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RESUMEN

La principal causa de pérdida de Vieja roja (Cichlasoma festae), estd dado por cambios
ambientales de su hébitat nativo. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
hormona liberadora de las gonadotrofinas anéloga de salmon (GnRHs) en la maduracién gonadal
y concentraciones esteroidales de peces adultos de Cichlasoma festae. Para este propdsito se
implementd un sistema de recirculacion de agua (RAS) para domesticacion de especies
tropicales en la hacienda El Prado IASA 1. Se determiné las concentraciones de estradiol y 11-
ketotestosterona de (Cichlasoma festae) bajo la accién de GnRH anéloga de salmén, y se valoro
los cambios estructurales en tejidos gonadales mediante histologia clasica. Se determind la
fecundidad absoluta de hembras inoculadas GnRH de 2676 + 1325,24 ovocitos Yy fecundidad
relativa de 13,94 = 7,10 g/peso, la fecundidad absoluta de hembras inoculadas con suero
fisiologico de 1568 + 582,98 ovocitos y fecundidad relativa de 8,06 + 2,05 peso. En el
seguimiento de esteroides sexuales, las concentraciones de Estradiol van desde 63,21 a 1023
pg/mL, en donde el efecto de la GnRH afecta la sintesis y secrecion de estradiol con valores
desde 96.96 hasta los 118,29 pg/mL. Las concentraciones de 11-ketotestosterona varian por

individuo de 68 a 130,38 pg/mL y no detectan diferencias por efecto de GnRH (p<0,05).

PALABRAS CLAVE:
- VIEJA ROJA (Cichlasoma festae)
- GnRH

- CONTROL DE LA REPRODUCCION DE ESPECIES NATIVAS
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ABSTRACT
The main cause of loss of Vieja roja Cichlasoma festae, is due to environmental changes of its
native habitat. The objective of the present study was to evaluate the effect of the releasing
hormone of salmon analog gonadotrophins (GnRHs) on gonadal maturation and steroidal
concentrations of adult Cichlasoma festae fish. For this purpose, a water recirculation system
(RAS) for domestication of tropical species was implemented in the hacienda EI Prado IASA 1.
The concentrations of estradiol and 11 keto-testosterone of (Cichlasoma festae) were determined
under the action of analogous GnRH salmon, and structural changes in gonadal tissues were
assessed by classical histology. The absolute fecundity of GnRH inoculated females of 2676 +
1325.24 oocytes and relative fecundity of 13.94 + 7.10 g / weight, the absolute fecundity of
females inoculated with physiological serum of 1568 + 582.98 oocytes and relative fecundity
were determined 8.06 + 2.05 weight. In the monitoring of sex steroids, Estradiol concentrations
range from 63.21 to 1023 pg / mL, where the effect of GnRH affects the synthesis and secretion
of estradiol with values from 96.96 to 118.29 pg / mL. The concentrations of 11-ketotestosterone
vary by individual from 68 to 130.38 pg / mL and do not detect differences due to the effect of

GnRH (p <0.05).

KEYWORDS:
- VIEJA ROJA (Cichlasoma festae)
- GnRH

- CONTROL OF THE REPRODUCTION OF NATIVE SPECIES



CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Los peces en su hébitat natural se encuentran sometidos a constantes estimulos ambientales los
cuales activan una serie de eventos fisiolégicos como son la proliferacién oogonial, vitelogénesis,
maduracion de los oocitos y ovulacion, que provocan la formacion y desarrollo de los gametos
dando inicio a los procesos reproductivos. Los peces en cautiverio no se reproducen de manera
espontdnea, en estas condiciones, las gonadas de los mismos crecen y se desarrollan
normalmente, pero la maduracion final del ovocito, ovulacion y espermiacion no ocurren.
Muchos de los eventos mencionados, en el medio natural son iniciados por un aumento en la
secrecion de la gonadotropina hipofisaria (GtH), mientras que en peces mantenidos en cautividad
son bloqueados los procesos esteroidales y relacionados a la reproduccion (Gonzélez, 2017).

En los ciclidos, la reproduccion implica una serie de eventos en los que las gonadotrofinas
hipofisarias tienen el eje principal, se sintetizan en la hipofisis, concretamente en la
adenohipofisis y representan el principal factor liberador de las gonadotrofinas, estas hormonas
son la Foliculo estimulante (FSH) y Luteinizante (LH), las cuales se encargan de regular los
procesos de gametogeénesis y esteroidogénesis gonadal en vertebrados (Carrillo, 2009).

La GnRH y dopamina (DA) son las principales neurohormonas estimuladora e inhibidora que
controlan la liberacion de las GtH en peces. EI aumento de la GtH que precede la maduracion del
oocito y la ovulacion, es el resultado de una estimulacién por la GnRH en combinacion con una
disminucion de la inhibicion de la dopamina. La doble regulacién neurohormonal de la secrecion

de GtH a través de la GnRH y la DA actia como un factor liberador-inhibidor, el cual



proporciona una base para la técnica altamente efectiva para inducir la ovulacién de muchos
peces en cultivo (Carrillo, 2009).

Se ha encontrado que la familia Cichlidae es la mas representativa de la comunidad de peces,
son originarios de América, su distribucion va desde el suroeste de Texas y México,
Centroamérica y Sudamérica, se presenta en una gran variedad de habitats principalmente rios de
agua dulce subtropical y tropical. En Ecuador la presencia de cuencas hidrograficas con montafas
costeras, cordilleras andinas y la tercera cordillera, han influido en la morfologia de los sistemas
hidrograficos y en sus caracteristicas ecoldgicas, en su mayoria son peces de agua dulce inter-
mareales. Una de las familias presentes en Ecuador es la Cichlidae, que incluye vieja roja
Cichlasoma festae nativa y distribuida en la cuenca alta del rio Guayas, provincia de Los Rios y
Santo Domingo de los Ts&chilas. Este estudio indica la disminucion de existencia de esta especie
y la situacion critica de vieja roja Cichlasoma festae y la necesidad de elaborar un plan de
conservacion de dicha especie (Barriga, 2011).

1.2 Justificacion

La familia Cichlidae es una de las mas importantes en la acuicultura, que cuenta con
aproximadamente 1000 especies, son de importancia ornamental y otras en la produccion de
carne para el consumo humano. Por lo tanto, al considerar al Ecuador como la capital pesquera
del Pacifico tropical sur-oriental con mas de 900 especies nativas, la. Vieja roja Cichlasoma
festae representa una especie de agua dulce de gran uso local (Ortega, 2015).

Vieja roja Cichlasoma festae se encuentra distribuida principalmente en la ribera alta de la
cuenca del rio Guayas. En la actualidad existe disminucion su poblacion en su hébitat natural,

por causas como la minera, agricultura, ganaderia, pesca indiscriminada, también por los



frecuentes desbordamientos de rios en temporada invernal e invasion de su habitat por otras
especies introducidas en cuencas naturales como es la tilapia; por lo tanto, esta especie nativa, se
encuentra escaza y sin alcanzar su completo desarrollo, afectando su ciclo reproductivo. De
acuerdo al Instituto Nacional de Pesca del Ecuador, la captura de especies nativas es cada vez
menor por lo que se encuentran en situacion de riesgo y se deberia tomar acciones
inmediatamente con todas las especies nativas del pais (Castro, 2011).

Es importante realizar un proceso de adaptacion y domesticacion de vieja roja Cichlasoma
festae en cautiverio, bajo condiciones controladas, con la finalidad de conocer la etologia de la
especie. Esto nos permitird conocer a la especie, dimorfismo sexual, su régimen alimenticio y
brindar las mejores condiciones, en un sistema de recirculacion de agua, con todas las
condiciones necesarias para simular el habitat natural y disminuir el estrés y otros problemas que
puedan presentarse en su manejo. La importancia de la adaptacion es ampliar la informacion
sobre la etapa reproductiva, lograr la reproduccion de la especie, producir semilla viable
(alevines) para repoblacion de su habitat natural y produccion en cautiverio. El proyecto
beneficiara a los pescadores de las zonas donde se distribuye la especie y a los productores
piscicolas, que ven a la vieja roja como una buena alternativa para produccion debido al
rendimiento a la canal y su agradable sabor.

El presente estudio evaluo el efecto de la GnRH analoga de salmon en la maduracion
gonadal de peces adultos de Cichlasoma festae, con el fin de obtener un perfil hormonal de

acuerdo a cada uno de los tratamientos establecidos.



1.3  Objetivos

1.3.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de GnRH anéloga de salmon en la maduracion gonadal y concentraciones
esteroidales de peces adultos de Cichlasoma festae en la hacienda EIl Prado IASA 1.

1.3.2 Objetivos Especificos

Implementar un sistema de recirculacion de agua (RAS) para la domesticacion de
especies tropicales en el invernadero cuarentenario del IASA 1.

- Determinar las concentraciones de estradiol y 11-ketotestosterona de vieja roja
(Cichlasoma festae) bajo la accion de diferentes dosificaciones de GnRH analoga de
salmon en la hacienda El Prado IASA I.

- Valorar cambios estructurales en tejidos gonadales de vieja roja (Cichlasoma festae)
mediante histologia clasica.

1.4 Hipotesis

Ho: El uso de la GnRH (s) andloga en peces adultos Cichlasoma festae en un sistema de
recirculacién de agua, no genera cambios en las concentraciones esteroidales durante los
periodos de maduracién gonadal.

H;: El uso de la GnRH (s) analoga en peces adultos de Cichlasoma festae en un sistema de

recirculacién de agua, genera cambios en las concentraciones esteroidales durante los

periodos de maduracién gonadal.



CAPITULO 1
REVISION DE LITERATURA

2.1  Clasificacion taxonomica de la Vieja Roja

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Actinopterygii
Subclase Neopterygii

Orden Perciformes
Familia Cichlidae
Género Cichlasoma

Especie Cichlasoma festae

Figura 2.Vieja roja Cichlasoma festae hembra



2.1.1 Familia Cichlidae

Los peces de la familia Cichlidae, se encuentran distribuidas por todo el mundo, tienen la
capacidad de adaptarse a un amplio rango de condiciones ambientales como temperatura y
salinidad principalmente. EI manejo reproductivo de especies como la tilapia es facil de realizar y
obtener resultados positivos en su reproduccion. El género Oreochromis sp es uno de los grupos
mas grandes de la familia Cichlidae que genera interés en el incremento de su productividad,
especialmente en paises como Brasil, Colombia, Costa Rica y Ecuador, con un enfoque al
incremento de la produccion con fines de exportacién (Carrillo, 2009).

Vieja roja Cichlasoma festae puede superar los 2000 gramos de peso y tiene una longitud de
30 cm o superior cuando alcanzan su maximo desarrollo; tiene una similitud en el aspecto de una
tilapia roja (Oreochromis sp) por lo que puede confundirse a simple vista. La vieja roja o
colorada tiene una boca protréactil, labios carnosos, dientes conicos, branquio-espinas cortas,
estomago expandible; presenta una coloracion roja intensa desde el inicio de la boca hasta el
opérculo, su cuerpo es de color rojo-amarillo, atravesado en forma perpendicular al dorso por
franjas negras. La hembra de vieja roja tiene un color rojizo y verde, mas intenso y vivo que los
machos, los cuales presentan un color méas oscuro que las hembras, un color verde militar en su
mayoria, ambos presentan franjas verticales, el macho es de mayor tamafio que la hembra, ambos
tienen la capacidad de mimetizarse en cierto modo en el ambiente donde se encuentran. Los
juveniles tienen mucha similitud a los juveniles de tilapia (Oreochromis sp), destacandose el
color gris oscuro en las terminaciones de las aletas pectorales y las diez franjas negras (Gonzalez,

2017).



2.2  Caracteristicas en la reproduccion de peces

El grupo de los teledsteos estan representados por mas de 26 mil especies descritas, estas
presentan gran diversidad biologica, morfoldgica y ecoldgica. Las estrategias reproductivas de los
teledsteos es el conjunto de caracteristicas que una especie acuatica ha desarrollado para tener
éxito en la reproduccion. Las especies acudticas tienen diferentes mecanismos reproductivos y las
combinaciones con el hébitat, la fisiologia y su comportamiento son factores muy importantes
para determinar una estrategia para lograr su reproduccion. Esta estrategia puede requerir un gran
namero de huevos o poca cantidad de estos, pero con gran oportunidad para la sobrevivencia. Asi
mismo lo padres tienen que asegurar la sobrevivencia de una porcion de huevos por medio de la
defensa de los mismos o encubriéndolos y protegiendo a las crias. El lugar y tiempo son
generalmente de gran importancia en el desove de muchas especies, ya que, con buenas
condiciones ambientales, tales como la temperatura luz, etc. Los gametos desarrollan y maduran.
La luz y la temperatura juegan un papel relevante en el control del ritmo de la reproduccion de las
especies que desovan estacionalmente (Barriga, 2011).

2.2.1 Tipoy mecanismo de reproduccion

Existen varios métodos para la reproduccion de peces cultivados. La eleccion de uno u otro
método depende de la biologia reproductiva de la especie, las condiciones ambientales locales y
las instalaciones disponibles. Estos métodos se pueden agrupar en tres categorias: reproduccion
natural; reproduccién semi-artificial y reproduccion artificial (FAO, 2018).

En la reproduccion natural se colocan juntos machos y hembras en un estanque o un area para
su reproduccion, este método se utiliza para abaratar costos en una produccion piscicola. En la

reproduccion semi-artificial, se les administra a los peces una inyeccion de productos quimicos,



por ejemplo, extracto de las glandulas pituitarias o analogas de GnRH, que provocan el desove,
se controla los estanques destinados para la reproduccién dandoles las mejores condiciones para
tener una mejor calidad de los huevos fertilizados. En la reproduccidn artificial, se les administra
a las hembras una o més inyecciones de productos quimicos que regulan la maduracién final de
los oocitos en los ovarios. Los 6vulos maduros se extraen de las hembras tan pronto como
maduran, los machos también se inyectan productos quimicos, pero se tiene por separado machos
y hembras. Los huevos se fertilizan artificialmente utilizando esperma obtenido de los machos y
se incuban en condiciones controladas (FAO, 2018).
2.2.1.1 Reproduccidn ginocorica

Este tipo de reproduccidn se lleva a cabo en especies cuyos individuos adultos se reproducen
solo como machos o solo como hembras, es decir poseen un solo sistema reproductor, pudiendo
tener ovarios o testiculos, este tipo de reproduccion se da en la mayoria de especies de cultivo y
en ambiente natural (Rodriguez, Moya, & Duarte, 2015)
2.2.1.2 Fecundacion externa

Las especies de vieja roja son de fecundacion externa en su medio natural, esta consiste en que
la hembra expulsa los huevos al medio, el macho expulsa los espermatozoides al medio y se da
fertilizacion externa. La forma de desove de los peces puede ser pelégica o desovadores pelagicos
es decir que los huevos son liberados en la columna de agua y desovadores demersales, son las
especies que producen huevos con mayor densidad que el agua, tienen la capacidad de adherirse
al fondo, estos desovadores producen huevos mas grandes con mayor volumen, un ejemplo de

estas especies de cultivo son la trucha y tilapia (Gonzalez, 2017).



2.3 Endocrinologia del proceso reproductivo

Uno de los objetivos principales del cultivo de peces es la reproduccion de las especies de
mayor interés socio-econémico, la supervivencia de la especie y mejorar la calidad de la especie
con un manejo correcto por parte del ser humano. En este proceso se da el mantenimiento de los
peces en cautiverio, cuyo objeto es la comercializacién para consumo debido al contenido
proteico y en nutrientes que aporta el consumo de peces a la dieta diaria, ademas de incrementar
su produccién por enzimas de los niveles producidos en su medio natural (Carrillo, 2009).

El cultivo de peces en cautiverio o en sistema tecnificados de produccion va a variar las
condiciones reproductivas de estos en comparacion a las condiciones que se presentan en su
medio natural sin la accion antropogénica, provocando alteraciones en sus procesos fisioldgicos,
uno de ellos es su ciclo reproductivo. El periodo de domesticacion de una especie lleva un tiempo
determinado, debido a que debe adaptarse a un sistema de crianza, dieta balanceada y el manejo
zootecnista. El interés socio-econémico es indispensable para el desarrollo de un sistema de
acuicultura en cautiverio (Jiménez, 2009).

El mecanismo que regula la funcion reproductora en peces es el eje cerebro-hipofisis-génadas.
El conocimiento de este sistema es esencial para la adaptacion de una especie en cautiverio y
permite controlar las etapas de la reproduccion. Por lo tanto, la reproduccion de los peces es un
proceso complejo debido al conjunto de elementos que determinan que un organismo se
reproduzca. Los eventos reproductivos estan sujetos a multiples estimulos del medio ambiente y
de los propios organismos. La integracion de los diversos estimulos se lleva a cabo por el sistema
endocrino de los organismos que regula todos los procesos fisiologicos, incluyendo la

reproduccion (Carrillo, 2009).
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El sistema endocrino se compone de un conjunto de 6rganos y tejidos que liberan mensajeros
quimicos denominados hormonas. Las hormonas se encargan de la transmision de informacion
entre los diferentes drganos y tejidos que integran el sistema endocrino (Martos, Cadiz, Martinez,
& Mancera, 2015)

2.3.1 Regulacién y control hormonal en la reproduccion

La informacion del foto-periodo es traducida por el 6rgano pineal en una sefial neuroendocrina
que corresponde con la hormona melatonina. Esta hormona que también es secretada por la retina
en menor proporcion, parece mediar la mayoria de las actividades ritmicas y estacionales de los
vertebrados, se ha descrito numerosos ritmos de produccion de melatonina en especies de agua
dulce y agua marina. En estas especies los niveles de melatonina plasmatica se elevan durante la
noche y descienden durante el dia. Estos cambios se deben a la expresion y actividad ritmica de
la enzima serotonina N-acetiltransferasa pineal (NAT), la temperatura del agua es otro factor que
influye en esta actividad. El estimulo que producen es la descarga de GnRH en la hipofisis para la
secrecion de la hormona LH y FSH liberandolas a la circulacion plasmatica y actuando sobre
todo a nivel gonadal, donde se une especificamente a los receptores de membrana de las células
foliculares (teca y granuloso) en hembras y células de Leydig y Sertoli en machos (Carrillo,
2009).

2.3.2 Hormonas gonadotrofinas

Las gonadotrofinas GTH I y GTH Il en peces tienen una estructura muy similar basada en dos
dominios proteicos, donde uno es constante en ambas (o) y el otro especifico para cada hormona
(FSHB y LHP), sin embargo, solo la forma cuaternaria de estas proteinas es funcional (o+f).

Estas hormonas son sintetizadas en la adenohipdfisis y se sintetizan a diferencia de los
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mamiferos, en compartimentos o células secretoras separadas. No obstante, al igual que ocurre
con el resto de organismos superiores, la FSH parece estar constante a lo largo de todo el ciclo
reproductivo, se asocia al crecimiento de las estructuras germinales junto con la incorporacion de
la vitelogenina producida en el higado, incrementandose en la oogénesis y espermatogénesis y
posteriormente a estas fases, a diferencia que la LH, la cual experimenta un pico muy
significativo en el momento de la maduracion final, ovulaciébn o espermiogenénesis y
espermiacion en machos. La induccion de las gonadotrofinas no solo esta influenciada por la
accion de la GnRH, de hecho, existen otros factores que son capaces de influir y regular en cierta
medida las producciones de estas hormonas (Urefia, Gonzalez, Triana, & Linares, 2014).
2.3.2.1 Receptores especificos de gonadotropina y génadas

Los receptores especificos de las gonadotrofinas en peces son GTHRs | y GTHRs Il. GTHRs |
presenta una cierta especificidad para LH, a diferencia que GTHRs Il, que solo presenta
exclusivamente afinidad para esta hormona, algo que se vuelve méas acentuado cuando se tratan
con hormonas homologas. Las gonadotrofinas presentan receptores especificos principalmente en
gonadas, aunque se han llegado a detectar en el rifidn. No obstante, en la gonada, la presencia de
estos receptores en sus diferentes tejidos organicos no siempre es constante (Carrillo, 2009).

Se ha comprobado que la FSH puede dar lugar a una espermatogénesis completa, aunque
anormal en algunas especies sin la accion de LH. Es decir, la testosterona necesaria para finalizar
este proceso liberada por estas poblaciones celulares testiculares, puede ser también estimulada

por la accion de la FSH aunque no con la misma eficacia (Jiménez, 2009)
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2.4  Gametogénesis

La gametogénesis es el proceso de formacion de los gametos femenino y masculino, es decir
células reproductoras sexuales, ovocitos y espermatozoides respectivamente a través de los
procesos de ovogeénesis y espermatogénesis, por medio de la meiosis a partir de las células
germinales, mediante este proceso la carga cromosémica de las celulas germinales que son
diploides (2n) se reduce a haploide (n), es decir a la mitad de su carga y se completard con la
fecundacion de los gametos femenino (n) y masculino (n) para volver a su carga cromosémica
completa (2n). El Espermatozoide es en principio una célula redonda y voluminosa, que reducira
su tamafio hasta adquirir una forma alargada y EIl dvulo: célula redonda con abundante
vitelogenina ird aumentando su tamafio. Durante la gametogénesis se dan una serie de cambios
que tienen dos finalidades principales, reducir el tamafio de los cromosomas en un proceso
Ilamado meiosis y modificar la forma de los gametos (Carrillo, 2009).

2.4.1 Ovogénesis

Es la transformacion meidtica de la ovogonia en ovocito primario. Se divide en diferentes
fases teniendo en cuenta: el tamafio de los ovocitos, distribucién y presencia de inclusiones
celulares y morfologia de los cromosomas. La ovogénesis se origina a partir del epitelio del
lumen ovérico. El primer estadio en el desarrollo de los gametos femeninos es la proliferacion
celular. En esta fase las ovogonias entran en mitosis sufriendo varias divisiones celulares y
comienza la meiosis, deteniéndose en el diploteno de la primera profase. En ese momento,
cuando los oocitos, entran en una fase de crecimiento, que varia segun las especies, pero que en
general se debe a la acumulacion de proteinas complejas que formaran el vitelo, la proteina es la

vitelogenina, esencial para la formacion del ovocito (Fernandez, 2011).
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Crecimiento primario: Es la conversion de la oogonia en ovocito |, no depende de GTH cada
ovocito se rodea de células foliculares denominadas células de la teca y granulosa: secretoras de
membrana basal. EI ovocito posee un nucleo grande central con 1 nucléolo, delgada capa del
citoplasma (Fernandez, 2011).

Estado perinuclear: El oocito crece 1000 veces en relacion a su tamafio en el crecimiento
primario, el nlcleo crece y se ubica en una posicion exceéntrica e incrementa en nimero de
nucléolos. El citoplasma se tifie intensamente, pero en el estado mas avanzado pueden observarse
vacuolas que marcan el inicio de alveolos corticales. El oocito se rodea de células tecales y
células superficiales de aspecto escamoso y forman los cromosomas plumosos que indican
procesos de transcripcion. Ademas se evidencia la presencia del “Cuerpo de Balbiani” o nucleo
de vitelo amorfo en el citoplasma perinuclear. La fabricacion de organelos citoplasmaticos, esta
formado por ribo-nlcleo proteinas asociadas a mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmatico y cuerpos multivesiculares. La superficie del oocito se extiende y contacta con
células alrededor de estos, de estas células se forman precursores de la membrana vitelina, los
oocitos en este estado de desarrollo estan presentes en los ovarios y son propios de hembras
juveniles. Asi pueden permanecer durante afios (Kiewek, 2009).

Alvéolos corticales o previtelogénesis: Es una fase dependiente de las gonadotropinas
circulantes, en la que aparecen vesiculas del vitelo en el citoplasma y se ubican inicialmente
alrededor del ndcleo, luego migran a la periferia del citoplasma. Los alveolos incorporan
histidina, mucopolisacaridos y glucosa sintetizados dentro del oocito, con abundantes residuos de

acido siélico y vacian su contenido dentro de la membrana del huevo en el espacio perivitelino
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durante la fecundacion. En esta etapa comienza a formarse la zona pellcida. Es importante
recalcar que la meiosis esta detenida (Yzasiga & Zelada, 2017)

Vitelogénesis: Es el evento encargado del crecimiento de los ovocitos en los peces. Su funcion
principal es el secuestro y empaquetamiento de la vitelogenina. El estradiol producido dentro del
ovario bajo la influencia de las gonadotropinas es introducido hacia el tejido vascular y estimula
la sintesis y la secrecién de la vitelogenina en el higado y que viaja a través del torrente
sanguineo a su lugar de accién. La vitelogenina (VTG), es una glicolipofosfoproteina de plasma
especifica de las hembras en estado de maduracion gonadal y coincide con la aparicién de
granulos de vitelo por debajo de la membrana vitelina. Los niveles maximos de VTG se observan
dos meses antes del desove en peces sincrénicos y se mantienen elevados durante toda la época
de desove y también post-desove. En la finalizacion de la vitelogénesis hay una aparicion de la
hormona GtH Il1, que induce una disminucion a nivel plasmatico del estradiol y aumentando del
nivel del esteroide inductor de la maduracion (MIS) que induce la maduracion final del ovocito

(Kiewek, 2009).
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Figura 3.Proceso de la vitelogénesis en peces.
Fuente: (Yzasiga & Zelada, 2017).
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Maduracion: Reinicia la meiosis, migracion del ndcleo con fusion de membranas y se forma el
primer corpusculo polar, para luego realizar la ovulacion. Las células de la granulosa pierden
actividad aromatasa y decrecen las concentraciones de 17 p-estradiol posterior a ello se corta el
proceso de feedback negativo produciéndose mayor cantidad de LH. En peces que son
desovadores parciales parecen tener menores niveles de progesterona y mantienen altas
concentraciones de estrogenos circulantes, posiblemente a una yuxtaposicion del esteroide

asociado con la madurez y la actividad gametogénica (Carrillo, 2009).

Oocito vitelogeénico Oocito maduro

Figura 4. Diferenciacion de un oocito vitelogénico y un oocito maduro,

presencia de la zona pellcida (ZP) y zona granular (ZG)
Fuente: (Kiewek, 2009).

Durante el crecimiento y maduracion del ovocito, en el foliculo se forma:
- Membranas Primarias, retiene el évulo despueés de la ovulacion, esta compuesta de:
- Membrana Plasmatica y vitelina
- M. Secundaria, retenida por el ovario como formacion residual del foliculo luego de la
ovulacion. Esta compuesta de:
- Membranas tecales conjuntivas

- Membranas de células foliculares o granulosa



- Zona radiata externa
- Zonaradiata interna

- Zona estriada celular, con tibulos vacios que permiten ingreso de nutrientes. Esta

16

membrana se ha ido adaptando a través de la filogénesis del huevo, trayendo consigo

cambios en su organizacion.

Esquema del crecimiento y maduracién del oocito

Los oocitos producidos a partir de la entrada en meiosis de las oogonias detienen el ciclo

meidtico celular en la profase | y crecen de tamafio principalmente por la acumulacion de

vitelo (vitelogénesis). Los oocitos se detienen en profase I, son inmaduros, a la vez que los

individuos no han alcanzado la madurez sexual, En respuesta a la sefial hormonal en el

momento que los individuos han alcanzada la madurez reproductiva los oocitos inmaduros

prosiguen la meiosis hasta la metafase Il y son ya maduros (Fernandez, 2011).

Maduracidn del oocito

o
Fhrh.lr? dia la Erhlsndrnﬁdel ”
Entradaen Re ih:au:mn Vitalogé- ”:ﬁ.,f,‘,‘,; p’i’”"r;;;'f_ Ll
meiogis rms:s
0—0—-0—
Cogonia Previtalogénicos
Postvitelogénico
(detanido en profasa I) mmanldc an malal'asa Iy
— Meiosis
: Anal
i Frofase | Metafase | Metafase Il
Mitosis G1 & Gz [ Telofase |
M-fase

Figura 5. Esquema del crecimiento y maduracion de ovocito
Fuente: (Kiewek, 2009).
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2.4.2 Estructura gonadal
2.4.2.1 Anatomia de los ovarios

Son estructuras en pares, alargadas, con un peso, volumen y coloracion definida de acuerdo a
su ciclo reproductivo o estadio de desarrollo de las gonadas. Esta constituido por tejido
conjuntivo, lamelas ovuligeras, células germinativas que comprende las ovogonias, ovocitos pre-
vitelogénicos, ovocitos vitelogénicos y ovocitos maduros. El Foliculo ovarico estd constituido
por las capas foliculares: teca y granulosa. El ovocito propiamente dicho esta constituido por la
zona pelucida, vesicula germinal o nacleo, granulos de vitelo y vesiculas de vitelo. El ovario de
los peces teledsteos, puede ser desde un simple saco, hasta un sistema complejo con funciones
especificas para el almacenamiento del esperma, fecundacién de los oocitos y como fuente de

alimentacion en el desarrollo del embridn en casos de ovo-viviparismo (Yzasiga & Zelada, 2017).

Pabelléon

_— Ovario

— Oviducto
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T Conducto
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" Orificio
/ del conducto
arquinéfrico

Intestino
Cloaca

Figura 6. Anatomia del aparato

urogenital de peces hembras
Fuente: (Romero, 2009).
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Dependiendo del ritmo de desarrollo de los oocitos en diferentes especies de teledsteos, se han
distinguido y caracterizado tres tipos de ovarios:

- Sincronismo: Todos los oocitos crecen y maduran al mismo tiempo de forma paralela.

Caracteristico de especies de solo una puesta por vida o anual.

- Sincronismo por grupos: Los oocitos del ovario se agrupan en dos grupos de dos estadios
diferentes. Caracteristico de especies de 4-5 puestas por temporada, con intervalo entre
puesta y puesta relativamente corto.

- Asincronismo: El ovario del animal presenta todos sus oocitos con estadios de desarrollo
independientes careciendo de sincronia. Se caracterizan porque realizan varias puestas
durante su largo periodo de puesta (Fernandez, 2011).

2.4.2.2 Estructura del ovocito en peces

Zona radiata o pellcida: Esta formada por 2 capas celulares, por una capa interior gruesa y
capa exterior delgada. La zona radiata esta atravesada por poros que permiten que las células del
foliculo envien su material al oocito.

Granulosa: Juega un papel fundamental en la formacion de esteroides sexuales: Como es el
caso de 17a.20B Dihidroxipregnenolona (17a.203 DHP) precursora de la maduracion de los
ovocitos y posterior ovulacion. Es importante en la atresia o degradacion del oocito.

Ovaocito: es la célula germinal femenina derivada de la oogonia y célula sexual de la hembra
formado por el ndcleo, ooplasma, oolema y zona radiata, las dos Ultimas mencionadas originan el
corion.

Foliculo: Es una estructura anatémico-funcional, es parte del ovario y el ovocito es la célula

gue ira madurando en una parte microscopica de pared interna de un foliculo a lo largo del ciclo
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ovarico espontaneo, contiene células que producen estrogenos, necesarios para el normal
desarrollo de la maduracion de los 6vulos, estd formado por el ovocito y la pared folicular que

estd compuesta por células de la granulosa, teca y epitelio superficial (Fernandez, 2011).

Zona radiada 4—Epitelio superficial

Envuelta vitelina Granulosa

Ooplasma eca Capilares

Pared S\_ F. Colagenas
Fibroplastos

Cel. de la teca

Figura 7. Estructuras del ovocito de peces hembra
Fuente: (Yzasiga & Zelada, 2017).

2.4.3 Espermatogenesis

La espermatogénesis es el proceso por el cual un pequefio nimero de células diploides, las
células madre de las espermatogonias, producen un numero elevado de células haploides
especializadas, los espermatozoides. En peces, las hormonas hipofisarias, hormona foliculo
estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), estimulan la produccion de hormonas
esteroideas sexuales en el testiculo. Es un proceso que consta en dos etapas proliferativas:
renovacion de las células madre y proliferacion mitética de las espermatogonias, seguidas por la
meiosis y espermatogénesis, durante la cual las espermaticas haploides se transforman en
espermatozoides, vectores genémicos flagelados maéviles. De este modo, un pequefio nimero de
células madre espermatogoniales diploides, producen espermatozoides altamente diferenciados

que contienen un genoma haploide recombinado. El desarrollo de la espermatogénesis es
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regulado por diferentes hormonas que se unen a sus respectivos receptores y por factores de

crecimiento (Vézquez, 2012)

Célula de Leydig <= = = = LH

11B-HSD
11KT L] P
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- I 1 I
Activina B IGF | 22 | I
R M 1
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A A A
Renovaci6n de las Proliferacion Meiosis Espermiogénesis Maduracion
espamatogonias espermatogonial del esperma

Figura 8. Proceso de la espermatogénesis

Fuente: (Yzasiga & Zelada, 2017).

A continuacion, se detallan las principales fases de la espermatogénesis:

Fase mitotica: En esta fase las células germinales se presentan como diferentes generaciones

de espermatogonias A, incluidas las células madre germinales y las espermatogonias A

diferenciadas. Esta poblacion de células se corresponde con las células madre de la

espermatogénesis y se auto-renuevan. La fase mit6tica presenta variaciones en el nimero de tipos

celulares que la constituyen en las distintas especies de peces, debido a que el nimero de mitosis

que tiene lugar en la etapa de proliferacion y el punto de inflexion, en el cual el proceso de

espermatogénesis continta irreversiblemente hasta la aparicion de espermatozoides, son
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especificos de cada especie. El inicio de la espermatogénesis conlleva una serie de divisiones
mitéticas que producen un aumento en las espermatogonias por quiste que se denominan
espermatogonias B (tempranas o tardias) (Gémez, 2012).

Fase meidtica: En esta etapa las espermatogonias B tardias se diferencian en espermatocitos
primarios que entran en la profase de la primera division mei6tica, produciendo al final de la
misma espermatocitos secundarios, estos entran en la metafase de la segunda division meiética
generando, al final de la divisién, células haploides o espermatidas.

Fase espermiogénica: Aqui las espermatidas haploides se producen una serie de cambios
morfolégicos que las transforman en espermatozoides. Al final de la espermatogénesis, cuando
los puentes intercelulares se han roto y los espermatozoides se han individualizado, las uniones
complejas entre las células de Sertoli sufren una alteracion que termina con la aparicion del quiste
y la liberacion de los espermatozoides hacia la luz tubular (Kiewek, 2009).

Fase de maduracion. En esta fase los espermatozoides adquieren la motilidad y la capacidad
de fertilizacion mientras que en la fase mitotica el nUmero de generaciones de espermatogonias
viene determinado genéticamente para cada especie, las otras fases presentan grandes similitudes
entre las diferentes especies de peces vertebrados Segun progresa la espermatogénesis hay una
disminucion relativa de quistes de espermatogonias diferenciadas y de espermatocitos y un
aumento de quistes de espermatidas y espermatozoides, este proceso varia de acuerdo a cada

especie (Gémez, 2012).
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espermatogonia ‘ M. basal
AN

espermatocito

Figura 9. Estructuras durante proceso de

espermatogénesis en peces
Fuente: (Yzasiga & Zelada, 2017).

2.4.3.1 Anatomia de los testiculos

Los testiculos de los peces es un 6rgano par, alargado que estd unido a la parte dorsal de la
pared del cuerpo por mesorquio y que estan recubiertos por una capa de tejido conectivo Ilamada
capsula testicular, la tanica albuginea. El testiculo conecta con el exterior mediante un conducto
deferente que se origina en su region dorsal y que abre al exterior en la papila urogenital y como
ocurre en otros peces vertebrados, estos Organos estdn constituidos por el compartimento
germinal y el intersticial, ambos separados por una membrana basal. El primero comprende un
epitelio seminifero compuesto por las células germinales y las células somaticas, células de
Sertoli. El segundo estd compuesto por tejido conectivo que contiene las células esteroidogénicas
o celulas de Leydig, fibroblastos, fibras colagenas, células mioides, células sanguineas, vasos
sanguineos y fibras mieliticas (Urefia, Gonzélez, Triana, & Linares, 2014)

Los testiculos presentan una caracteristica particular debido a que pueden organizarse y
presentarse siguiendo dos patrones diferentes, el patron tubular y el lobular. Al igual que ocurre
en el resto de especies, las células de Sertoli que forman parte del epitelio germinal ejercen una

funcion de atencidon y mantenimiento de las espermatogonias. Esta caracteristica sirve para
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diferenciar peces teledsteos de tetrapodos amniotas, ya que las células de Sertoli contactan con
varios clones de células germinales, pero solo puede mantener un determinado nimero de ellas,
mientras que los peces, las células de Sertoli acompafian con porciones citoplasmaticas a estas
células germinales, gracias a que las células de Sertoli realizan un proceso de mitosis paralela a

estas (Jiménez, 2009).

Conducto
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Figura 10.Anatomia del aparato

urogenital de peces machos
Fuente: (Romero, 2009).

La produccion de factores como la 11KT y activina B por las células de Leydig tras la
estimulacion con FSH principalmente, ejerce una importante funcion reguladora de la
espermatogénesis, ejerciendo un control positivo del ciclo cuando estos factores se acumulan en
el plasma. El esperma en la mayoria de las especies necesita una capacitacion que solo adquiere
cuando llega los conductos deferentes o es liberado al medio acuéatico donde la especie requerira

unos parametros especificos. Ademas, se ha podido comprobar que los espermatozoides
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presentan en sus membranas receptores para la progesterona, siendo esta un factor que facilita e

incrementa la motilidad y maduracién final espermética (Fernandez, 2011).

/\‘Scabeza
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Figura 11.Anatomia del espermatozoide

maduro de peces machos
Fuente: (Romero, 2009).

2.5  Factores ambientales en la reproduccion

Para que la reproduccion tenga éxito es preciso que se produzca una sincronizacion de los
reproductores entre si y de éstos con las variaciones de los factores ambientales. Esta
sincronizacién permitira que los individuos maduren simultaneamente y en el momento mas
idoneo para garantizar una mayor supervivencia de la progenie. La sincronizacion de los
individuos con los factores ambientes influye directamente en el ciclo reproductivo de peces
teledsteos, estos presentan cambios en sus niveles hormonales en su medio natural, tales como
foto-periodo, temperatura, oxigeno disuelto, pH, salinidad y la disponibilidad de nutrientes
(Fernandez, 2011).

Los factores ambientales son los responsables de la induccién inicial del desarrollo gonadal,
las hormonas producidas por el sistema endocrino son las que controlan éste proceso. El sistema

nervioso endocrino actda conjuntamente para coordinar los eventos reproductivos. La percepcion
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de estimulos ambientales como el foto-periodo y la temperatura entre otros esta regida por el

sistema nervioso e incluye el paso desde los receptores sensoriales al cerebro (Jiménez, 2009).

EJE REPRODUCTIVO EN PECES
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_ANDROGENOS -
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Figura 12.Esquema del eje reproductivo en peces

2.6 Esteroides sexuales

Las hormonas esteroideas sexuales son sintetizadas en las gonadas debido al estimulo de las
gonadotropinas y posteriormente depositadas en el torrente sanguineo para su focalizacion y
efecto.

Los esteroides mas estudiados son Estradiol (E2), Testosterona (T) y 11-Ketotestosterona (11-
KT). Las concentraciones de estos esteroides en el plasma sanguineo permiten tener un control

reproductivo del pez en el eje hipotalamo-gonada (Kiewek, 2009).
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2.6.1 Los andrégenos

En los machos se sintetizan en las células de Leyding, son fundamentales para la
gametogénesis, el control reproductivo y desarrollo de caracteres sexuales secundarios.
Testosterona (T) y 11-Ketotestosterona son fundamentales para el dimorfismo sexual de los
peces. La T es producida dentro de la génada y es precursora de la 11-KT. Los niveles mas altos
de T y 11-KT se encuentran en concentraciones elevadas durante la época reproductiva
coincidiendo con la presencia de espermatozoos, el incremento es prologando durante la
gametogénesis y desove (Jiménez, 2009).
2.6.2 [Estrdgenos

El estradiol E2 es el responsable de la diferenciacion sexual de las hembras, a su vez se
relaciona con el comportamiento reproductivo. Los bajos niveles de E2 tienen como
consecuencia la interrupcion del proceso de vitelogénesis que se traduce en la degradacion de los
ovocitos y en ciertos casos al desarrollo de testas. El precursor de la E2 es la T, en el proceso de
sintesis se involucra las células de la teca y granulosa, ademas de ser un factor para la produccion
de esteroides durante la maduracion sexual de los peces. La E2 estimula la produccion de VTG
ademas del incremento de la LH. La E2 a nivel gonadal estimula el desarrollo y crecimiento de
los ovocitos (Fernandez, 2011).

2.7  GnRH (a): caracterizacion

Los analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) tienen capacidad de unirse
con mayor afinidad al receptor de GnRH de forma que producen una supresion hipofisaria tras un
aumento inicial en la liberacion de gonadotropinas. Las ventajas que presentan este tipo de

farmacos es que minimizan los picos prematuros de LH, disminuyen el nimero de ciclos
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cancelados por ovulaciones enddgenas, permiten programar la fecha de la puncién folicular y
consiguen un desarrollo folicular sincronico. Sin embargo, su uso provoca insuficiencia del
cuerpo lateo, presentan mayores tasas de cuadros de hiper-estimulacion ovéarica y hacen necesario
el uso de mayores dosis de gonadotropinas (Cisneros, 2007).

La manipulacion del control ambiental para reproducir peces silvestres en cautiverio es
factible en pocas especies, por ello, el uso de métodos quimicos resulta ser una alternativa ante
esta limitacion. Estos métodos estan basados en el mecanismo secuencial hipotalamo-hipofisis-
gobnada, mecanismo que puede ser controlado en cada uno de sus tres niveles, inhibiendo o
promoviendo respuestas en el proceso reproductivo. Desde la década de 1930 hasta mediados de
1970 se desarrollaron técnicas de hipofisacion. Estas técnicas consisten en inyectar CPE (extracto
de pituitaria de carpa), SPE (extracto de pituitaria de salmoén) y/o cualquier extracto a partir de
hipofisis de peces para inducir la maduracion final y el desove. A partir de 1970 se empezaron a
desarrollar técnicas que estimulan la produccion de gonadotrofinas endogenas por la hipdfisis del
pez inducido. Estas técnicas estan basadas en el uso de hormonas liberadoras de gonadotrofinas
(GnRH) de mamiferos o analogos estructurales de ellas. Experimentos en laboratorio han
comprobado que los GNRH analogos (GnRHa) son més efectivos que los GnRH nativos debido a
la modificacion en su estructura molecular, la cual evita la degradacion de la hormona por
acciones enzimaticas (Cruz, Velasco, & Medina, 2006)).

Las gonadotrofinas obtenidas de mamiferos utilizadas en la induccion de peces pueden ser
hipofisiarias (LH, hormona luteinizante; FSH, hormona foliculo estimulante) o placentarias

(HCG, gonadotrofina coriénica humana; PMSG, gonadotrofina sérica de yegua prefiada),
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mientras que las gonadotrofinas provenientes de peces son de origen hipofisiario y son la GtH-1y
GtH-11, funcionalmente homdlogas a la FSH y LH, respectivamente (Cisneros, 2007).
2.7.1 Aplicaciones de GnRH (a)

La aplicacion de GnRH anéaloga es para inducir al desove y espermiacion de especies
acuicolas en cautiverio. Espinoza, (2010) afirma haber implementado el proyecto “Induccién del
desove y espermiacion de anchoveta peruana Engraulis ringens (Jennyns, 1842) en cautiverio
mediante la inyeccion de un andlogo de GnRH”. La finalidad fue obtener desoves de ejemplares
de Engraulis ringens en cautiverio para realizar pruebas experimentales con huevos y larvas; en
el proyecto se evalu6 el efecto de inyecciones de acetato de buserelina (un analogo de GnRH;
GnRHa) sobre desove y espermiacion. Ademas, se utilizé6 domperidona (DOM) para eliminar un
posible control dopaminérgico en la liberacion de gonadotropinas enddgenas en esta especie. Se
inyectaron intraperitonealmente ejemplares maduros con 0,005 ug GnRHa g-1 pez (GnRHa);
0,005 pg GnRHa g-1 pez + 0,01 mg DOM g-1 pez (GnRHa+DOM) o solucion salina a 0,9%
(SS). Hubo un efecto inductor de los tratamientos con GnRHa y GnRHa+DOM sobre el desove.
Los desoves ocurrieron entre 24 y 48 h post-inyeccion (p.i.) y los porcentajes totales fueron
57,3% y 20,9% con GnRHa y GnRHa+DOM respectivamente, los cuales fueron
significativamente diferentes (P < 0,05). El efecto de la hormona sobre la expulsion de semen fue
inmediato en el tratamiento con GnRHa (44,4%), siendo el porcentaje de machos expulsantes a 0
horas p.i. significativamente diferente al control (0 %) (P < 0,05). EI mé&ximo porcentaje de
machos expulsantes se observé a las 12 horas p.i., siendo 85,7% con GnRHa y 75,0% con

GnRHa+DOM, entre los cuales no se encontré diferencias significativas (P > 0,05).
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El proyecto “Efecto de la inyeccion de un analogo de GnRH sobre la maduracion final
ovocitaria y perfiles plasmaticos de esteroides gonadales en anchoveta peruana (Engraulis
ringens)” cuya finalidad fue determinar el efecto de un analogo de GnRH sobre la maduracion
final ovocitaria y los perfiles plasmaticos de testosterona (T), 17 Estradiol (E2) y 17a, 208
dihidroxiprogesterona (17a, 20p DP) en ejemplares de E. ringens. Los individuos para este
estudio fueron capturados en la Bahia del Callao, en su ambiente natural y fueron acondicionados
al cautiverio en tanques de 10 m3 con aeracién constante, temperatura del agua de 16 °C,
recirculacion de agua de mar y alimentacion ad libitum durante un periodo de un mes, para su
aclimatacion. Una vez que los peces alcanzaron la madurez gonadal, se procedi6 a inyectarles
0,005 pg GnRHa g-1 de peso corporal; 0,005 ung GnRHa g-1 de peso corporal + 0,01 mg DOM g-
1 de peso corporal y 0,9 % de solucion salina. Como GnRHa se emple6 acetato de buserelina y
como antidopaminérgico se empled domperidona. Transcurridas 0, 12, 24 y 48 h post inyeccion
(pi) grupos de peces fueron sacrificados con la finalidad de extraer las gonadas y colectar la
sangre para determinar el efecto de la hormona sobre la maduracion final ovocitaria. Los
resultados obtenidos determinaron que la inyeccion de acetato de buserelina a 0,005 pg g -1 de
peso corporal induce la maduracion final ovocitaria en hembras maduras de E. ringens 12 horas
pi, culminando con el desove entre las 24 y 48 horas (Cisneros, 2007).

2.8 Técnicas de Inmunodeteccion ELISA

Los test de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ‘ensayo por inmuno adsorcion
ligado a enzimas’) son ensayos in vitro utilizados para la medicion de anticuerpos y antigenos.
La técnica de ELISA ha sido disefiado para detectar un anticuerpo (Acs) dirigido contra un

antigeno Permite determinar la concentracion de una molécula (o antigeno) con alta sensibilidad.
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Se inmoviliza el antigeno a detectar o los anticuerpos especificos sobre el fondo de un pocillo de
plastico, y, posteriormente se lleva a cabo la deteccion con Acs unidos a enzimas, mediante un
lector de placas de ELISA (Ortega, 2015)
2.8.1 Antigenos

Un antigeno es una sustancia extrafia al organismo, que induce la formacién de anticuerpos
por parte de los linfocitos, como medio de defensa de un individuo Mientas que un anticuerpo es
una sustancia que produce el sistema inmunoldgico ante la presencia de un agente extrafio.
Ambos componentes, antigeno y anticuerpo, interactian mediante epitopes, que son componentes
del antigeno, a estos se une un determinado anticuerpo por afinidad para producir distintas

reacciones en el organismo (Ortega, 2015).
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Figura 13.Esquema de

la técnica ELISA
Fuente: (FAO, 2018).
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2.8.2 Respuesta inmunitaria

Respuesta humoral: Se producen anticuerpos a través de las células plasmaticas, que se unen a
los antigenos para producir reacciones que destruirdn a los antigenos para luego ser fagocitados
por los macréfagos. Este tipo de respuesta se genera frente a organismos extrafios. Respuesta
celular. este tipo de respuesta es algo ineficaz para destruir a antigenos que se encuentran dentro
de las células del organismo, pues consiste en la destruccion de las células que poseen a los
microorganismos extrafios para evitar su proliferacion, de este modo pueden destruir células
tumorales (Ortega, 2015)
2.8.3 Tipos de ELISA
2.8.3.1 ELISA directo

Los pocillos se recubren con la solucién donde se encuentra el antigeno a detectar, y a
continuacion, la placa se incuba con Acs especificos frente a dicho antigeno, conjugados a una
enzima. Tras lavar para eliminar aquellos anticuerpos no unidos, se lleva a cabo la reaccion
colorimétrica. La coloracion que aparece es proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra (Gonzalez, 2017).
2.8.3.2 ELISA indirecto

Los pocillos se recubren con el antigeno, pero primero se incuban con Acs primarios no
marcados especificos frente al antigeno, y, a continuacion, después de lavados, la placa se incuba
con Acs secundarios frente a los primarios, conjugados a una enzima. Presenta mayor
sensibilidad que el ensayo directo, ya que a cada Ac primario se le pueden unir varios Acs
secundarios, amplificando la sefial. Este ensayo es util para la cuantificacion de Acs en una

muestra (Gonzalez, 2017).
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2.8.3.3 ELISA tipo «sandwich»

Esta variacion utiliza dos tipos de Acs, los dos son especificos frente al antigeno. Los
pocillos se recubren con Acs primarios especificos. Tras bloquear y lavar la placa, se incuba
con la muestra donde se encuentra el antigeno a detectar, y, después de multiples lavados, se
incuba con Acs conjugados a enzimas dirigidos frente a un epitope diferente del antigeno
seguido de otra incubacion con Acs secundarios marcados. Esta variacion de ELISA presenta
bastante especificidad y es Util para deteccién y cuantificacion de moléculas grande (Luna,
2013).
2.8.3.4 ELISA competitivo

Es el Elisa mas sensible y versétil, el antigeno o anticuerpo se adhieren al plastico y va a
existir una competencia por aquellos que estén en solucion, marcados o no con enzima. En el
proceso de lavado se retiran aquellos anticuerpos que reconocen al antigeno en forma soluble y
por tanto la sefial detectada en el pocillo sera inversamente proporcional a la cantidad de
antigeno presente en la muestra. Es una técnica util para la deteccion y cuantificacion de
moléculas pequefias (Gomez, 2012)

2.8.4 Fundamento para la deteccion de Estradiol

El estradiol (E2) es una hormona esteroidal producida a partir de la testosterona a través de la
aromatasa en las células de la granulosa de los foliculos ovaricos. El estradiol es un factor que
permite el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias en los individuos. El fundamento
para la deteccidn se basa en la competencia entre el estradiol nativo y un estradiol conjugado de
acetilcolinesterasa (AChE) (Estradiol AChE Tracer) por un tiempo limitado con cantidad de

antisuero de estradiol. Porque la concentracion de Estradiol AChE se mantiene constante
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mientras que la concentracion de estradiol nativo varia, la cantidad de Estradiol AChE Tracer que
puede unirse al antisuero de Estradiol serd inversamente proporcional a la concentracion de
estradiol nativo en el pocillo. Este complejo anticuerpo-estradiol se une a la IgG monoclonal de
ratobn anticonejo que se ha adjuntado previamente al pocillo. La placa se lava para eliminar
cualquier reactivos no unidos y reactivo de Ellman’s que contiene el sustrato a AChE, el cual se
agrega al pocillo. El producto de esta reacciéon enzimatica tiene un color amarillo distintivo color
y absorbe fuertemente a una longitud de onda de 414 nm. La intensidad de este color,
determinada espectrofotométricamente, si es proporcional a la cantidad de Estradiol AChE Tracer
unido al pocillo, que es inversamente proporcional a la cantidad de estradiol nativo presente en el
pocillo durante la incubacién (Luna, 2013).

2.9  Histologia gonadal

La histologia estudia la composicion estructural de los tejidos de un organismo, ademas
permite realizar una descripcion de los elementos funcionales en la fisiologia de los sistemas de
un individuo, ademés del entendimiento de las alteraciones morfoldgicas y funcionales de los
tejidos estructurales. Asi mismo, la captacion en profundidad con base en un buen conocimiento
de la relacion entre estructura, composicion molecular y funcion. Los estudios histologicos de los
gametos, permiten un andlisis detallado y preciso del cambio que presentan en las etapas de
desarrollo, lo que permite determinar tallas medias de madurez, las que sirven como soporte para
establecer las tallas medias de captura de los peces y de esta manera realizar una pesca sostenible,
permitiendo la reproduccidn de las especies de interés. La importancia de la histologia gonadal en

vieja roja Cichlasoma festae permite determinar las tallas de madurez sexual, cuando son aptas
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para la reproduccion, logrando la supervivencia de especies amenazadas cémo es Cichlasoma
festae (Castro, 2011).
2.9.1 Estadios gonadicos hembras
2.9.1.1 Estadio |

En el estadio | de inmadurez no se puede distinguir entre ovarios y testiculos, su apariencia es
de sacos muy delgados y traslicidos, mientras que en el caso de las hembras es posible observar

células foliculares (Pefia, Gomez, & Garcia, 2011)

Figura 14.Corte histoldgico de ovarios de M. australis en

etapa de desarrollo Crecimiento primario. (100x) Tincion H&E
Fuente: (Castro, 2011).

2.9.1.2 Estadio Il

Los ovarios estan en etapa de maduracion y se distingue dos tamafios en los ovocitos: 100-1
000 um y de 1 001-2 000 pm con numero variable de foliculos. En este estadio se observan
foliculos en etapa de previtelogénesis, es decir, presentan un nucleo prominente, céntrico y
citoplasma baséfilo, ademas de foliculos en vitelogénesis temprana. Los dos tipos de foliculos

estan rodeados por una capa simple de células aplanadas o conocidas como células de la teca y
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otra capa de células cubicas o conocidas cdmo células de la granulosa, ademas de esto se puede
apreciar la zona pelucida y el citoplasma, que en este estadio es altamente basofilo; el nucleo o
vesicula germinal se caracteriza por ser prominente y céntrico con numerosos nucléolos en la

periferia (Pefia, Gomez, & Garcia, 2011).

Figura 15.Corte histoldgico de ovarios de M. australis en etapa

de desarrollo Alveolo cortical. (100x) Tincion H&E
Fuente: (Castro, 2011).

2.9.1.3 Estadio Il

Para el estadio 11l los ovocitos estdn maduros, los foliculos se clasifican en tres tamafios, de
100 a 1 000 pm, de 1 001 a 2 000 um y de 2 001 a 3 000 um. Este estadio se caracteriza por la
presencia de foliculos tanto en etapa de previtelogénesis como en etapas de vitelogénesis
temprana y avanzada. Debido a que el ovario se encuentra en la etapa de maduracion, se puede
apreciar la presencia de foliculos atrésicos, los cuales no son propios de este estadio, el fenémeno
se puede presentar en cualquiera de las etapas del desarrollo del foliculo. Se distingue la pared del
foliculo dividida en tres capas: externa o células de la teca; la media 0 membrana basal e interna

o celulas de la granulosa que esta compuesta de epitelio cubico-ciliado, seguida del tejido



36

conjuntivo que sirve de sostén a los foliculos. La capacidad del ovocito para ingresar en la
maduracién esta acompafiada del incremento de las uniones intracelulares entre las células de la
granulosa e intercelulares entre las células de la granulosa y el ovocito. Ademas de la sintesis de

Conexina, la cual es una proteina constitutiva de estas uniones (Pefia, Gomez, & Garcia, 2011).

Figura 16.Corte histoldgico de ovarios de M. australis en

etapa de Vitelogénesis
Fuente: (Castro, 2011).

2.9.1.4 Estadio IV

Es la etapa de maxima maduracion o ya de reproduccién y en ella se distinguen dos tamafios
de foliculos, de 100 a 1 000 um y de 2 001 a 3 000 um. Los foliculos completan el crecimiento
vitelogenético y aumentan considerablemente su tamafio; en ellos se observa que las células
foliculares se han trasformado en una capa sencilla. En esta etapa, la vesicula germinal migra
hacia el polo animal del foliculo, los cromosomas se condensan y se emite el primer cuerpo polar.
Es posible observar foliculos pequefios en etapa de previtelogénesis, propios del estadio I. El

foliculo esta ocupado casi en su totalidad por granulos de vitelo y vacuolas lipidicas, el tejido
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conjuntivo se ha reducido al minimo y la zona pelicida se mantiene notoria (Pefia, Gomez, &

Garcia, 2011).

Figura 17.Corte histoldgico de ovarios de M. australis en etapa

de desarrollo Maduracion (maduros). (40x) Tincion H&E
Fuente: (Castro, 2011).

29.15 EstadioV

Es el estadio de recuperacion, los ovocitos son expulsados del lumen ovérico y estan listos
para ser fertilizados. El ovario muestra paredes flacidas, translicidas o sanguinolentas, con dos
tamarfios de foliculos: 100-1 000 y 2 001-3 000 um, con mayor presencia de foliculos pequefios y

pocos o ausencia de los foliculos mas grandes (Pefia, Gomez, & Garcia, 2011).
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Flgura 18. Corte hlstologlco dg ovarios de M. australls

en etapa Desovados. (40x) Tincion H&E
Fuente: (Castro, 2011).

2.9.2 Estadios gonadicos machos
2.9.2.1 Estadio |

En este estadio no es posible diferenciar los testiculos de los ovarios a simple vista; sin
embargo, las gbnadas inmaduras presentan forma de filamentos transltcidos paralelos a la vejiga
natatoria. Ademas, presentan un revestimiento de tejido conectivo y vasos sanguineos que se
proyectan hacia el interior formando los septos que separan los Iébulos (Pefia, Gomez, & Garcia,

2011).

Flg'ura 19.Corte histoldgico de testiculos de M. australis
en estado Inmaduros
Fuente: (Castro, 2011).
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2.9.2.2 Estadio Il

En este estadio de desarrollo los testiculos pueden ocupar entre 10% y 20% de la cavidad
celdmica, es posible observar algunas espermatogonias, tienen en forma redondeada, acidofila,
las cuales son las mas abundantes, ademas espermatocitos primarios, secundarios y algunas

espermatidas y espermatozoides en los Iébulos (Pefia, Gomez, & Garcia, 2011).

Figura 20.Corte histologico de testiculo de M. australis en estado de desarrollo
Espermatogeénesis. (40x) Tincion H&E. (=) Espermatidas
Fuente: (Castro, 2011).

2.9.2.3 Estadio Il

En este estadio de maduracion es posible observar que los I6bulos se encuentran llenos de
células espermatogénicas, ademas de que los espermatozoides comienzan su migracion hacia los

con- ductos eferentes (Pefia, Gomez, & Garcia, 2011).
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estado Espermiogénesis. (40x) Tincion H&E
Fuente: (Castro, 2011).
2.9.2.4 Estadio IV
En este estadio de desove los I6bulos seminiferos estan totalmente Ilenos de espermatozoides.
El tejido conjuntivo es poco y no se observa otras fases de desarrollo de células espermaticas

(Pefia, GoOmez, & Garcia, 2011).

Figura 22.Corte histol6gico de testiculos de M. australis

en estado Espermiacién. (40x) Tincion H&E
Fuente: (Castro, 2011).



41

2.9.25 EstadioV

En este estadio los testiculos, en los cuales se ha producido la espermiacion, se observa que los
I6bulos se encuentran vacios y que existe alguna cantidad residual de espermatozoides en el
lumen. Durante la maduracion del testiculo la longitud y el didmetro se incrementan conforme la

maduracion se lleva a cabo (Pefia, GOmez, & Garcia, 2011).

Figura 23.Corte histoldgico de testiculos de M. australis en estado

Desovado. (40x) Tincion H&E
Fuente: (Castro, 2011).

2.10 Sistema de Recirculacion (RAS)

Los sistemas de recirculacion de acuicultura RAS, son instalaciones acuicolas que reutilizan el
agua mediante un ciclo cerrado, mediante un sistema de filtracion que permite que pueda ser
utilizada nuevamente. Se utiliza el recurso agua de forma sostenible en las operaciones acuicolas,
RAS reduce la cantidad de agua y espacio necesarios para la acuicultura. Las instalaciones
basadas en RAS han crecido en la actualidad y a gran escala en el sector acuicola mundial y
nacional, afio tras afio. EI mayor uso de estos sistemas representa un cambio para la acuicultura,

ya que se estan convirtiendo en el estandar, viendo los beneficios que se presentan en este tipo de
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sistemas ya que se tiene un mejor control del agua que ingresa al sistema, mejorando
notablemente el ciclo de vida de muchas especies (Sedano & Anguis, 2016)

Los sistemas de recirculacion de agua, pueden ser totalmente controlados y ofrecen una serie
de ventajas y oportunidades. Primero, alivia la necesidad de que la acuicultura se encuentre en un
ecosistema ambiental que complemente a la especie. Esto permite la conveniencia de la
diversidad con la especie y la ubicacion. Segundo, mejora la salud general y el crecimiento de la
especie, expresando su maximo potencial, debié a un control en la calidad del agua para
garantizar que las condiciones sean Optimas para la especie a cultivarse. Algunos de los
parametros que se monitorean regularmente incluyen oxigeno, dioxido de carbono, pH,
temperatura, nitrito, nitrato y amoniaco. Finalmente, RAS también requiere muy poca agua y
espacio, lo que los hace mucho mas sostenibles en comparacion con los métodos tradicionales
(Skretting, 2018).

2.10.1 Calidad de agua en sistema de recirculacion (RAS)

Una buena calidad de agua representa bienestar animal, aumento en la calidad y mejores tasas
de crecimiento. Por lo cual se pueden tomar diferentes aspectos a consideracion como son las
variables fisicas, quimicas y bioldgicas; se debe considerar que se habla de buena calidad de agua
mientras se mantenga dentro de los rangos 6ptimos ya que en caso contrario se mantendra a los
peces en una situacion estresante y generando una gasto energético para la adaptacion. Entre las
principales variables encontramos la temperatura, oxigeno, el pH, compuesto de nitrégeno y

microbiologia (Skretting, 2018).
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2.10.1.1 Temperatura

En los peces la temperatura corporal varia de acuerdo al medio con el que les rodea ya que no
posean el mecanismo de termorregulacion. A mayor temperatura los peces presentan un proceso
mas eficiente de alimento, lo que conllevé a un incremento de peso y de crecimiento; lo que
también puede causar que sufran de patologias. Se debe procurar en mantener la temperatura del
agua dentro de los rangos 6ptimos de acuerdo a la especie (FAO, 2018).

Se debe de considerar que al existir un aumento de la temperatura a la vez produce un
incremento del metabolismo del cultivo, aumento de la tasa de respiracion que conlleva a su vez
el incremento del consumo de oxigeno. Por cada 10 °C de incremento de temperatura
aproximadamente, la tasa de respiracion tiende a duplicarse. Se recomienda evitar variaciones
bruscas (mas de 5°C) de temperatura para disminuir el estrés de los peces, que puede llegar a una
reduccion de las tasas de ingestion y deprimir el sistema (Skretting, 2018).
2.10.1.2 Oxigeno

Los sistemas RAS requieren de oxigeno durante todo el tiempo para la respiracion de peces y
bacterias del sistema de nitrificacion, las cuales son las encargadas de oxidar los desechos
nitrogenados que producen los peces. El oxigeno es una de las variables que més cambia en el
sistema, pudiendo tener niveles 6ptimos y criticos que afectan el desempefio de los peces, que
necesitan oxigeno para asimilar el alimento, de manera que niveles bajos de oxigeno provocan
inapetencia y por ello menores tasas de conversion alimenticia y menor crecimiento. A mayor
temperatura, menos oxigeno disuelto habra en el agua. Ademas, durante la alimentacion, los
peces aumentan su metabolismo y por tanto incrementan su consumo de oxigeno (Skretting,

2018).
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2.10.1.3 pH

El pH mide la concentracion de iones H+ en el agua y afecta a los procesos bioldgicos de los
peces y el sistema de nitrificacion del sistema RAS. En una escala de 0 a 14, tal, los peces pueden
tolerar un rango de pH entre 6 y 9,5. Es muy importante para el bienestar de los peces controlar
los niveles de pH en el cultivo debido a que pequefios cambios de pH supondré grandes cambios
en las concentraciones de protones (Sedano & Anguis, 2016).
2.10.1.4 Compuestos de Nitrogeno

En un sistema RAS la acumulacién de los residuos nitrogenados se debe principalmente a la
descomposicion bacteriana del alimento y excretas de peces. El principal desecho es el amoniaco
(NH4). El amoniaco es transformado a nitrito (NO2-) y posteriormente a nitrato (NO3-) por las
bacterias nitrificantes en el proceso de nitrificacion. Las bacterias que son parte del proceso de

nitrificacion se encuentran principalmente en el biofiltro del sistema (Skretting, 2018).

Se recomiendan los siguientes rangos de los compuestos para mantener una buena calidad de

agua:

- NH4<0,05 mg/l

- NO,<0,5 mg/l

- NO;<50 mg/l

En caso de la acumulacion de estos compuestos nitrogenados representa implicaciones

negativas sobre el bienestar de los peces, donde podemos encontrar:

- La acumulacion de amoniaco puede provocar dafio branquial, menor fecundidad y tener

efectos negativos en el sistema nervioso e inmune.
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- La acumulacion de nitrito puede provocar la enfermedad de la sangre marron, afectando
mucho a su capacidad para respirar.

- Laacumulacion de nitrato puede afectar el érgano del equilibrio de los peces, su apetito y
provocar fatiga y nado erratico en los peces.

2.11 Titulacion de grado

La titulacion de grado “Evaluacion de la GnRH anéaloga de salmoén en la maduracién gonadal
de peces adultos de Cichlasoma festae en la hacienda El Prado” es financiado con fondos de la
convocatoria INEDITA-SENESCYT, periodo 2018 para su ejecucion en el 2019. El proyecto
nace en base a una necesidad de la comunidad piscicola de la provincia de los Rios, Santo
Domingo de los Tséchilas y noroccidente de la provincia de Pichincha. Las comunidades de la
rivera de la cuenca alta del rio Guayas, han visto disminuido las pesquerias locales, debido a
diversos factores, entre ellos la accion antropogénica, el aumento de la pesqueria local generando
una pérdida de las poblaciones de vieja azul y roja de su ambiente natural.

La finalidad del proyecto es la transferencia de paquetes tecnoldgicos que se puedan

implementar en pesquerias de pequefia y mediana escala de las provincias ya mencionadas.
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

3.1  Ubicacién del Lugar de Investigacion
3.1.1 Ubicacion Politica

El estudio se realizo en el invernadero cuarentenario de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria
IASA 1 ubicada en la provincia de Pichincha, Canton Rumifiahui, Parroquia San Fernando,
hacienda El Prado

3.1.2 Ubicacion Geografica del Experimento

La fase experimental del proyecto se llevé acabo en el invernadero inteligente y laboratorio de
Recursos Acuaticos y acuicultura de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA I; con las
siguientes coordenadas geograficas: Longitud 78° 24’ 52,8” (W), latitud 0° 23* 5,5” (S) y una

altitud de 2748 msnm.

V- ;\\‘

Figura 24.Ubicacion del aérea del Invernadero cuarentenario del IASA |
Fuente: (Google maps, 2019).
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3.1.3 Condiciones ambientales

La hacienda El Prado se encuentra en el piso altitudinal Montano Bajo y el limite entre los
pisos zoo geogréficos temperado y alto-andino. Presenta una temperatura 13.89 °C (promedio
anual), precipitacion anual 1285 mm/afio y humedad relativa promedio 69.03 % (promedio
anual).

3.2 Materiales
3.2.1 Materiales Biologicos
3.2.1.1 Proyecto multipropoésito Baba

Las muestras colectadas (peces) se extrajeron del embalse del Proyecto multipropdsito Baba,
geograficamente ubicado aguas debajo de la confluencia de los rios Baba y Toachi. Esta region se
caracteriza principalmente por el desarrollo agropecuario. El volumen de descarga anual en ésta
cuenca hidrografica es de 3513000000 hm?3, es un caudal equivalente promedio anual de 111 40
m~3/segundo de los cuales son aprovechados 2773000000 m3 (Barriga, 2011)

El principal objetivo de este proyecto es la generacion de energia hidroeléctrica usando los
2773000000 m”3, la reduccion de inundaciones en las comunidades que se encuentran aguas
abajo y mantener el riego en 8600 has situadas abajo del embalse permitiendo de esta manera una
economia sostenible y mejorando la calidad de vida en la poblacion aledafia (Barriga, 2011).

Las especies acuaticas encontradas en el sistema hidrico se encuentran distribuidos en seis
ordenes, donde el orden Characiformes es el mas diverso con nueve familias y 14 especies; en
general podemos encontrar las siguientes familias que son Characidae, Bryconidae, Loricariidae,
y Eleotridae con tres especies cada una, otro orden importante es los Perciformes con la familia

Cichlidaelos 6rdenes con menos especies son: Pleuronectiformes, Cyprinodontiformes y
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Gymnotiformes con una familia y una especie cada uno respectivamente (Revelo & Laaz, 2012).

A continuacion, encontramos las siguientes especies:

Tabla 1
Especies Acuaticas existentes en el sistema hidrico del Proyecto Multipropésito Baba ]
ORDEN FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN
Prochilodontidae Ichthyoelephans humeralis Bocachico
Anostomidae Leporinus ecuadorensis Raton
Astyanax festae Cachuela
Characidae Bryconamericus brevirostris Cachuela
Rhoadsia altipinna Chavelita
Serrasalmidae Piaractus brachypomus Cachama
Brycon alburnus Dama blanca
CHARACIFORMES Bryconidae Brycon atrocaudatus Dama montafiera
Brycon dentex Sébalo
Curimatidae Pseudocurimata boulengeri Dica
Pseudocurimata troschelii Dica
Erythrinidae Hoplias microlepis Guanchiche
Lebiasinidae Lebiasina bimaculata Huaija
Parodontidae Saccodon terminalis Cometero
Heptapteridae Rhamdia quelen Barbudo
Pimelodelia modestus Chillo
Cetopsidae Paracetopsis bleekeri Bagre ciego
Trichomycteridae Ituglanis laticeps Madre barbudo
SILURIFORMES Isorineloricaria spinosissima Raspabalsa
Loricariidae Hemiancistrus hammariundi Raspabalsa
Chaestostoma fischeri Guaha
Pseudopimelodidae Microglanis variegatus Bagrecito
Cichlidae Andinoacara rivulatus Vieja azul
Cichlasoma festae Vieja roja
Oreochromis spp. Tilapia
Eleotridae Dormitator latifrons Chame
PERCIFORMES Eleotris picta Guabina manchada
Gobiomorus maculatus Guabina
Gobiiedae Awaous trasandeanus Lameplato
Haemulidae Pomadasys bayanus Roncador
Mugilidae Mugil cephalus Lisa

Fuente: (Revelo & Laaz, 2012)
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3.2.2 Materiales de Laboratorio

Tubos eppendorf de 1 ml, tubos falcon de 15 ml y 50 ml, puntas de pipeta de 1000 pL,
200 L, pipetas de precision de 10 puL a 1000 pL, camara de neubauer, mechero, cajas petri,
jeringas de 3 ml y 5 ml, probetas, vasos de precipitacion, placa de Elisa.

3.2.3 Equiposy programas

Microscopio 6ptico, camara de flujo laminar, balanza electrénica (M-220D), centrifuga MX
8624, Vortex, pH-metro HANNA, refrigerador, computador, camara Digital 2.0mpx Motic,
programa Motic Images Plus 2.0. Mezclador Incubador Elisa STAT FAX 220, Lector de Elisa
BIOTEK.

3.2.4 Reactivos

Agua destilada, etanol absoluto, alcohol al 70%, hidroxido de amonio, eugenol, formalina al
10 %, heparina sodica, suero fisioldgico, cetona, sal en grano, acidos organicos, verde malaquita,
bacterias nitrificantes POND PLUS, GnRH-Ovaprim, Cayman Practice ELISA Kit de Estradiol,
Cayman Practice ELISA Kit de 11keto-testosterona.

3.3 Métodos

El experimento se lo realizo en el campo y en laboratorio:

-Fase en el campo: Se inoculd dosis de1200 Ul/kg segun lo descrito por (Arias; Hernandez,
2009) en las unidades experimentales en estudio. Durante el mantenimiento de los peces; se
evaluaron parametros morfométricos y productivos como: ganancia de peso (gramos), conversion
alimenticia (1C), eficiencia alimenticia (EF), y pardmetros ambientales como la fluctuacion de
temperatura ambiental (°C) en el invernadero, temperatura del agua (°C), oxigeno disponible en

el agua (ppm), pH, y nitrogeno total(NH3-NH4), asi como analisis para microbiologia del agua.
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-Fase de laboratorio: Se realizd los anélisis de inmuno-deteccién aplicando la técnica
ELISA directo/indirecto y acorde al origen de las muestras: Estradiol para hembras y 11
ketotestosterona para machos. Ademas se evalud los tratamientos para los siguientes parametros:
analisis de calidad de agua (Microbiologia), procesos de nitrificacién, histologia de tejidos
gonadales y obtencion de parametros productivos como: indice gonadosomatico (%), fecundidad

absoluta y relativa

3.3.1 Instalacién del Sistema de Recirculacion de Agua

El esquema del sistema de recirculacion para la adaptacion de peces tropicales Cichlasoma

festae se presenta de la siguiente manera:

Tanque de
Tanques de distribucion de
mantenimiento de agua al sistema
reproductores 1y 2
1
S Tanques vieja roja
r N = —
; [
. Bomba
de agua
:
I Aireadores
3
Tanque T
tratamiento de
enfermedades - Bloﬁl i
| Tanque de sedimentacion

Figura 25. Esquema del sistema de adaptacion de peces tropicales en la
hacienda El Prado IASA |
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El sistema de recirculacion se instalo en el invernadero inteligente perteneciente a la Carrera
de Ingenieria Agropecuaria IASA 1y consta de los siguientes componentes:
- Tres tanques de 0,5 m3 que fueron utilizados para la adaptacién de peces y control
sanitario.
- Dos tanques de 4 m3 de capacidad de fibra de vidrio, en donde se alojaron las parejas de
vieja roja, durante los periodos de maduracion gonadal e induccion reproductiva.
- Dos tolvas cénicas de 80 litros de capacidad para procesos de depuracion y nitrificacion
del sistema.
- Un tanque reservorio de 2 m3 de capacidad para permitir la distribucion de agua en todo
el sistema, con una renovacion de al menos el 40 % del volumen total del sistema por dia.
Es importante afiadir que los tanques con las especies tuvieron una aireacion constante y
mantuvieron una temperatura promedio de 24 °C para la adaptacion de peces.
3.3.2 Maduracion del Filtro Bioldgico en el sistema RAS
El proceso de nitrificacion en un sistema de recirculacion es esencial para garantizar la
supervivencia de los individuos al evitar la acumulacién de amonio y nitritos que en cantidades
elevadas son toxicas para los peces. Este proceso es el método mas practico para la
transformacion de amonio a nitrito, y de nitrito a nitrato; se lo alcanza cominmente mediante el
uso de Biofiltros , y que se basan en la accion de bacterias nitrificantes que permiten la oxidacién
de amonio. Las bacterias que principalmente actlan en este proceso son: Nitrosomonas,
Nitrosovibrio, Nitrosococcus, Nitrolobus y Nitrospira y oxidantes de nitrito que como

Nitrobacter, Nitrococcus y Nitrospira (Fernandez, 2011).
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- Componentes del Filtro Bioldgico en el sistema RAS.
- Las bacterias nitrificantes (Biofiltro)
- Medio para la proliferacion de las bacterias nitrificantes
La maduracion del sistema de nitrificacion se realizdé en tanques de 20 litros mediante la
inoculacién de 0,010 Kg de bacterias nitrificantes del género Bacillus y 10 MI de Hidroxido de
amonio. Una vez realizado esto se procedio a colocar tapas para la proliferacion bacteriana, se
realiz6 un analisis cada 5 dias sobre la cantidad de amonio, nitrito, nitrato para conocer el estado
de maduracion del sistema. Con esta informacion se procedié a afiadir un determinado volumen
(mL) de hidroxido de amonio o gramos de bacterias nitrificantes de acuerdo al nivel de estos
compuestos en las mediciones. La maduracion de las bacterias nitrificantes en tanque de 20 L,
tomd un tiempo de 35 dias, posterior a ello se procedio a llevarlas a la tolva del sistema RAS, se
realizd6 mediciones de amonio, nitrito y nitrato cada 5 dias mediante kits de lectura en un
espectrofotometro.

3.3.3 Transporte y adaptacion de peces

La captura de los peces se realiz6 con la colaboracion de pescadores y productores locales de
Buena Fe en el Embalse del rio Baba de acuerdo al calendario lunar se programo las salidas de
campo desde la hacienda El Prado. El 4 de julio del 2019, se procedio a la captura de los peces de
Cichlasoma festae, se logro la captura de 11 machos y 9 hembras, sobreviviendo 6 machos y 6
hembras al llegar al sistema RAS para su aclimatacion y adaptacion.

Realizada la captura de las especies se procedid a colocar en un tanque con suministro de
oxigeno para mantener el bienestar de los individuos. Una vez llegaron al invernadero se

procedid a un proceso de adaptacion de acuerdo a la temperatura ambiental del embalse y la
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temperatura en los tanques del invernadero para evitar estrés y mortalidad. Se realizé un
tratamiento en solucion salina y acidos organicos de alli se coloc6 los peces en tanques
predispuestos para su adaptacion, donde cada tanque contd con un sistema de aireacion y
termostatos para mantener el bienestar animal. Se realizé el pesaje de los individuos para la
obtencion de biomasa y determinar la cantidad de alimento a sumistrarse por dia . De igual
manera se observo el comportamiento de los individuos, de acuerdo a las nuevas condiciones
del sistema RAS.

Adaptacién a temperaturas:

- Los peces adultos de Cichlasoma festae se colocaron en tanques de 40 L una vez llegaron al
sistema RAS, se tomo la temperatura de estos tanques y de los tanques E1 y E2 para
realizar el traslado de los peces a estos tanques para su adaptacion y observacion.

- De acuerdo a lo mencionado anteriormente, se colocé agua de los tanques E1 y E2 del
sistema RAS a los tanques de 40 L en donde se encuentran los peces, esto se realizd cada 4
minutos para que no sea brusco el cambio de temperatura y aclimatacion para evitar un
shock térmico y mortalidad, posterior a ello se tomé con cuidado los individuos y se ubico
en los tanques del sistema.

Tratamiento de enfermedades:

- Se prepar0 recipientes con un volumen de 20 L de agua para realizar un bafio individual,
con diferentes soluciones.

- En el primer recipiente se preparo una solucion salina de 20 g/L, se realizo el bafio durante

1 a 2 minutos aproximadamente.
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- En el segundo recipiente se colocé agua dulce, en el cual se realizd un bafio entre 2 a 5
minutos.

- En el tercer recipiente se prepard una solucion con oxalato de cobre a una concentracion de
1: 15000, el bafio se realiz6 durante 1 minuto.

- Se procedié a un un lavado individual de los peces en agua dulce en un cuarto recipiente,
posterior a ello se los coloco en tanques de tratamiento de enfermedades.

- Se observo su respuesta ante el tratamiento realizado.

- En los tanques de recirculacion (4 m3) se procedié a subir la salinidad hasta 2 ppt y se
colocd una solucion de azul de metileno de 0,5a 0,7 ppm.

- Posterior al tratamiento de los tanques de recirculacion se colocé los peces tratados y se
realiz6 un monitoreo para ver su adaptacion.

3.3.4 Inoculacion de GnRH y extraccion de sangre, gonadas, cerebro e hipofisis

Posterior a la adaptacion (15 dias aprox), se realizé la inoculaciéon de1200 UI/Kg de GnRH a
tres parejas de peces adultos y al mismo volumen se inoculé suero fisioldgico al grupo control.
La inyeccidn se lo realiz6 en zona ventral bajo la aleta pectoral. Una vez realizada la inoculacion
se procedid a tomar las muestras correspondientes cada 7 dias tanto de sangre como gdnadas, con

un total de 28 dias desde el momento de la inoculacion.
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Figura 26.GnRH a de salmon para
la inoculacion a Cichlasoma festae.

Figura 27.Inoculacion de GnRH (a) y suero fisiolégico
por via intramuscular a Cichlasoma festae
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Tabla 2
Datos del pesaje y dosificacion de los tratamientos en Cichlasoma festae
GnRH
Nombre Peces Masa corporal(g)/longitud (cm) Dosificacion (uL)
Pareja 1 Hembra 256 127
Macho 436 217
Pareja 2 Hembra 197 98
Macho 119 51
Pareja 3 Hembra 150 75
Macho 156 77
Promedio 219
Suero fisiologico
Pareja 4 Hembra 215 106
Macho 402 200
Pareja 5 Hembra 169 83
Macho 139 68
Pareja 6 Hembra 188 92
Macho 265 131
Promedio 229,67

Para la extraccién de muestras (sangre y gonadas) se procedié anestesiar los peces en un
tanque de 30 litros a una concentracién de eugenol de 3 a 10 ppt. Previa heparinizacién del
material y mediante técnicas convencionales de extraccion de sangre se obtuvieron las muestras
pertinentes, siempre guardando la cadena de frio < 4°C. Para la obtencion del plasma sanguineo
se utiliz6 una centrifuga refrigerada a 5000 rpm durante 5 minutos. Los plasmas procesados se
mantuvo en volumenes constantes entre 60 a 80 L /pez.

Una vez procesados los peces para muestras de sangre, se procedio a realizar la extraccion de
gonadas (ovarios y testiculos). Se utilizaron técnicas convencionales de histologia clésica con el
uso de formalina al 10% para la fijacion del tejido y conservacion .Ademas se realizd la
extraccion de cerebro e hipofisis, y se colocé en tubos eppendorf con acetona para su

conservacion y deshidratacion.
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3.3.5 Determinacion de las concentraciones de Estradiol y 11-Ketotestosterona mediante
Elisa.

Se realiz6 extracciones de sangre de acuerdo a la distribucion de los tratamientos del
experimento, para el presente estudio se determind 6 parejas de vieja roja Cichlasoma festae, 3
parejas se trabajo bajo un tratamiento de 1200 UI/Kg de GnRH (a). Hay 3 parejas con un
volumen similar de 1200 UI/Kg de Suero fisiologico (0,9%). Se realizé la extraccion de sangre de
la vena aorta caudal por puncion, se obtuvo un volumen de sangre de 0,3-0,4 mL por individuo,
el cual se colocé en tubos eppendorf de 2 mL, se guard6 en un cooler con hielo para evitar la
degradacion, terminadas las extracciones se llevo las muestras al laboratorio y se obtuvo el
plasma con una centrifuga a 5000 rpm durante 10 minutos, se colocd el plasma en tubos
eppendorf debidamente etiquetados y se guardd en congelador a -20° C para su conservacion y
evitar degradacion de las muestras.

- Preparacion Del Cayman Practice Elisa Kit De 11 Keto-Testosterona
- Preparacion de estandares: Se coloco en un tubo eppendorf 900 uL de EIA Buffer + 100

uL de 11-ketotestosterona.

100 ul. 100l 100 ul 1001l 100 ul 100 ul. 100 ul. 1001l 100wl

Tl Tl L S0ul Sl STl S0l S0ul Sl LT
115 Ho ElisaBuffer | Elisa Buffer | ElzaBuffer | ElisaBuffer | ElsaBuffer | ElaBuffer | ElisaBuffer | Elisa Buffer

Figura 28.Preparacion de estandares-Elisa
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Preparacion de muestras de plasma de los machos de vieja roja Cichlasoma festae, se
realiz6 una dilucion de 1:5. Es decir 20 mL de plasma con 80 mL de EIA Buffer para
completar una solucion de 100 mL.

Adicion del tracer, se realizd la reconstitucion del ACH tracer de 100 dtn 11-
ketotestosterona con 6 mL de EIA Buffer

Se realizo la reconstitucion del 11-ketotestosterona ELISA Antiserum con 6 mL de EIA
Buffer.

Se realizd la adicion de 100 pL ELISA Buffer a las celdas NSB y 50 pL de Elisa Buffer a
las celdas Bo.

Se afiadié 50 L de los estandares, de acuerdo a la distribucion en la placa de muestras

Se afiadié 50 uL de cada muestra diluida en todas las celdas de la placa a utilizarse.

Se afadio 50 pL del tracer a cada celda, excepto en el TA'y en los blancos (BIk)

Se incluyé el antiserum en un volumen de 50 pL en todas las celdas a expecion del TA,

NSB y en los blancos.

1 23456789 101112
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: OEOOEOORO®| ., ...
c@OEEE@®EEE®E® TA - Total Activity
> GORODOOCOODD| 158 Novorchc s
E@EHGOOOOO®EEER $1-S8 - Standards 1-8
FEEOOOM@@@@)| 124 - Samples
HO 990000000
HBEEEE®EBEIEE

Figura 29.Formato de la placa de muestras
Fuente: (FAO, 2018)
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- Incubacion durante 1 hora sin movimiento
- Preparacion de Wash Buffer:
24 pocillos x 350 uL (Capacidad micropipeta)x 4
(lavados)=33600 uL ~ 40000 uL=40 ml H20 Destilada autoclavada

40000 ul

~100 uL Wash Buff
400 (Concentracion de Wash buffer) uL Wash Buffer

40000 H20 Destilada autoclavada- 100 uL Wash Buffer
=39900 H20 destilada autoclavada
- Adicion de Polisorbato:

2000 uL_20 L
x 40ulL 4

- Se procedi6 a dejar durante 18 horas a 4° C para su incubacion y desarrollo,

- Después de la incubacidn se procedié al lavado de los pocillos de la placa colocando
200 pL en cada uno, por lo tanto, al final se realiz6 entre 4-5 lavados.

- Laadicion de Ellman’s Reagent se lo realizo6 posterior al lavado, en donde se coloca 200
ML de este reactivo en cada pocillo.

- Seafiadid 5 pL del tracer reconstituyendo a las celdas TA.

- Incubacidn se la realiza durante 60 y 90 minutos en orbital shaker.

- Una vez finalizado ese tiempo se realiza la lectura en el Lector de Elisa BIOTEK.,
mediante la deteccion de absorbancia, una fuente de luz ilumina la muestra con
una longitud de onda entre 400 y 450 nm y un detector de luz situado en el otro lado del

pozo mide qué porcentaje de la luz inicial (100%) se transmite a través de la muestra: la
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cantidad de luz transmitida estara relacionada con la concentracion de la molécula que se

esté realizando el estudio.

Preparacion Del Cayman Practice Elisa Kit De Estradiol

- Preparacion de estandares: Se colocé en tubos eppendorf 20 pL de Estradiol con 1000

pL EIA Buffer.

100 ul.

100 ul. 100 ul. 1001l 100 ul 100 ul. 100 ul. 1001l

100wl

oo
1E

Sl
HD

Tl S0ul Sl Sl S0l S0ul
Elisa Buffer | Elisa Buffer | ElmaBuffer | ElisaBuffer | ElisaBuffer | Elisa Buffer

Sl
Eliza Baffer

S0l
Elisa Baffer

Figura 30.Preparacion de estandares-Elisa

- Preparacion de muestras de plasma de hembras de vieja roja Cichlasoma festae, se realiz6

una dilucién de 1:5. Es decir 20 mL de plasma con 80 mL de EIA Buffer para completar

una solucion de 100 mL.

- Adicion del tracer, se realizd mediante la reconstitucion del ACH tracer de 100 dtn

Estradiol con 6 mL de EIA Buffer.

- Se realizé la reconstitucién del 11-ketotestosterona ELISA Antiserum con 6 mL de EIA

Buffer.

- Se realizo la adicion de 100 pL ELISA Buffer a las celdas NSB y 50 pL de Elisa Buffer a

las celdas Bo.

- Se afadid 50 pL de los estandares, de acuerdo a la distribucion en la placa de muestras



Se afiadié 50 pL de cada muestra diluida en todas las celdas de la placa a utilizarse.

Se afiadié 50 pL del tracer a cada celda, excepto en el TA'y en los blancos (BIk)
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Se incluyé el antiserum en un volumen de 50 pL en todas las celdas a expecion del TA,

NSB y en los blancos.

ATO0000000ID)
B @EEEOOOOOGEBE
cEOROOOOLOOOE®
PEEHOOO@OE®@®
EHEHEEEOOOERH®E®
FEEEOOOUUWUEE@E®
HOO900000 0D
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Blk - Blank

TA - Total Activity

MNSB - Non-Specific Binding
By, - Maximum Binding
51-58 - Standards 1-8

1-24 - Samples

Figura 31.Formato de la placa de muestras
Fuente: (FAO, 2018)

Incubacion durante 1 hora en agitacion

Preparacion de Wash Buffer:

24 pocillos x 350 uL (Capacidad micropipeta)x 4

(lavados)=33600 uL ~ 40000 uL=40 ml H20 Destilada autoclavada

40000 ul

= 100 uL Wash Buffer

400 (Concentracion de Wash buffer)

40000 H20 Destilada autoclavada- 100 uL Wash Buffer
=39900 H20 destilada autoclavada

Adicién de Polisorbato:

~2000ul

40 uL

20 ulL

Se realiza el lavado de los pocillos colocando 200 uL en cada uno, por lo tanto, al final se

realizo entre 4-5 lavados.
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- Adicién de Ellman’s Reagent se lo realizé posterior al lavado, en donde se coloca 200 pL
de este reactivo en cada pocillo.

- Se afiadio 5 pL del tracer reconstituyendo a las celdas TA.

- Incubacién se la realiza durante 60 y 90 minutos en orbital shaker.

- Se realizd la lectura en el Lector de Elisa BIOTEK., mediante la deteccion de
absorbancia, una fuente de luz ilumina la muestra con una longitud de onda entre 400 y
450 nm y un detector de luz situado en el otro lado del pozo mide qué porcentaje de la luz
inicial (100%) se transmite a través de la muestra: la cantidad de luz transmitida estar
relacionada con la concentracion de la molécula que se esté realizando el estudio.

3.3.6 Andlisis de calidad de Agua y curva de Nitrificacion

Una vez instalado el sistema RAS con todas las condiciones y con el sistema de nitrificacion
funcionando adecuadamente, cada 20 dias se realizd6 medios de cultivo de agar MacConkey
(MK), Chapman, Cetrimida, Eosina azul de metileno (EMB) para determinar la presencia y
cantidad de bacterias gram- y gram+, de esta manera analizando la calidad de agua presente en el
sistema y que esté dentro de los parametros permitidos adecuados para el bienestar de los peces.
También se realizd la medicion de nitritos, nitratos y amonio cada 5 dias. Durante el tiempo de
duracién del experimento para determinar que los valores encontrados estén dentro de los rangos
permisibles o fracciones tdxicas establecidos mediante los protocolos de los kits y evitar
mortalidad dentro del sistema.

3.3.7 Variables del estudio

Las variables analizadas fueron:
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3.3.7.1 Variables productivas
3.3.7.11 Parametros formométricos

La adaptabilidad de Cichlasoma festae se evalu6 mediante las variables: ganancia de peso,
conversion alimenticia y eficiencia alimenticia, para ello se suministré una dieta balanceada de
tilapia y trucha arcoiris a la vez de Artemia salina, de acuerdo a las necesidad nutricionales de la
especie al tener un régimen alimenticio carnivoro, se tomo los datos de masa corporal cada 7 dias
para obtener las variables productivas mencionadas.

Ganancia de Peso:

Peso final-Peso inicial

tiempo 2-tiempo 1
Conversion alimenticia:

_ Total del alimento ingerido(gr)

Peso ganado (gr)

Eficiencia alimenticia:

Peso ganado (gr)

= . —— *100
Total del alimento ingerido(gr)

3.3.7.1.2 Concentraciones de estradiol para hembras y 11ketotestosterona para machos
de Cichlasoma festae.

Mediante la prueba de Elisa usando los Kits respectivos. Este método se usa con la finalidad de
determinar las hormonas anteriormente mencionadas, consiste en una técnica de inmuno-ensayo
en la cual el antigeno detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima. Donde la deteccion

se realizara mediante espectrofotometria en un rango de 402-450 nm.
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La prueba de Elisa para Estradiol esta basada sobre la competicion entre el estradiol nativo y
el estradiol acetilcolinesterasa (AChE) conjugado (Estradiol AChE Tracer) por una cantidad
limitada del antiserum de Estradiol.
3.3.7.1.3 Histologia de tejidos gonadales de Cichlasoma festae

Se observo el estado de desarrollo y estructuras para la determinacion de si es una especie
sincrénica o asincronica, en donde se mediran un promedio de 30 estructuras por corte
histol6gico para obtener su longitud, ancho y estado en el que se encuentra. A su vez se obtendra
el indice gonadosomatico, la fecundidad absoluta, fecundidad relativa y la cantidad de ovocitos
por kg de peso; donde se realizaran con las siguientes formulas:

Indice gonadosomatico:

Peso ovarios (gr)

IGS *100

" Peso hembra (gr)-peso ovarios (gr)
Fecundidad Absoluta:
Fa=numero total de ovocitos en los ovarios

Fecundidad relativa:

Numero de ovocitos

Peso total (gr)

3.3.7.2 Parametros medioambientales
33721 Adaptacion de peces adultos Cichlasoma festae

Se lo realiz en condiciones controladas las cuales se midieron mediante la utilizacion de un
oximetro y un pH-metro cada 2 horas para realizar curvas de fluctuacion de la temperatura

ambiental (°C), temperatura en el agua (°C), oxigeno disponible en el agua (ppm o mg/L) y pH.



65

3.3.7.2.2 Curva de nitrificacion

Se realiz6 mediciones de amonio, nitrito y nitrato cada 5 dias mediante uso del
espectrofotdmetro y Kits de Palintest para los compuestos mencionados. También se realizd
medios de cultivo selectivos cada 20 dias para observar el tipo de bacterias gram- y gram+
presentes en el sistema y verificar que se encuentran en condiciones dptimas. EI fundamento del
espectrofotdmetro es la medicion de la intensidad del color, la luz pasa a través de un tubo de
ensayo que contiene la solucién de muestra, y luego a través de un filtro de color en un foto-
detector. Los filtros de luz seleccionan la longitud de onda especifica para la solucion a medirse.
Cuando la solucion es completamente incolora toda la luz pasa a través de la muestra. Con
muestras de colores, la luz es absorbida y lo que pasa a través de la muestra se reduce
proporcionalmente. Los kits de nitritos, nitratos y amonio reaccionan con el agua de muestra, la
intensidad del color producida es proporcional a la concentracion del parametro a medirse de
acuerdo a la longitud de onda para los parametros. El espectrofotémetro estd programado con
calibraciones para cada pardmetro de prueba (URS, 2006).

3.3.8 Disefio Experimental
3.3.8.1 Factores

En la fase experimental se evaluaron 1200 Ul/Kg de peso de GnRH y 1200 UI/Kg de peso
de suero fisiologico (Testigo).
3.3.8.2 Tratamientos

En la fase experimental se evalud 2 tratamientos con 3 repeticiones por cada tratamiento,
la aplicacion de GnRH (1200 UI/Kg) y Suero Fisioldgico/testigo (1200 UI/Kg) sobre cada

unidad experimental.
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Tabla 3
Tratamientos aplicados a Cichlasoma festae
Tratamiento Cadigos Concentracion (UI/Kg)

T0.1 SF1H1- SF1IM1 1200
T0.2 SF1H2- SF1M2 1200
T0.3 SF1H3- SF1M3 1200
TO1.1 G1H1- GIM1 1200
T01.2 G1H2- G1IM2 1200
T01.3 G1H3- G1M3 1200

3.3.8.3 Tipo de disefo

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con 3 repeticiones tomando en cuenta

que las condiciones de los tanques son homogéneas.
3.3.8.4 Caracteristicas de las unidades experimentales

El estudio constd de 6 unidades experimentales, donde la unidad experimental es una
pareja; da un total de 12 individuos. Los individuos presentan un rango de peso de entre 150
a 250 gramos.
3.3.8.5 Croquis del diseiio experimental

El estudio presentd el siguiente croquis experimental el cual se realizd con una distribucion

aleatoria de los tratamientos (Figura 32).

T0.3 T1.2
T1.1 T0.2
T1.3 T0.1

Figura 32.Croquis experimental
3.3.8.6 Modelo matematico

En el experimento se utilizd el siguiente modelo matematico:

Yj=ptD;te;;
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Donde:

1 =Media poblacional
Di=Efecto del i-ésima Dosis
ejj =Error experimental

3.3.9 Analisis estadistico

El analisis de datos obtenidos en el estudio se realizé mediante el software estadistico Infostat.

3.3.10 Andlisis funcional

Las variables evaluadas en el experimento se calcularon mediante estadistica descriptiva
empleando las medidas de resumen (media, desviacion estandar y coeficiente de variacion),
graficas (en barras y de dispersion). En la variable de concentracion de estradiol y 11
ketotestosterona se emple6 ANOVA (analisis de varianza) aplicado para observar si se
encuentran diferencias significativas entre tratamientos. Se realizé la prueba de Shapiro wilks
para determinar la normalidad y la prueba de Levene para comprobar la homocedasticidad de los

datos.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Evaluacion de los pardmetros ambientales del sistema RAS

Los factores tanto abi6ticos como bi6ticos en conjunto logran un equilibrio adecuado para el
desarrollo correcto del cultivo, ya que depende de estas variables que son fisicas, quimicas y
bioldgicas las cuales se deben manejar en el sistema de recirculacion para un exitoso manejo del
mismao.

El comportamiento de las variables fisicas, quimicas y bioldgicas se las demuestra en las
siguientes graficas y tablas.

- Temperatura

- pH

- Oxigeno

- NH3+NH4
4.1.1 Evaluacién de Bacterias presentes en el sistema

Como parte del analisis microbioldgico se realizé la identificacion bacteriana y se determin6
la predominancia bacteriana de las siguientes familias durante la fase de experimentacion en el
campo que son Proteus (colonia incolora, lactosa-), Enterobacter (colonia negro azulado) y

Bacillus (colonia incolora, catalasa+); como se observa en la Figura 33.
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Tabla 4
Predominancia bacteriana en el sistema de recirculacién

Medios
MacConkey EMB Chapman  Cetrimida MRS

Bacterias

Proteus sp. X

Enterobacter sp. X X

Escherichia coli

Staphylococcus sp.

Bacillus sp. X

Figura 33.Bacterias presentes en el sistema de recirculacion (RAS).
a)Enterobacter sp, b) Proteus sp, ¢) Bacillus sp.

Segun Wold et al. (2014), determinaron que en el sistema de recirculacion (RAS) se desarrolla
y mantiene una comunidad microbiana méas diversa y estable en comparacion con el flujo
tradicional, esto concuerda con las bacterias encontradas en nuestro estudio ya que tanto la
cantidad de Proteus sp como Enterobacter sp, se hall6 en cantidades minimas, y tomando
también en consideracion que estos dos tipos de bacterias son negativas a la lactasa lo que

demuestra que son no fermentadoras. A su vez también se encontr6 Bacillus sp en los tres meses
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del experimento, deduciendo que permitia la continua transformacion de los compuestos
nitrogenados NH4 y NO2 (Tabla 4).

4.1.2 Evaluacion de la Temperatura

La temperatura ambiental dentro del Invernadero Inteligente del IASA, presentd variaciones
entre los picos minimos y méaximos, siendo la minima general de 16° C y la maxima general de
40° C, desde el 03 de Julio hasta el 03 de octubre del 2019 de evaluacion del experimento,

mientras la temperatura promedio general fue de 26,99 °C £ 1,09 (Figura34).

Temperatura Ambienral

30,27

2841

24,69

228

Figura 34.Temperatura ambiental del Invernadero del IASA |

Segun Sangucho (2015), la temperatura promedio ambiente dentro del invernadero en el afio
2015 durante el periodo de Julio a Octubre fue de 26,2°C + 1,42, como la temperatura minima de
20°C y la temperatura maxima de 38°C. A su vez también Andrade (2018), presenta una
temperatura maxima de 42°C, temperatura media de 28°C+ 1,2 y una temperatura minima de

24°C durante el afio 2018 en la época de Agosto a Diciembre; lo cual es similar al presente
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estudio ya que se observd que en la época de Julio a Octubre en el afio 2019 se encontrd una
temperatura minima general de 16° C y la maxima general de 40° C, desde el 03 de Julio hasta el
03 de octubre del 2019 de evaluacion del experimento, mientras la temperatura promedio general
fue de 26,99 °C + 1,00.

La temperatura del agua del tanque E1 en el sistema RAS, present6 variaciones entre los picos
minimos y maximos, siendo la minima general de 20°C y la maxima general de 26,7°C, durante
los dias de evaluacion del experimento, mientras la temperatura promedio general fue de 24,35°C
+ 1,02(Figural9). La temperatura del agua del tanque E2 en el sistema RAS, presento variaciones
entre los picos minimos y maximos, siendo la minima general de 20,5° C y la méxima general de
27,9°C, durante los dias de evaluacién del experimento, mientras la temperatura promedio

general fue de 24,09° C+ 0,97 (Figura35).

Temperatura
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Figura 35. Temperatura del agua tanque E1, E2 RAS

Segun Manzon, (2017) menciona que se obtuvo una adaptabilidad adecuada de Oreochromis

aureus en un rango de temperatura de 20 + 5°C, ya que la temperatura ideal para su desarrollo
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fluctta entre 20 y 35°C, lo cual coincide con Calder6n (2016), que sugiere que la temperatura
Optima para un desarrollo normal se encuentra en un rango de 24 a 32°C. Paz (2019) indica que
el desarrollo normal de Cichlasoma festae oscila entre las temperaturas de 22 y 29, mientras que
la temperatura optima de desove se encuentra entre 25 y 30°C, por lo cual se observd que la
temperatura manejada en los dos tanques (E1, E2) durante la fase experimental fue la adecuada
para un desarrollo dptimo de Cichlasoma festae ya que se manejé en un rango de 20°C a 28°C
(Figura 35).
4.1.3 Evaluacion del Oxigeno

El oxigeno disponible en el agua del tanque E1 en el sistema RAS, presento variaciones entre
los picos minimos y méaximos, siendo la minima general de 5,78 mg/L O2 y la maxima general
de 8,61 mg/L O2, durante los dias de evaluacion del experimento, mientras el oxigeno disponible
en promedio general fue de 6,79 mg/L O2 + 0,30 (Figura2). El oxigeno disponible en el agua del
tanque E2 en el sistema RAS, presentd variaciones entre los picos minimos y maximos, siendo la
minima general de 5,67 mg/L O2 y la maxima general de 8 mg/L O2, durante los dias de
evaluacién del experimento, mientras el oxigeno disponible en promedio general fue de 6,82

mg/L O2 £ 0,29 (Figura36).
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Figura 36.0xigeno disponible del tanque E1 y E2 (RAS)

Seginer (2012) menciona que en el sistema de recirculacion el oxigeno éptimo para el correcto
desarrollo de los peces se encuentra en un rango de 5,6 a 7,8mg/l, ya que el oxigeno se encuentra
relaciona con la temperatura del agua, al tener una temperatura entre 20 a 30 °C la disponibilidad
de oxigeno sera constante. Castillo (2011) sugiere que el rango ideal para el crecimiento de los
peces en el sistema RAS se encuentra de 5 a 9 mg/l; por lo tanto en nuestro sistema el nivel de
oxigeno en los dos tanques (E1, E2) se encuentra dentro de un rango de 5,78 a 8,61 mg/l con una
temperatura dentro de un rango de 20 a 28 °C deduciendo que presenta optima condiciones para
el desarrollo de Cichlasoma festae (Figura 36).

4.1.4 Evaluacion del potencial de hidrégeno pH
El pH en el agua del tanque E1 en el sistema RAS, el pH minimo fue de 7,9 y el pH maximo

fue de 8,1, mientras el pH en promedio fue de 7,99 + 0,05 (Figura2). Mientras el pH en el agua



74

del tanque E2, el pH minimo fue de 7,9 y el pH méximo fue de 8,3, mientras el pH en promedio

fue de 8,04 £ 0,09 durante los dias de evaluacién del experimento (Figura2).

837

Figura 37.pH del tanque E1 y E2 (RAS)

Sedano, et al. (2016) dice que el pH adecuado para una buena calidad de agua se encuentra
entre 5y 9 y determina que Oreochromis aureus pueden tolerar un rango de pH entre 6 y
9,5.Mientras Saavedra (2016) recomienda el sistema debe presentar un pH entre 7 y 8 para un
desarrollo normal de los peces. En el sistema de recirculacion se obtuvo un rango de pH entre 7,9
y 8,3 que permiti6 obtener una buena calidad de agua (Figura 37).

415 Evaluacién de la Curva de Nitrificacién

En la curva de nitrificacion se puede determinar que la concentracion de nitrato promedio 1,30
ppm + 0,74 es superior a la de nitrito y amonio en 1 ppm aproximadamente, ya que la cantidad de
nitrito promedio es de 0,17 ppm = 0,11 y la de amonio promedio es 0,10 ppm + 0,09; mientras
estas dos Ultimas permanecen dentro de los rangos establecidos que deben de ser menor a 0,5

ppm para evitar ser toxico para los peces dentro del sistema de recirculacion (RAS) (Figura38).
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Figura 38.Comportamiento ambiental del NH3+NH4 y su transformacion en el tiempo
a NO2 Y NO3 mediante procesos oxidativos y accion bacteriana Bacillus sp.

En el estudio se obtuvo un adecuado funcionamiento del sistema de nitrificacion ya que al
realizarse el analisis de amonio, nitrito y nitrato, cada 5 dias se observo que las concentraciones
de nitrato durante todo el experimento fue superior a 1 ppm aproximadamente a las
concentraciones de nitrito promedia de 0,17 ppm + 0,11 y la de amonio promedio es 0,10 ppm +
0,09; mientras estas dos ultimas permanecieron en el rango permisible que es inferior a 0,5 ppm
(Figl). Sedano, et al. (2016) mencionan que Oreochromis aureus presenta una tolerancia alta a la
presencia de compuestos nitrogenados, llegando a soportar concentraciones de nitrato hasta 300
ppm, de nitrito y amonio hasta de 0,5 ppm. Mientras que Cao et al. (2012) indica que los valores
optimos en un sistema de recirculacion se encuentra para el nitrito en 0.47 £ 0.29 y de nitrato
73.01 + 38.15. Se determind que los valores obtenidos en el experimento estan dentro de los

rangos permisibles para una adaptabilidad correcta de Cichlasoma festae.
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Los pardmetros morfométricos de Cichlasoma festae que ingresaron al sistema RAS para el

grupo con GnRH: masa corporal promedio de 219 g + 116,34, longitud total de 22,33 cm + 4,08,

longitud parcial de 18,08 cm + 3,75 y ancho de 8,1 cm £ 5,2. Mientras que el grupo control fue

de 229,67 g = 94,66, longitud total de 22 cm + 4,15, longitud parcial de 18,17 cm + 3,92 y ancho

de 7,95 cm £ 1,29 (Tabla 5).

Tabla 5
Datos de parametros morfométricos de Cichlasoma festae
GnRH
Nombre Peces Masa corporal Longitud Total Longitud Parcial Ancho (cm)
(9) (cm) (cm)

Pareja 1 Hembra 256 23 19 8,3
Macho 436 30 25 11

Pareja 2 Hembra 197 21 17 8
Macho 119 18 14 7

Pareja 3 Hembra 150 21 17 7,3
Macho 156 21 16,5 7

Promedio 219 £116,34 22,33 4,08 18,08+ 3,75 8,1+1,52

Suero fisioldgico

Pareja 4 Hembra 215 22 18 7,5
Macho 402 29 25 10,5

Pareja 5 Hembra 169 20 16 7,2
Macho 139 17 14 7,5

Pareja 6 Hembra 188 20 16 7
Macho 265 24 20 8

Promedio 229,67+ 94,66 22+ 4,15 18,17+ 3,92 7,95+ 1,29

Los pardmetros morfométricos de los individuos del estudio, se mantuvieron en condiciones

similares y se puede decir que se realizd el experimento bajo condiciones homogéneas entre

todos los individuos tanto machos como hembras. EI mayor peso fue de los machos bajo el efecto
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de suero fisiolégico con 255 + 34,07 g, mientras en el tamafio tanto de largo y ancho es de 23,33

+6,03cmy de 8,67 + 1,61 cm respectivamente (Tablab).

Tabla 6
Promedio + desviacion estandar de los parametros morfométricos de Cichlasoma festae
Tratamientos GnRH Suero Fisiologico
Hembras 191,33 +42,42 188 +17,75
Masa (g) Machos 208,22 + 43,69 255 +34,07
. ] Hembras 17,67 +1,15 16,67 + 1,15
Longitud Parcial (cm) Machos 185+577 19,67 + 5,51
_ Hembras 21,67 +1,15 20,67 +1,15
Longitud Total (cm) Machos 234624 23,33+ 6,03
Hembras 7,87 0,51 7,23+0,25
Ancho (cm) Machos 8,33 +231 8,67 1,61

Una vez tomados los parametros morfomeétricos iniciales de Cichlasoma festae, se procedio a
un periodo de adaptacion de los individuos al sistema RAS durante 7 dias, iniciando el 2 de julio
del 2019, con el ingreso de los peces al sistema, después del periodo de adaptacion el dia 9 de
julo del 2019, se procedio a realizar el pesaje de los peces e implemento una dieta balanceada de
acuerdo a la biomasa total existente en el sistema RAS, con alimento de trucha arcoiris, con un
contenido proteico del 40-45% y una racion del 1,5% del total de la biomasa , alimento de tilapia
con un contenido proteico de 22 - 25% y una racion del 1,5% del total de la biomasa, si la
temperatura es de 22° C y Artemia salina, como alimento vivo con un contenido proteico del 52-
74% vy lipidos del 8-16% con una racion del 1,5% de la biomasa del sistema RAS. Posterior a
ello se realiz6 una nueva toma de datos cada 7 dias (3 muestreos) para un seguimiento de los
parametros morfometricos; masa corporal, ganancia de peso, conversion alimenticia y eficiencia

alimenticia (Toledo, Garcia, 2000; Orna, 2010; Ochoa, 1998) (Tabla 7)
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Tabla 7
Masa corporal de los peces de Cichlasoma festae durante la maduracion gonadal
GnRH
Nombre  Peces Masa Masa Masa Masa Ganancia Conversion  Eficiencia
corporal  corporal corporal corporal de peso  alimenticia alimenticia
(9) %
inicial lra 2da 3ra
(9) extraccion extraccion extraccion
9/7/2019 (9) (9) (9)
16/7/2019  24/7/2019  31/7/2019

Hembra 256 257 1 26,88 3,72

Parejal  pracho 436 439 3 15,26 2,184

Hembra 197 198 200 3 13,79 2,417

Pareja 2 pracho 119 122 125 7 3,57 4,002

. Hembra 150 153 154 157 7 6,75 2,116
Pareja 3

Macho 156 157 159 161 5 9,828 2,035

Promedio 219 221 159,5 159 4,3 12,7 2,7

Suero fisiologico

. Hembra 215 216 1 22,575 4,43
Pareja 4

Macho 402 404 2 21,105 2,369

. Hembra 169 170 172 3 11,83 2,818
Pareja 5

Macho 139 141 142 3 9,73 3,426

. Hembra 188 189 191 192 4 14,805 1,689
Pareja 6

Macho 265 266 267 269 4 20,869 1,198

Promedio 229,67 231 193 230,5 4 17,8 14
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Figura 39.Promedio + desviacion estandar de la
conversion alimenticia de Cichlasoma festae

En la presente investigacion se realizd 3 muestreos en Cichlasoma festae, en el sistema RAS a
estos individuos se dio una dieta balanceada con alimento de tilapia con un porcentaje de proteina
del 32% en los que se pudo evidencia que la ganancia de peso tuvo un promedio de 4,3 g para los
individuos inoculados con GnRH, la conversion alimenticia fue de 12,7 y la eficiencia alimenticia
de 2,6, mientras que para los individuos inoculados con suero fisioldgico fue de 4 g, durante un
periodo de 28 dias, la conversion alimenticia fue de 17,8 y la eficiencia alimenticia de 1,4.

De acuerdo a Zafra (2019), que evalud la conversién y eficiencia alimenticia de Oreochromis
aureaus var suprema (Cichlidae) en un sistema RAS obtuvo una tasa de conversion alimenticia
de 1,76 y la eficiencia alimenticia de 58,21%.

De acuerdo a Sanchez (2006), en su estudio “Evaluacion de la ganancia de peso y conversion

alimenticia de la tilapia (Oreochromis niloticus) en la etapa de engorde 2 alimentada con



80

diferentes relaciones proteina: grasa” obtuvo ganancia diaria de peso de 3,97+ 0,66 g, una tasa de
conversion alimenticia de 0,0010637+ 0,20 y eficiencia alimenticia del 53%.

De acuerdo a Martillo (2019), en su estudio “Evaluacion de tres niveles de proteina sobre el
crecimiento en juveniles de la vieja colorada (Cichlasoma festae)” implementd dietas
balanceadas con un nivel proteico del 50% presentando una tasa de conversién alimenticia de
1,39 y un coeficiente de variacion de 17,78%, ademas de una tasa de crecimiento especifico de
19,80% , mientras que con el 32% de proteina presentd una tasa de conversion alimenticia de
1,06 y una tasa de crecimiento especifico de 14,76%.

De acuerdo a Mazon, Herrera, Garcia4, Delgado & Guzmaén, (2017). En su estudio
“Digestibilidad aparente de dietas con torta de palmiste sobre el rendimiento productivo de la
especie nativa Cichlasoma festae en la etapa de cria” obtuvo una tasa de crecimiento de 1,46+0,7
y una tasa de conversion alimenticia de 1,31+0,005 con la inclusion de una dieta alimenticia con
12% de palmiste.

En el caso de Cichlasoma festae aun no se tiene un perfil enziméatico establecido para
determinar los requerimientos nutricionales idoneos de la especie debido a que el proyecto esta
en etapa de adaptacion de la especie al cautiverio con un fin de repoblacion de su zona nativa y
con un fin de produccion y diversificacion en los criaderos piscicolas (Tabla 7).

4.2  Estimacion de las concentraciones de 17§ Estradiol y 11-Ketotestosterona
- Estradiol

La variable de dosis en concentraciones de estradiol cumplié con el supuesto de normalidad y
el de homocedasticidad transformando los datos a escores normales (numero de desviaciones

estandar con respecto a la media) para cumplir con la verificacion de ambos supuestos (p>0,05).



81

Tabla 8

Verificacion de supuestos para estradiol
Variable n  W* F-value p-valor

Shapiro Wilks pg/ml 12 0,85 - 0,0663

Levene pg/ml 12 1,67 0,99

En la tabla 9 se muestra el analisis de varianza para el comportamiento del estradiol circulante
en hembras adultas Cichlasoma festae bajo la accion de GnRH y suero fisiolégico, donde no se
encontro un efecto significativo de los tratamientos (F=3,39; p=0,0953) (Tabla 8).

Tabla 9

Analisis de varianza del comportamiento del estradiol circulante en hembras adultas
Cichlasoma festae, bajo la accién de los tratamientos

Fuentes de Variacién Suma de gl Cuadrado F-Value p-valor
Cuadrados Medio

Dosis 316316,25 1 316316,25 3,39 0,0953 ns

Error 932226,37 10 93222,64

Total 1248542,62 11

ns*:no significativo

En la tabla 10 se presenta la media bajo el efecto de GnRH que fue de 124,57 pg/ml £50,14,
un coeficiente de variacién de 40,25 %, un valor minimo de 91,8 pg/ml y un valor maximo de
224,83 pg/ml; mientras bajo el efecto del suero fisioldgico 449,28 + 428,87 un coeficiente de
variacion de 95,46 %, un valor minimo de 83,65 pg/ml y un valor maximo de 1029,09 pg/mL.
Tabla 10

Estadistica descriptiva para el comportamiento del estradiol circulante en hembras adulta
Cichlasoma festae, bajo la accién de los tratamientos

Tratamiento GnRH Suero
N 6 6
Media 124,57 449,28
Desviacién estandar 50,14 428,87
Error estandar 20,47 175,09
Coeficiente de Variacién 40,25 95,46
Minimo 91,8 83,65

I CONTINUA I |::>
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Maéximo 224,83 1029,09
Percentil (25%) 95,76 105,98
Percentil (75%) 118,29 922,03

En la tabla 11 encontramos el comportamiento del estradiol, en donde el 16 de julio se realizé
la primera toma de sangre, presentando una concentracién promedio de 96,96 pg/ml + 5,86, el 24
de julio se realizé el segundo muestro, presentando una concentracion promedio de 196,11 pg/mi
+ 78,78, se observa un incremento de la concentracion del estradiol en 80 pg/ml
aproximadamente y el 31 de julio se realiz6 el tercer muestreo, presentando una concentracién
promedio de 118,29 pg/ml, observandose una disminucion la concentracion de estradiol en unos
50 pg/ml aproximadamente entre el segundo y tercer muestreo bajo el efecto de la GnRH (Tabla
11, Figura40).

Mientras que en el primer muestreo bajo el efecto del suero fisiolégico encontramos que la
concentracion promedio 370 pg/ml + 477,72, en el segundo muestreo la concentracion promedio
fue de 277,46 + 222,26 que demuestra que en este caso la concentracion disminuyo 90pg/mi
aproximadamente respecto al primer muestreo y en el tercer muestreo la concentracion fue de
1029,09 pg/ml aumentando asi en 900 pg/ml aproximadamente con respecto al segundo
muestreo (Tablall, Figura4l). Las concentraciones de estradiol bajo el efecto de suero
fisiolégico 449,28 + 428,87 fue mayor a la concentracion bajo el efecto de la GnRH 124,57 pg/mi

150,14, en 200 pg/ml promedio aproximadamente en total de los tres muestreos (Tabla 11).



Tabla 11

Estadistica descriptiva de las concentraciones del estradiol circulante en hembras
adultas Cichlasoma festae, bajo la accion de los tratamientos

GnRHVR1 GNRHVR2 GnRHVR3 Promedio Desvest cv
Tomal 95,76 91,80 103,33 96,96 5,86 6,04
Toma 2 224,83 113,39 169,11 78,80 46,60
Toma 3 118,29 118,29

SFVR 1.1 SFVR 21 SFVR 3.1

Tomal 105,98 922,03 83,65 370,55 477,72 128,92
Toma 2 120,30 434,63 277,46 222,26 80,10
Toma 3 1.029,09 1.029,09

Estradiol-GnRH

203,25

173,881 160.11

144,51

peiml
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Proliferacion Crecimiento Maduracion

Figura 40. Promedio * desviacién estandar de las concentraciones de estradiol (pg/ml)
bajo el efecto de la GnRH
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Estradiol-Suero
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Figura 41.Promedio + desviacion estandar de las concentraciones de estradiol (pg/ml)
bajo el efecto del suero fisioldgico

Tacon et al (2005) menciona que el nivel plasmatico de E2 bajo el efecto de GnRH
permanecié en un rango 50-100 pg/ ml durante los primeros 6 dias de la inoculaciéon y
posteriormente aumentd significativamente para alcanzar un pico en el dia 12 aproximadamente
250pg/ ml, posteriormente a los 12 dias fluctué en un rango de 160 a220 pg/mL. Biswas et
al.(2005) detecta una concentracion maxima al dia 12 ,durante 15 dias de seguimiento ;lo cual es
similar con nuestro proyecto que alcanza su pico maximo en el dia 14, durante 21 dias de
seguimiento (Figura40).

Tacon et al (2005) determina que bajo el tratamiento control se pudo diferenciar en
Oreochromis niloticus altos niveles de E2 durante todo el ciclo sexual, mientras que al final del
ciclo, indica que existe un aumento de la concentracion de E2; lo que es similar con nuestro

proyecto ya que se determind que la concentracion final fue de 1029,09 pg/ml en el dia 21 en
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comparacién con las concentraciones en el dia 7 y 14 que fueron de 370,55 pg/ml y de 277,46
pg/ml respectivamente (Figura4l).

Davis et al (2007) menciona que bajo el efecto de GnRH las concentraciones de E2 se
mantuvieron bajas y uniformes. Este comportamiento se diferencia del control, lo que implica un
cambio en la matriz biolégica de O. niloticus. Esto se debe que en el momento de la liberacion de
las hormonas de forma pulsatil existe una respuesta sostenida por parte del receptor. Al contrario
cuando se lo realiza de forma continua, la célula blanco se satura, los receptores cambian de
sefializacion y se desensibilizan .Esto implica que cada célula regula su propio receptor para una
respuesta dada. Esto coincide con nuestro estudio ya que las concentraciones de E2 bajo el efecto
de GnRH 124,57 pg/ml +50,14 se mantuvieron inferiores a las concentraciones de E2 bajo el
efecto de suero fisiologico 449,28 + 428,87 (Tablal0).

- 11-Ketotestosterona

La variable de dosis en concentraciones de 11-ketotestosterona cumplié con el supuesto de

normalidad y el de homocedasticidad de los datos, verificando ambos supuestos (p > 0,05).

Tabla 12
Verificacion de supuestos para 11-Ketotestosterona

Variable n  W* F-value p-valor
Shapiro Wilks pg/mi 12 0,88 - 0,15
Levene pg/ml 12 1,39 0,265

En la tabla 13 se muestra el analisis de varianza para el comportamiento de 11
ketotestosterona circulante en machos adultos Cichlasoma festae bajo la accion de GnRH y suero

fisiolégico, donde no se encontrd un efecto significativo de los tratamientos (F=0,14; p=0,72).



86

Tabla 13
Analisis de varianza del comportamiento de 11-ketotestosterona circulante en machos adultos
Fuentes de Variacion Suma de gl Cuadrado F-Value p-valor
Cuadrados Medio
Dosis 6623,71 1 6623,71 0,14 0,72 ns
Error 471436,33 10 47143,63
Total 478060,04 11

En la tablal4 se presenta la media de 11-ketotestosterona bajo el efecto de GnRH que fue de
300,92 pg/ml £ 116,2, un coeficiente de variacion de 38,61 %, un valor minimo de 178,2 pg/mly
un valor méximo de 483,31 pg/ml; mientras bajo el efecto del suero fisioldgico 253,94 + 284,23,
un coeficiente de variacion de 111,93 %, un valor minimo de 14,14 pg/ml y un valor maximo de
785,87 pg/mL.

Tabla 14

Estadistica descriptiva para el comportamiento del estradiol circulante en
machos adultos Cichlasoma festae, bajo la accion de los tratamientos

Tratamiento GnRH Suero
N 6 6
Media 300,92 253,94
Desviacion estandar 116,2 284,23
Error estandar 47,44 116,04
Coeficiente de Variacion 38,61 111,93
Minimo 178,2 14,14
Maximo 483,31 785,57
Percentil (25%) 211,37 19,64
Percentil (75%) 391,75 289,65

En la tabla 15 encontramos el comportamiento de 11-ketotestosterona, en donde el 16 de julio
se realizo la primera toma de sangre, presentando una concentracion promedio de 314,04 pg/ml +
147,70, el 24 de julio se realizo el segundo muestro, presentando una concentracion promedio de

284,98 pg/ml £ 151, se observa una disminucion de la concentracion en 20 pg/ml
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aproximadamente y el 31 de julio se realizé el tercer muestreo donde presento una concentracion
promedio de 293,48 pg/ml, observandose un aumento en la concentracion de unos 9 pg/mi
aproximadamente desde el segundo al tercer muestreo bajo el efecto de la GnRH (Figura 42).
Mientras que en el primer muestreo bajo el efecto del suero fisiolégico encontramos que la
concentracion promedio fue de 247,43 pg/ml + 142,82, en el segundo muestreo la concentracion
promedio fue de 402,61 + 541,59 que demuestra que en este caso la concentracion aumento 220
pg/ml aproximadamente respecto al primer muestreo y en el tercer muestreo la concentracion fue
de 289,65 pg/ml disminuyendo asi en 100pg/ml aproximadamente con referencia al segundo
muestreo (Tabla 15, Figura 43). Las concentraciones de 11-ketotestosteron bajo el efecto de suero
fisiologico 253,94 + 284,23fue menor a la concentracion bajo el efecto de la GnRH 300,92 pg/ml
* 116,2, en 45 pg/ml promedio aproximadamente en total de los tres muestreos (Tablal4).
Tabla 15

Estadistica descriptiva de las concentraciones de 11- ketotestosterona circulante en machos
adultos Cichlasoma festae, bajo la accion de los tratamientos

GnrHVR 1 GNRH VR 2 GnrH VR 3 Promedio Desvest cv
Toma 1 483,31 211,37 247,43 314,04 147,70 47,03
Toma 2 178,20 391,75 284,98 151,00 52,99
Toma 3 293,48 293,48

SFVR 1.1 1SFVR 2.1 SFVR 3.1
Toma 1 14,14 166,88 247,43 142,82 118,49 82,97
Toma 2 785,57 19,64 402,61 541,59 134,52

Toma 3 289,65 289,65
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Tacon et al (2000) menciona que el nivel plasmético de testosterona bajo el efecto de GhRH
presentd un aumento general de 20-30 pg/ml en el dia 6 y aproximadamente 25 pg / ml en el dia
27. Sin embargo, el aumento fue muy lento antes del dia 6, y las concentraciones tendieron a
fluctuar durante la mitad del ciclo; en fin se observé una disminucion transitoria entre el dia 12 'y
18. Esto es similar con las concentraciones encontradas en nuestro proyecto ya que al dia 7 de la
inoculacion se presentd 314,04 pg/ml + 147,70, mientras en los dias 14 y 21 se encontraron
concentraciones de 284,98 pg/ml £ 151y 293,48 pg/ml respectivamente (Tablal5, Figura42).

Okuzawa (2016) menciona que los el grupo control mantuvo el mismo nivel de 11-
ketotestosterona, ya que la inyeccion no afect6 a los niveles plasmaticos de 11 ketotestosterona
durante todo el experimento, valores que no coinciden con los del presente estudio ya que bajo el
efecto de suero fisiologico se observd un aumento a los 14 dias con una concentracion promedio
de 402,61 + 541,59, mientras que a los 7 y 21 dias presento una concentracion de 247,43 pg/ml +
142,82 y de 289,65 pg/ml respectivamente (Tablal5,Figura43).

De acuerdo a Garcia, (2005) varias especies como Engraulis ringes bajo cautiverio reprimen
el estimulo hormonal y no logran alcanzar su desarrollo gonadal final por lo que el uso de
hormonas analogas es una alternativa para obtener concentraciones alta de 11-ketotestosterona y
que permitan las espermiacion, teniendo en cuenta que una inyeccion de GnRH induce un
incremento inmediato en los niveles plasméaticos de GtH en muchos peces, durante un periodo
corto de tiempo en el cual muchas veces es inhibido debido también a que los individuos no se
encuentran en las condiciones adecuadas como en los pardmetros ambientales ya que la luz,

temperatura y fotoperiodo afecta para la activacién en la hipofisis (Cisneros, 2007).
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4.2.1 Paradmetros productivos: indice gonadosomatico, fecundidad absoluta y fecundidad
relativa

Durante cada muestreo (3 en total), se procedi6 a sacrificar individuos, machos y hembras para
obtener las gonadas y realizar los respectivos analisis. La masa gonadal de los individuos
inoculados con GnRH fue de 0,69 + 0,75 g, mientras de los individuos inoculados con suero
fisiologico fue de 1,52 + 2,18 g. El indice gonadosomatico se lo realiza de las hembras, con la
masa corporal de cada individuo y la masa gonadal. El indice gonadosomatico de las hembras
inoculadas con GnRH, en promedio fue de 0,453 + 0,30 %, mientras que para las hembras
inoculadas con suero fisioldgico en promedio fue de 1,255 + 1,77 % (Tabla 16).

Tabla 16

indice gonadosomatico de Cichlasoma festae durante su maduracion gonadal en la hacienda El
Prado

GnRH
Nombre Peces Masa corporal(g) Masa gonada (g) indice gonadosomatico (%)
. Hembra 256 1,95 0,768
Pareja 1
Macho 436
. Hembra 197 0,82 0,418
Pareja 2
Macho 119 0,3
Pareja 3 Hembra 150 0,26 0,174
Macho 156 0,12
Promedio 219+ 116,34 0,69+0,75 0,453+ 0,30
Suero fisiologico
Pareja 4 Hembra 215 0,59 0,225
Macho 402
Pareja 5 Hembra 169 54 3,301
Macho 139 0,71
Pareja 6 Hembra 188 0,45 0,24
Macho 265 0,41

Promedio 229,67 + 94,66 152 +2,18 1,255 +1,77
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El indice gonadosomatico es el célculo del peso de la génada como porcentaje del peso total
del cuerpo, el cual se utiliza para medir la madurez sexual en relacién con el desarrollo sexual de
los ovarios, existe una relacion entre el indice gonadosomatico y el volumen de ovocitos de un
individuo, ademas alcanza un valor maximo antes del desove (Rosales, 1997).

En la presente investigacion el indice gonadosomatico de las hembras inoculadas con GnRH
fue de 0,453 + 0,30 %, mientras que para las hembras inoculadas con suero fisioldgico fue de
1,255 + 1,77 %, en un periodo de 28 dias que dur6 la fase experimental, cabe recalcar que las
hembras de Cichlasoma festae fueron capturadas de su ambiente natural y sometidas a un proceso
de adaptacién al sistema RAS, por ello no se tiene uniformidad en el desarrollo gonadal de la
especie, en comparacion a lo mencionado por (Beltran, Sanchez, Valdez, & Ortega, 2010)

De acuerdo a Beltran,et al. (2010), al analizar el comportamiento del indice gonadosomatico
IG en Oreochromis aureus, en los meses invernales de enero a marzo, se observé valores bajos
de IG, a partir del mes de marzo se evidencié un aumento en los valores de IG y en la
maduracion, se evidencié un mayor incremento de los valores de IG en los meses de julio a
septiembre. El indice gonadosomatico llegé a 2,2+0,7%.

De acuerdo a Komolafe & Arawomo (2007), en su estudio “Estrategia reproductiva
de Oreochromis niloticus (Pisces: Cichlidae) en el embalse de Opa, lle-Ife, Nigeria” determiné en
las hembras, el indice gonadosomatico de 1.34 £ 0.01 % con valores entre 0.12 y 4.06 %. El
indice gonadosomatico aumentd con el desarrollo gonadal en las hembras, estos indices
disminuyen en los peces después del desove.

De acuerdo a Rosales (1997) en su estudio “Efecto de Ia alimentacion sobre los desoves de la

cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus (Teleostei: Serranitiae) mantenida en cautiverio”
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determind que el tipo de alimentacion implementada influye en el indice gonadosomatico,
mostrandose valores entre 6,16+0,63 y 14,91+1,48, demostrando que existen factores que
influyen en la reproduccion de los peces, los cuales deben ser considerados para lograr procesos
reproductivos exitosos en cautiverio (Tabla 16).

En la presente investigacion se determind la fecundidad absoluta de las hembras inoculadas
GnRH fue de 2676 + 1325,24 ovocitos y fecundidad relativa de 13,94 £ 7,10 y la fecundidad
absoluta de las hembras inoculadas con suero fisioldgico fue de 1568 + 582,98 ovocitos y

fecundidad relativa de 8,06 + 2,05.

Tabla 17
Fecundidad absoluta y relativa de Cichlasoma festae
GnRH
Masa Masa Fecundidad absoluta Fecundidad Relativa Diametro del
Nombre Peces , ; . - .
corporal (g) goénada (g) (Numero de ovocitos) ovocitos/g masa Ovaocito (um)
Parejal Hembra 256 4,34 1840 7,18 667,98
Pareja2 Hembra 197 1,95 4204 21,34 398,07
Pareja3 Hembra 150 5,62 1984 13,31 292,03
Promedio 201 £53,11 3,19;61 2676 £ 1325,24 13,94 £ 7,10 452,70 £ 193,84
Suero fisioldgico
Pareja4 Hembra 215 4,21 2182 10,14 241,54
Pareja5 Hembra 169 1,573 1022 6,05 935,21
Pareja6 Hembra 188 0,374 1500 7,98 279,01
Promedio 190674312 o 1568 + 582,08 806+2,05 485,25+ 390,13

Segun Villacis, (2017), la fecundidad absoluta en Oreochromis niloticus de 626 ovocitos y

fecundidad relativa de 2,03.
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Se realizd la medicién de 70 ovocitos promedio por tratamiento con lo que se determin6 que
con suero fisiolégico se obtuvo un tamafio medio de 485,25 um y un indice gonadosomatico de
1,26% pero sin ser significativamente diferente con el de GnRH que obtuvo un tamafio promedio
de 452,7 um y un indice gonadosomatico de 0,45% (Tabla 17).

De acuerdo a Villacis (2017), la fecundidad absoluta en Oreochromis niloticus de 626
ovocitos y fecundidad relativa de 2,03 ovocitos /g de masa corporal.

De acuerdo a Komolafe, et al. (2007), en su estudio “Estrategia reproductiva de Oreochromis
niloticus (Pisces: Cichlidae) en el embalse de Opa, lle-Ife, Nigeria” a fecundidad absoluta fue de
1 810 ovocitos en un pez de 29.7 cm de longitud total, con 23.0 cm de longitud estandar y un
peso de 487 g. La fecundidad relativa media fue de 3.34 + 0.11 ovocitos por / g de peso masa

corporal de los peces.

Tabla 18
Parametros reproductivos de hembras Cichlasoma festae
GnRH Suero Fisiologico
Media + SD CV (%) Media + SD CV (%)
N 70 66
IGS (%) 0,45+ 0,17 65,86 1,26 + 1,02 141,13

Ovocito (um) 452,7+ 11191 42,82 485,25 + 225,24 80,4
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del ovocito (um) de Cichlasoma festae

4.3 Evaluacion de Histologia de tejidos gonadales de Cichlasoma festae

4.3.1 Evaluacién de cambios estructurales en Hembras

94
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Estadio 11

Figura 45.Corte transversal de ovario en estadio Il de Cichlasoma festae Hembra de GnRH3
(1-4) ovocito previtelogenico tardio, (2) ovocito vitelogenico temprano, (3) ovocito
previtelogenico temprano. (N) Nucleo, (n) nucléolos, (C) citoplasma, (Mb) membrana basal, (T)

células de la teca y (Zp) zona pelucida. (a) H-E 10x y (b) H-E 40x.
- '-,'"7""»,."‘.n “' '

Figura 46. Corte transversal de ovario en estadio Il de Cichlasoma festae Hembra de S.F.H1.
(1-4) ovocito vitelogenico temprano, (2) ovocito previtelogenico tardio, (3) ovocito vitelogenico
tardio. (N) Nducleo, (n) nucléolos, (Cr) cromosomas plumosos, (L) gota lipidica, (T) células de la
teca,(\Vp) vitelio proteico y (Zp) zona pelucida. (a) H-E 10x y (b) H-E 40x
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Figura 47.Corte transversal de ovario en estadio 1l de Cichlasoma festae Hembra de S.F.H3

(1) Ovogonia, (2) ovocito previtelogenico temprano, (3) ovocito vitelogénico temprano, (4)
ovocito vitelogénico tardio. (N) Nucleo, (G) Granulosa, (L) gota lipidica, (T) células de la teca,
(Vp) vitelio proteico. (a) H-E 10x y (b) H-E 40x.

En el presente estudio se determind que las hembras 2GnRH, 1 Sf y 3 Sf se encuentran en
estadio 11 de desarrollo gonadal. Los ovarios presentan ovocitos en estadio de previtelogenesis
temprana, ovocito vitelogénico temprano, ovocito vitelogenico tardio, nucleo, células de la
granulosa y células de la teca, lo cual coincide por lo mencionado por (Pefia, GOmez, & Garcia,
2011). En estadio Il de desarrollo ovarico, se observa ovocitos en etapa de previtelogénesis,
tuvieron un nucleo prominente, ademas de ovocitos en vitelogénesis temprana y los ovocitos

presentan dos tamafios entre 100-1 000 um y de 1 001-2 000 pm con numero variable de

foliculos.
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Estadio 111

Figura 48.Corte transversal de ovario en estadio 111 de Cichlasoma festae Hembra de GnRH1
(1) Foliculo en pre-vitelogenesis, (2) ovocito vitelogénico tardio, (3) ovocito vitelogenico
temprano, (N) ndcleo, (C) citoplasma, (G) granulosa, (L) gota lipidica, (P) pared celular, (Mb)
membrana basal y (T) células de la teca. (a) H-E 10x y (b) H-E 100x
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Figura 49.Corte transversal de ovario en estadio 111 de Cichlasoma festae Hembra de GnRH2
(1-3) ovocito vitelogenico temprano, (2) ovocito vitelogenico tardio (4) ovocito previtelogenico
tardio. (N) Nucleo, (n) nucléolos, (C) citoplasma, (G) granulosa, (P) pared celular, (T) células de
la tecay (Vp) Vitelo proteinico.(a) H-E 10x y (b) H-E 100x.

De acuerdo a Pefia, et al. (2011), para el estadio Ill de desarrollo, existe la presencia de
ovocitos tanto en etapa de previtelogénesis como en etapas de vitelogénesis temprana, ya que el
ovocito estd en maduracion. Se observa la pared de los ovocitos dividida en tres capas, células de
la teca, membrana basal y células de la granulosa. La capacidad del ovocito para ingresar en la
maduracion esta acompariada del incremento de las uniones intracelulares entre las células de la
granulosa e intercelulares entre las células de la granulosa y el ovocito. Durante la presente
investigacion las hembras 1 y 2 inoculadas con GnRH, se determind las siguientes estructuras:
ovocito vitelogénico temprano, ovocito vitelogénico tardio, ovocito pre-vitelogénico tardio,

células de la granulosa, pared celular, células de la teca y vitelo proteinico.
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Estadio IV

Figura 50.Corte transversal de ovario en estadio IV de Cichlasoma festae Hembra de S.F.H2
(1) Ovocito vitelogénico temprano, (2) ovocito previtelogenico temprano, (3) ovocito
vitelogenico tardio. (N) Ndcleo, (G) Granulosa, (L) gota lipidica, (T) células de la teca, (Vp)
vitelio proteico y (Zp) zona pelucida. (a) H-E 10x y (b) H-E 40x.

En la presente investigacién La hembra 3 inoculada con suero fisioldgico esta en estadio 1V,
presentd las siguientes estructuras ovocito vitelogénico temprano, ovocito pre-vitelogénico
temprano, ovocito vitelogénico tardio, nicleo, células de la granulosa, células de la teca vitelo
proteico y la zona pellcida. De acuerdo a Pefia, et al. (2011), esta etapa es de méxima
maduracion, el crecimiento vitelogenético y aumentado considerablemente su tamafio; los
ovocitos estan ocupado casi en su totalidad por granulos de vitelo y vacuolas lipidicas, el tejido

conjuntivo se ha reducido al minimo y la zona pellcida se mantiene bien notable.
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4.3.2 Evaluacion de cambios estructurales en Machos

Estadio 11

ey W ST e
Figura 51.Corte transversal de testiculo en Estadio Il de Cichlasoma festae Macho de GnRH2
Espermatocito primario (EP), Canales (CA). (a) H-E 10x y (b) H-E 100

= - . -
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Figura 52. Corte transversal de testiculo en Estadio Il de Cichlasoma festae Macho de GhnRH3
Espermatocito primario (EP), Canales (CA). (a) H-E 10x y (b) H-E 100x
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De acuerdo a Pefia, et al. (2011), en este estadio Il de desarrollo los testiculos pueden ocupar
entre 10% y 20% de la cavidad celémica, es posible observar algunas espermatogonias, ademas
espermatocitos primarios y secundarios en los lI6bulos. En la presente investigacion se determiné
que los machos inoculados con GnRH se encentran en estadio Il de desarrollo con la presencia de
espermatocitos primarios (EP) y la presencia de Canales (CA).

Estadio 111

A . , . 4
. \i ' !,w;' 2 ‘ J ; .
Figura 53.Corte transversal de testiculo en Estadio I11 de Cichlasoma festae Macho de S.F.M2
(1) Espermatocito primario (EP), Cistos (C). (a) H-E 40x y (b) H-E 100x
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Figura 54.Corte transversal de testiculo en Estadio I11 de Cichlasoma festae Macho de S.F.M3
Células espermaticas (CE), Tejido conectivo liso (TCL), Cistos (C). (a) H-E 10x y (b) H-E 100x

De acuerdo a Pefia, et al. (2011), en este estadio Il1 o de maduracion es posible observar que
los 16bulos se encuentran llenos de células espermatogénicas, ademas de tejido conectivo liso. En
la presente investigacion de determin6 que los machos inoculados con suero fisioldgico se
encuentran en estadio Il con la presencia de células esperméticas (CE), Tejido conectivo liso

(TCL) y Cistos (C).

4.4 Resumen



Tabla 19
Resumen de parametros productivos de hembras bajo el efecto de la GnRH

103

Individuo/ Masa Fecha Concentracién de  Fecundidad Fecundidad  Diametro del Gonatligg:)criético
corporal Estradiol (pg/ml) Absoluta Relativa owocito (um) (%)
Hezrgké;a 1 16/7/2019 95,76 1840 7,18 667,98 0,768
Hig;b;az 24/7/2019 224,83 4204 21,34 398,07 0,418
Helrgg r; 3 31/7/2019 118,29 1984 13,31 292,03 0,174

Estadio

Estadio Il
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Tabla 20

Resumen de parametros productivos de hembras bajo el efecto del suero fisiologico
. - i , . indice

Individuo/ Masa Fecha Concer?tracmn de Fecundidad Fecund_ldad Dlamet(o el Gonadosomético Estadio

corporal Estradiol (pg/ml) Absoluta Relativa owvocito (%)
oS L T 105,98 2182 10,14 241,54 0225
Hirgg r; ? 24/7/2019 1203 1022 6,05 935,21 3,301
Hembra 3 31772010 1029,09 1500 7,98 279,01 024

188g




Tabla 21
Resumen de parametros productivos de machos bajo el efecto de la GnRH
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Individuo/Masa corporal Fecha Concentracion de 11-Ketotestosterona (pg/ml) Masa Goénada (g) Estadio
Macho 1 16/7/2019 483,31 - -
436 g
Macho 2
119 g 24/7/2019 178,2 0,3
Macho 3
156 g 31/7/2019 293,48 0,12

Estadio I




Tabla 22
Resumen de parametros productivos de machos bajo el efecto del suero fisiologico
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Individuo/ Masa corporal Fecha Concentracion de 11-Ketotestosterona (pg/ml) Masa Gonada (g) Estadio
Macho 1
4029 16/7/2019 14,14 - -
Macho 2 24/7/2019 785,57 071
139g
Macho 3
2650 31/7/2019 289,65 041

Estadio 111
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

51 Conclusiones

La hembra de vieja roja tiene un color rojizo y verde, mas intenso y vivo que los machos, los
cuales presentan un color mas oscuro que las hembras, un color verde militar en su mayoria y
ademas de un mayor tamafio. Las peces de vieja roja machos y hembras presentan puntos de
color azul.

La ganancia de peso se evidencié a partir del 9 de julio del 2019, hasta el 31 de julio del 2019,
una vez adaptadas al suministro de balanceado evidencié la ganancia de peso tuvo un
promedio de 4,3 g para los individuos inoculados con GnhRH, la conversion alimenticia con
12,7 y la eficiencia alimenticia de 2,6, mientras que para los individuos inoculados con suero
fisiologico fue de 4 gy conversion alimenticia fue de 17,8 y la eficiencia alimenticia de 1,4

Se observd que no hubo el efecto de la GnRH en las concentraciones de estradiol en un rango
de 96.96 hasta los 118,29 pg/mL, mientras con suero fisiologico se encuentra en un rango de
63,21 a 1023 pg/mL. Las concentraciones de 11-Ketotestosterona varian por individuo desde
68 a 130,38 pg/mL y no detecto diferencias por efecto de la GnRH. En donde se determina
que permite en las hembras mantener una maduracién gonadal continua mientras que en los
machos no causa ningun efecto.

Se determind la Fecundidad absoluta de las hembras con GnRH de 2676 + 1325,24 ovocitos y
fecundidad relativa de 13,94 + 7,10 ovocitos/g de masa corporal, con un didmetro del ovocito
de 452,70 = 193,84 um vy las hembras testigo, fecundidad absoluta de 1568 + 582,98 ovocitos

y fecundidad relativa de 8,06 + 2,05 ovocitos/g de masa corporal. Se realizd la medicion de 70
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ovocitos promedio por tratamiento con lo que se determind que el testigo se obtuvo un tamafio
medio de 485,25 + 390,13 um Yy un indice gonadosomatico de 1,26% pero sin ser
significativamente diferente con el de GnRH que obtuvo un tamafio promedio de 452,7 umy

un indice gonadosomatico de 0,45%.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda el uso de suero fisiologico en futuros estudios para comprobar su efecto en la
maduracion de oocitos, espermiacion y desoves.

Para obtener una mejor respuesta en las concentraciones de los principales esteroides sexuales
se recomienda el uso de pituitaria de tilapia 0 vieja roja que sean pertenecientes a la familia
Cichlidae.

Se recomienda realizar un estudio del perfil enzimatico de la especie para lograr determinar el
alimento balanceado  especifico para Cichlasoma festae para suplir su requerimiento
alimenticio y obtener una mayor ganancia de peso asi como favorecer a su adaptacion en
cautiverio.

Se recomienda empezar un plan de mejoramiento de la especie en su proceso reproductivo en
las futuras generaciones de reproductores nacidos en cautiverio.

Aumentar el tamafio de muestra poblacional en futuros ensayos para tener mayor validez de la
informacion obtenida.

Para futuros estudios se recomienda mediante ecografia determinar el estado gonadal de los
individuos de Cichlasoma festae, de acuerdo a esto se podra implementar un plan de manejo

reproductivo mas eficiente.
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