos y contaminacion en las ovas.

e Se deberia mejorar el sistema de desarenacién para disminuir los materiales
de arrastre y posibles infecciones por acumulacién de materia organica en

descomposicion que perjudica la calidad del agua.

e Para mejorar la técnica del empleo de induccion hormonal se podria

desarrollar destreza en campo previo a la investigacion.

e El tiempo de alimentacién con vitaminas debe ser mayor para obtener datos

concluyentes.



68

5.3 Bibliografia

ArcGIS Online. (2014). Ubicacién del Centro Piscicola Nanegal, Map data ©
OpenStreetMap contributors, CC-BY-SA. Recuperado el 16 de Diciembre de
2016, de https://www.arcgis.com/home/webmap/viewer.html

Balarezo, V. H. (2013). Centro Piscicola Nanegal una alternativa viable en
seguridad alimentaria. GADPP, UDSM. Recuperado el 10 de Septiembre de
2016, de http://www.pichincha.gob.ec/gestion/desarrollo-
economico/unidades-desconcentradas/item/111-centro-piscicola-nanegal-una-
alternativa-viable-en-seguridad-alimentaria.html

Bevis, R. (1994). The effect of artificial nests on reproductive performance in Nile
tilapia (Oreochromis niloticus, L.) spawned in net hapas. Bangkok, Thailand:
Asian Institute of Technology.

Bhujel, R. (2000). A review of strategies for the management of Niletilapia
(Oreochromis niloticus) broodfish in seed production systems, especially
hapa-based systems. Aquaculture 181 Elsevier Science B.V., 37-59.

Carrillo, M. (2009). La Reproduccion de los peces: aspectos basicos y sus
aplicaciones en acuicultura. Cerebro y reproduccion en peces. Bases
Neurales y Neuroendocrinas. Madrid: Fundacién Observatorio Espafiol para
la Acuicultura.

Castillo, L. (2006). TILAPIA ROJA 2006, Una Evolucién de 25 afios de la
Incertidumbre al Exito. Recuperado el 12 de Diciembre de 2016, de
https://cals.arizona.edu/azaqua/ista/Colombia/TILAPIAROJA2006.pdf

Climate-Data. (2017). Climate-Data.org. Recuperado el 12 de Julio de 2017, de
https://es.climate-data.org/location/180089/

Cordova, J. (2003). Evaluacion técnica econdmica y ambiental de un cultivo de
tilapia roja (Oreochromis sp.) en jaulas flotantas en Colombia. Guayaquil:
Escuela Superior Politecnica del Litoral.

Coward, K., & Bromage, N. (1998). Histological classification of ovarian growth and
the dynamics of ovarian recrudescence in Tilapia zillii (Gervais), a substrate-
spawningcichlid. Journal of Fish Biology , 53(2):285-302.

de Lapeyre, B. (2007). Control of reproduction in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) by manipulation of environmental factors. (Tesis doctoral)
Gottingen: Georg-August-Universitat Gottingen .

Denslow, N. D. (2000). Vitellogenin as a Biomarker of Exposure for Estrogen or
Estrogen Mimics. Kluwer Academic Publishers, Boston., 385-398.

Di Rienzo, J., Casanoves, F., Balzarini, M., Gonzalez, L., Tablada, E., & Robledo, C.
(2016). InfoStat version 2016, Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de
Cordoba,. Argentina. Recuperado el 17 de Junio de 2016, de
http://www.infostat.com.ar



69

El-Sayed, A.-F. M. (2003). Effects of fermentation methods on the nutritive value of
water hyacinth for Nile tilapia Oreochromis niloticus (L.) fingerlings.
Aquaculture, 218, 471-478.

El-Sayed, A.-F. M. (2006). Tilapia Culture. Cambridge: CABI Publishing.

El-Sayed, A.-F. M., & Kawanna, M. (2007). Effects of photoperiod on growth and
spawning efficiency of Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) broodstock in a
recycling system. Aquaculture Research, 38, 1242-1247.

FAO. (2014). Programa de informacidn de especies acuaticas Oreochromis niloticus
(Linnaeus, 1758). Recuperado el 18 de Julio de 2016, de
http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Oreochromis_niloticus/es

FAQ. (2016). El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2016. Obtenido de
Contribucién a la seguridad alimentaria y la nutriciobn para todos:
http://www.fao.org/3/a-i5555s.pdf

FAO. (2017). Fisheries and Aquaculture Information and Statistics Branch.
Recuperado el 17 de Junio de 2017, de
http://www.fao.org/fishery/statistics/global-production/query/es

Ferreira, T., & Rasband, W. (2012). ImageJ 1.50i FI1JI,Guia de Usuario. National
Institutes of Health, USA. Obtenido de https://imagej.nih.gov/ij/

Fitzsimmons, K. (2013). Latest trends in tilapia production and market worldwide.
Conferencia Mundial de Tilapia. Rio de Janeiro, Brasil.

Fujimura, K., & Okada, N. (2007). Development of the embryo, larva and early
juvenile of Nile tilapia Oreochromis niloticus (Pisces: Cichlidae).
Developmental staging system. Japanese Society of Developmental
Biologists, 301-324.

Holdridge, L. R. (2000). Ecologia basada en zonas de vida. San José, Costa Rica:
Instituto Interamericano de Cooperacién para la Agricultura 1ICA.

Hurtado, N. (2002). TILAPIA: La alternativa social y comercial del tercer mundo.
Obtenido de Ingenieros Consultores:
http://www.revistaaquatic.com/documentos/docs/nh_tilapia3milenio.pdf

Iturra, J. (2008). Manual de crianza de tilapia. Editorial, Nicovita. Peru. 49 p.
Obtenido de http://www.industriaacuicola.com/biblioteca/Tilapia/

Levavi-Sivan, B., Bogerd, J., Mafiands, E., Gomez, A., & Lareyre, J. (2010).
Perspectives on fish gonadotropins and their receptors. Genneral and
comparative endocrinology, 165(3), 412-437.
doi:10.1016/j.ygcen.2009.07.019

Marcillo, E. (2008). Cultivo de Tilapia en el Ecuador. Recuperado el 16 de
Diciembre de 2016, de http://www.dspace.espol.edu.ec/handle/123456789



70

Ng, W.-K., & Romano, N. (2013). A review of the nutrition and feeding
management of farmed tilapia throughout the culture cycle. Reviews in
Aquaculture, 5, 220-254.

Ortiz, J. (2014). Efecto del estradiol en la produccion de vitelogenina y su impacto
en la calidad del oocito en Oreochromis niloticus. (Tesis de doctorado)
Santiago: Universidad de Chile.

Ortiz, J., Mufoz, D., Valladares, L., & Kundapur, R. R. (2015). Modulation of
gonadal steroids production by tilapia pituitary extract: An evaluation through
in-vitro and in-vivo studies. International Journal of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences, 8(2), 227-230.

Popma, T. J., & Lovshin, L. L. (1996). Worldwide Prospects for Commercial
Production of Tilapia, Research and Development Series, No. 41. Auburn
University, Alabama.

Prieto, C., & Olivera, M. (2002). Incubacion artificial de huevos embrionados de
Tilapia Roja Oreochromis sp. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias,
15(1), 115-120.

PROECUADOR. (2014). Instituto de Promocién de Exportaciones e Inversiones,
Tilapia en Estados Unidos - Parte uno: Informacién de Mercados.
Recuperado el 4 de Diciembre de 2016, de
http://www.proecuador.gob.ec/wpcontent/uploads/2014/08/PROEC_PPM201
4 TILAPIA_ESTADOSUNIDOSI.pdf

Rana, K. (1988). Reproductive biology and the hatchery rearing of tilapia eggs and
fry. Recent Advances in Aquacultur, 343-406.

Rasines, 1. (2013). Reproduccién en cautividad del lenguado senegalés (Solea
senegalensis): Induccion hormonal a la ovulacién y obtencion de huevos
para la fecundacion artificial. (Tesis doctoral) Oviedo: Universidad de
Oviedo.

Ridha, M. T., & Cruz, E. M. (2000). Effect of light intensity and photoperiod on Nile
tilapia Oreochromis niloticus. Aquaculture Research, 31, 609-617.

Saavedra, M. A. (2006). Manejo del cultivo de tilapia. Recuperado el 11 de Agosto
de 2016, de http://pdf.usaid.gov/pdf_docs/PNADKG649.pdf

Sanz, F. (2009). La nutricion y alimentacion en piscicultura. Madrid: Fundacién
Observatorio Espafiol de Acuicultura.

Scabini, V. (2010). Uso de carotenoides en dietas para reproductores de dorada
(Sparus aurata): Relaciones con otros nutrientes y su efecto en la calidad de
la puesta. (Tesis doctoral) Gran Canaria : Universidad Las Palmas Gran
Canaria.

Shelton, W. L. (1999). Nile tilapia gamete management for chromosome
manipulation. En K. McElwee, D. Burke, M. Niles, H. Egna, K. McElwee, D.
Burke, M. Niles, & H. Egna (Edits.), Sixteenth Annual Technical Report.



71

Pond Dynamics/Aquaculture CRSP (pags. 69-72). Corvallis, Oregon: Oregon
State University.

Srisakultiew, P., & Wee, K. L. (1988). Synchronus spawing of Nile tilapia through
hypophysation and. En R. Pullin, T. Bhukaswan, I. Tonguthai, & J. Maclean,
The Second International Symposium on Tilapia in Aquaculture (pags. 275-
284). Bangkok, Thailand: ICLARM Conference Proceedings 15.

Tenorio-Colin, G. (2003). Caracterizacion isoenzimatica de Oreochromis niloticus y
O. mossambicus. Ciencia y Mar, 11-24.

Tsadik, G. G., & Bart, A. N. (2007). Characterization and comparison of variations
in reproductive performance of Chitralada strain Nile tilapia, Oreochromis
niloticus (L.). Aquaculture Research, 38, 1066-1073.

University of Wisconsin-Green Bay. (2017). Physical Parameters of Water Quality.
Recuperado el 14 de Junio de 2017, de
http://www.uwgb.edu/watershed/data/physical.asp

WorldFish Center. (2004). GIFT Technology Manual: An aid to Tilapia selective
breeding. (N. Puttaraksar, Ed.) Penang, Malaysia: WorldFish Center.

Woynarovich, E., & Horvath, L. (1981). Propagacion artificial de peces de aguas
templadas: Manual para extensionistas. Roma: FAO, Doc.Téc.Pesca.



