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GTH I: hormona gonadotrofina I.
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Optimizacion de la reproduccion de morenas (Gymnotus sp.) en condiciones de

laboratorio mediante la utilizacion de diferentes protocolos de induccion hormonal.

Palabras clave: Gymnotus, reproduccion artificial, EBH, GnRH, variables reproductivas,

cautiverio

RESUMEN
Gymnotus sp. es ta—¢l principal especie-género utilizadoa como carnada en la pesca
deportiva. Sus poblaciones naturales se encuentran bajo intensa presion de pesca y el-desarrelie

de-eultivassu cria en cautiverio es incipiente. El desarrollo de un paquete tecnolégico para la

cria en cautiverio adquiere relevancia dada la importancia socioeconémica del género—ta
espeeie. La posibilidad de manejar artificialmente la reproduccion permitiria la produccion de
alevinos de calidad y en cantidades para abastecer futuras demandas provenientes del desarrollo
de la produccién de morenas en estanques. La respuesta a la induccién hormonal es uno de los
aspectos que se deben estudiar para obtener informacion que permita elaborar un paquete
tecnoldgico de cria.

Con los objetivos de evaluar la respuesta de Gymnotus sp. a inducciones hormonales de
la reproduccion en condiciones de laboratorio y para determinar un protocolo adecuado a la
especie, se aplicaron diferentes dosis y tiempos de administracion de extracto bruto de hipdfisis
(EBH) y un andlogo de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRHa) a grupos de
reproductores machos y hembras en diferentes experiencias, en las que se evaluaron distintas
variables reproductivas.

En una primera experiencia se analizé la respuesta a la induccién con EBH midiendo
indice gonadosomatico (IGS) y niveles séricos de hormona luteinizante (LH). Ademas, se
evalué en hembras el didmetro de los ovocitos y el porcentaje de ovocitos con vesicula
germinativa en posicion periférica (%OVGPP) y en machos, motilidad y concentracion
espermaticas. Se obtuvieron desoves sélo en algunas hembras. EI %OVGPP vy el diametro de
ovocitos fue significativamente superior en las hembras inducidas con EBH en comparacion
con las hembras del grupo control. Los machos inducidos liberaron escasa cantidad de semen,
aunque de calidad satisfactoria.

En las experiencias 2 y 3, se agregaron pruebas de induccion con GnRHa y manejo de

variables ambientales en laboratorio sin resultados positivos.



En la experiencia 4 se confinaron animales para su adaptaciéon e induccién en
condiciones semi-naturales, combinando los efectos de los factores fotoperiodo, temperatura y
conductividad del agua, con los de las dosis hormonales propuestas para determinar los efectos
de las condiciones de mantenimiente-en-cautiverio en la maduracion y el éxito reproductivo
mediante induccion artificial. En estas condiciones, se registraron eventos reproductivos antes
de efectuar inducciones hormonales.

En la experiencia 5, se compararon las condiciones semi-naturales (GE) de cautiverio
con las condiciones de laboratorio (GL) para evaluar consecuencias del ambiente en el
desarrollo gonadal. Se constaté que las hembras confinadas en condiciones de laboratorio
presentaron un estancamiento del IGS a lo largo de la experiencia, aunque este efecto se revirtio
cuando las reproductoras fueron realojadas en los estanques exteriores. En los machos, se pudo
observar que los mantenidos en condiciones semi-naturales tuvieron mayor IGS al principio y
existié una tendencia de aumento en los alojados en laboratorio cuando fueron trasladados a los
estanques.

El diametro de los ovocitos, al igual que los diferentes estadios ovocitarios reconocidos
en cada muestreo, se diferenciaron a lo largo de la experiencia denotando un desarrollo
anticipado en las hembras de GE con respecto a las de GL. La fecundidad absoluta de las
hembras del GE fue superior a las pertenecientes al GL a partir de los 31 dias de iniciada la
experiencia. Cuando se evaluaron los estadios ovocitarios, el nimero de ovocitos vitelogénicos
exhibié una reduccion significativa en las hembras del GL hasta los 31 dias del ensayo respecto
al control inicial. En las hembras del GE, se observé un descenso significativo en el nimero de
ovocitos vitelogénicos a los 61 dias de ensayo respecto al muestreo del dia 31. Por otra parte,
resulté llamativo el incremento significativo del nimero de ovocitos en regresion registrado en
GL tras 12 dias de confinamiento.

Los machos no mostraron diferencias significativas en la maduracidn testicular entre
tratamientos, y tampoco segun el dia de muestreo considerado, durante la estacion reproductiva
en que se analizé esta variable.

Se concluye que la reproduccidn artificial en Gymnotus sp. en ambientes de laboratorio,
con las condiciones utilizadas, no resulta factible. No obstante, la estabulacion de reproductores
en estanques pequefios y condiciones semi-naturales podria constituir una practica alternativa
para obtener varios eventos reproductivos durante la misma temporada en que los reproductores

sean extraidos de su ambiente natural.



Reproduction optimization of banded knifefish (Gymnotus sp.) in laboratory conditions

using different hormonal induction protocols.

Keywords: Gymnotus, artificial reproduction, EBH, GnRH, reproductive variables, captivity.

ABSTRACT

Gymnotus sp. is the main species-genus used as bait in sport fishing. Their natural
populations are under an intensive fishing pressure and the development of this species fish
culture is incipient. The development of a technological package for breeding of this species in
captivity is relevant due to their socio-economics importance. The management of artificial
reproduction would allow the production of fingerlings in quality and quantity. Fingerlings
production could supply future demands from emerging species production cultures. The
response to hormonal induction is a feature that must be study in order to obtain information

that contribute to elaborate a technological breeding package.

The aims of this work were to evaluate the response of Gymnotus sp. to hormonal
induction of reproduction in laboratory conditions and to determine an appropriate protocol for
this species. Different experiences were carried out with crude pituitary extract (CPE) and an
analog of gonadotropin-releasing hormone (GnRHa) applied to groups of male and female in

different doses and times of administration. Different reproductive variables were assesed.

In a first experience, we analyzed the response to CPE induction measuring
gonadosomatic index (GSI) and serum levels of luteinizing hormone (LH). In addition, the
oocyte diameter and the percentage of oocytes with germinative vesicle in peripheral position
(%OGVPP) were evaluated in females and motility and sperm concentration, in males.
Spawning were obtained in just few females. The %OGVPP and oocytes diameter were
significantly higher in treated females when they were compared with the control group.

Treated males released a small amount of semen but it showed satisfactory quality.

In experiments 2 and 3, we added tests with GhRHa and manipulation of environmental

variables in laboratory facilities without positive results.

In experience 4, animals were confined in semi-natural conditions for their adaptation

before hormonal induction. The effects of photoperiod, temperature and water conductivity



were combined with hormonal doses proposed in order to determine the effects of captivity in
reproductive success using hormonal induction. Under these conditions reproductive events

were recorded before hormonal induction.

In experience 5, semi-natural conditions (GE) and laboratory conditions (GL) were
compared in order to evaluate environment influences in gonadal development. GL females
suffered GSI stagnation throughout the experience but this effect was inverted when broodstock
were relocated in outdoor ponds. GE males had higher IGS at the beginning of the experience

and GL group showed an increasing trend when it was transferred outdoors.

GE females denoted an anticipated development in oocyte diameter, as well as in
different oocyte stages recognized in each sampling day throughout the experience in
comparison with GL females. Absolute fecundity in GE females was higher than GL from the
31 day of experience. Until 31 days of assay, the number of vitellogenic oocytes exhibited a
significant reduction in GL females when they were compared with the initial control. At 61
days, GE females showed a significant decrease in number of vitellogenic oocytes compared
with the 31" sampling day. On the other hand, the number of oocytes in regression phase had

a significant increase in GL after 12 days of confinement.

Males showed no significant differences in testicular maturation neither between

treatments nor the sampling day considered during the reproductive season analyzed.

Artificial reproduction of Gymnotus sp. in laboratory environments is not feasible with
the conditions used in this work. However, broodstock extracted from their natural environment
could reproduce several times during the same season if they were placed in semi-natural

conditions using small ponds.

[Con formato: Superindice




1. INTRODUCCION.

1.1. Acuiculturay Piscicultura.

La acuicultura puede definirse como la actividad de cultivo de organismos, tanto
vegetales como animales, cuyo ciclo de vida se desarrolle total o parcialmente en el agua bajo
practicas sustentables que garanticen seguridad alimentaria de acuerdo con una vision

ecosistémica para el desarrollo de la produccion ( FAO, 2010; FAO, 2012).

La actividad ha presentado un crecimiento sostenido y méas acelerado que cualquier otro
sector de produccion de alimentos. Su tasa de crecimiento interanual mundial fue del 8,8% en
el periodo 1980-2010, mientras que la pesca ha crecido a razén del 1,2% y las producciones
sobre tierra, no superan el 2,8% (FAO, 2012). Segun el informe del estado mundial de la pesca
y la acuicultura de la FAO (2016), la pesca entre 2011 y 2014 continué acumulando un
incremento de 1,17% mientras la acuicultura creci6 a un ritmo de 5,75% durante el mismo

periodo.

El crecimiento de la acuicultura en los ultimos 30 afios ha sido impulsado por la
demanda creciente de proteinas de origen animal a nivel mundial, la necesidad de gestionar
sosteniblemente los recursos naturales y el estancamiento de la pesca extractiva en las Gltimas
décadas (FAO, 2012).

La produccion de la acuicultura a nivel mundial representaba un 19% de la produccién
de animales acuéticos en 1985. Su volumen se ha multiplicado més de 15 veces desde 1980. El
crecimiento de la actividad implic6 que para 2014 su produccién alcanzara el 44,1% de la
produccion pesquera total y su contribucion al suministro de pescado para consumo humano
sea por primera vez mayor que el de la pesca de captura para la provision del mercado mundial
(FAO, 2016).

La produccion total de la acuicultura para 2016 ascendid a 73,8 millones de toneladas,
comprendiendo 49,8 millones de toneladas de peces, 16,1 millones de toneladas de moluscos,
6,9 millones de toneladas de crustaceos y 1,3 millones de toneladas de otros animales acuaticos
incluyendo anfibios (FAO, 2016).

El pescado de cultivo constituye casi el 67,5% de la produccion en volumen sobre el
total producido por la acuicultura de manera que la piscicultura es la modalidad con mayor
produccion (FAO, 2016).



En Latinoamérica, el incremento del consumo de pescado junto al crecimiento
poblacional, ademés de la escasez por efectos de la sobrepesca, la contaminacion y la
modificacion de los ecosistemas acuéticos hicieron expandir la piscicultura con especies nativas
para mitigar los efectos de la extraccion sobre las poblaciones naturales. Por este motivo, el
desarrollo de cultivos con especies nativas ha presentado un crecimiento firme y continuado,
en particular en Brasil y el Per(. En términos de volumen, la acuicultura en América del Norte
y Latinoamérica también es dominada por los peces (62,5%), seguidos de los crustaceos
(21,4%) y los moluscos (16,1%) (FAO, 2016). Los principales paises productores son Chile,
Brasil, México, Ecuador y Colombia, representando el 89-% de la produccién acuicola total

obtenida.

En Argentina, durante los Gltimos 20 afios la actividad demuestra un desarrollo
incipiente, con un crecimiento lento pero sostenido. El volumen de produccién continda siendo

pequefio, en torno a las 3300 toneladas en 2016 (Panné Huidobro, 2017).

La piscicultura representa el 78,6% del total de la produccién acuicola nacional. El
ranking de produccion era liderado por la trucha (Oncorhynchus mykiss) hasta 2012, cuando
fue superada por el pacu (Piaractus mesopotamicus) (Ministerio de Agricultura 2010; 2012).
El desarrollo del cultivo de pact restauré los volimenes de produccién que se daban
anteriormente y los sobrepasd, alcanzando las 4000 toneladas en 2014. La disminucion
posterior, observada en 2016 se debié a problemas econémicos y financieros sufridos por el
sector productivo y en el NEA, region de produccion de pacu, particularmente por factores
climaticos que afectaron la produccién. Esta especie fue responsable del 58,92% de la

produccién acuicola en 2016 (Panné Huidobro, 2017).

Si bien la acuicultura todavia es considerada una actividad “no tradicional” (Panné
Huidobro y Luchini, 2008) en nuestro pais, en los Gltimos afios se han ejecutado iniciativas de
los Estados nacional y provinciales tendientes a jerarquizar la actividad. Una de las mas
relevantes la constituy6 la aprobacion en el afio 2015 de la Ley N°© 27.231 de “Desarrollo

Sustentable del Sector Acuicola”, a través de la cual se promovera el crecimiento del sector.



1.2. Produccién de especies no destinadas a consumo humano.

La piscicultura puede ser clasificada en funcion del objetivo que se plantee para el
desarrollo de la produccion. Los peces pueden ser reproducidos y terminados para produccion
de alimento, pero también para produccién de peces ornamentales, para pesca deportiva o para

repoblamiento de ambientes naturales (Mancera Rodriguez y Garcia, 2008).

El mantenimiento en acuarios de organismos acuaticos ornamentales es un hobby
practicado en alrededor de 150 paises que se encuentran involucrados en el comercio
internacional en torno a esta actividad. Mundialmente son comercializadas aproximadamente
unas 5300 especies de agua dulce y al menos unas 1400 especies marinas como peces
ornamentales. El principal importador de peces ornamentales es Estados Unidos de
Norteamérica, alcanzando los 11 millones de unidades anuales. Comercializa alrededor de 44
millones de individuos anuales en total, con una produccion propia que alcanza las dos terceras
partes de dicho volumen. Esa produccion de 33 millones de ejemplares lo posiciona como
principal productor del continente americano (Panné Huidobro y Luchini, 2008; Panné
Huidobro, 2013).

En Latinoamérica, se extraen por afio de los ambientes naturales mas de 100 millones
de organismos acuaticos considerados para ornamento, pertenecientes a 400 especies de agua
dulce. Entre los paises exportadores se destacan los surcados por las cuencas de los rios

Amazonas y Orinoco (Panné Huidobro y Luchini, 2008).

El cultivo de peces ornamentales en Argentina se practica desde hace décadas, aunque
ha sufrido los altibajos de las crisis econémicas. Los ultimos registros disponibles sobre nimero
de organismos acuéticos ornamentales importados y exportados desde la Argentina pertenecen
a 2012 y 2013. En el afio 2012, Argentina export6 un total de 94.600 peces para ornamento,
mientras que en el 2013 esta cifra alcanzd las 146.983 unidades. Los peces provinieron en su
mayor parte de cultivo. Las cifras de las importaciones son mayores, ya que en 2012 se
importaron 170.270 ejemplares y en 2013, la cifra aumenté considerablemente, alcanzando
582.670, siendo la balanza comercial de la actividad claramente deficitaria. La importacion de
peces ornamentales fue 95 % superior a la de otros organismos acuéticos ornamentales (Panné
Huidobro, 2013).

La produccién para pesca deportiva abarca la cria de peces para pesca recreativa, con la

finalidad de abastecer establecimientos que funcionan como cotos de pesca, y también de



especies que se utilizan en la pesca deportiva como carnada. En la provincia de Santa Fe, la ley
12212/03 reglamentada por el decreto 2410/04 determina que es obligatorio el registro de todas
las actividades relacionadas con la pesca y la acuicultura, entre ellas, acopiadores y vendedores

de especies para carnada.

La provincia de Santa Fe cuenta con méas de 700 kilometros de costas sobre el rio Parana.
El cauce principal, afluentes y arroyos interiores que la recorren ocupan un total de 300.000
hectareas. En este ecosistema se desarrolla una intensa actividad pesquera comercial y
deportiva. Ademas de las extensas costas sobre el rio, se ve beneficiada por una gran diversidad
de especies apreciadas por los pescadores como el dorado (Salminus brasiliensis), los surubies
(Pseudoplatystoma corruscans, P. fasciatum), el manguruyG (Zungaro jahu), el pacu (P.
mesopotamicus), el pati (Luciopimelodus pati) o la boga (Megaleporinus obtusidens) (Baigln
et al., 2003; Bechara et al., 2007; Ilwaszkiw y Lacoste, 2011).

Un estudio realizado sobre la regién Litoral (Santa Fe, Entre Rios, Chaco, Corrientes,
Formosa y Misiones) en el afio 2013 arrojé que un total de 5.618.000 turistas visitaron esta
region como destino principal. El un 50,7% se movilizé por motivos de visita a familiares o
amigos, y en segundo lugar, el 42,5% lo hizo por ocio, esparcimiento o recreacién (Dunjo,
2015).

En la actualidad el Plan A Toda Costa es una accion destinada al desarrollo turistico de
la regién costera de Santa Fe, incluyendo otros proyectos que impulsen las economias
regionales, mediante la generacion de diferentes productos y servicios (Ministerio de Gobierno

y Reforma del Estado de la Provincia Santa Fe, 2017).

La pesca deportiva ha logrado en los Gltimos afios un papel de privilegio como actividad
econdmica en la region Litoral del pais motorizando el turismo. A la par de su crecimiento
moviliza demandas de diferentes servicios, siendo la provisién de carnada de fundamental
importancia entre ellos. Entre las especies comercializadas como carnada, la morena (Gymnotus

sp.) es la més importante por el volumen de venta y sus aptitudes como carnada.

1.3. Caracteristicas bioldgicas e importancia econémica de la especie.

La morena (Gymnotus sp., Linnaeus, 1758) es el género de pez cuchillo eléctrico

neotropical con rango de distribucion geografico mas amplio en el continente americano.



Pertenece al Orden de los Gymnotiformes y la familia Gymnotidae. Se encuentra desde el sur
de México hasta la cuenca Paranoplatense. Este género posee el mayor nimero de especies del
orden con un total de treinta y cinco (Cognato y Fialho, 2006; Maxime y Albert, 2009) y es
ampliamente conocido por su utilizacion como carnada en la pesca deportiva (Moraes y
Espinoza, 2001; Peixoto Gervasio, 2006).

Los ambientes en donde se encuentra Gymnotus sp. son lagunas marginales o areas
inundadas marginales de bahias, arroyos, reflujos y areas de partes bajas de los rios que drenan
hacia cauces principales, con abundantes plantas acuéticas de raices densas, que retienen mucha
materia organica proveniente de las inundaciones, donde se esconde y encuentra alimento.
Posee habitos nocturnos saliendo en el creplsculo hacia aguas méas abiertas (Barbieri y Barbieri,
1983). Habita en lugares con profundidades inferiores a un metro. Ejemplares pequefios, con
tamafios entre 4 y 6 cm, se hallan entre las raices de macroéfitas acuaticas en profundidades
inferiores a 50 cm (Rotta, 2004).

Los peces del género Gymnotus presentan un cuerpo anguiliforme, elongado, cilindrico
en la region anterior, comprimido latero-lateralmente en la region posterior y que finaliza en
punta ya que no presenta aleta caudal. Estan desprovistos de aletas dorsal y ventral, pero poseen
una larga aleta anal que se inicia un poco por detras de las aletas pectorales y se extiende por

casi toda su parte ventral hasta casi el extremo del cuerpo (Figura 1.1.) (Gonzalez et al., 2001).

20 mm

Figura 1.1. Ejemplar adulto de Gymnotus sp.

La cabeza es deprimida dorsoventralmente y la quijada inferior es saliente. El hocico es
romo y presenta las narinas anteriores en el borde de las quijadas, casi ocultas por el labio
inferior. Posee una amplia abertura bucal. Los dientes orales cénicos y la cavidad bucofaringea

con escaso desarrollo del aparato dentario faringeo y de los radios branquiales son
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caracteristicos de peces que poseen una alimentacidn poco especializada. Bonetto et al. (1978),
caracterizaron a Gymnotus carapo como planct6fago, micro y mesoanimalivoro. El espesor de
los labios, sugiere que auxiliarian en la seleccién y captura de organismos retirados del fondo
pues en el contenido gastrico se verifico apenas una pequefia cantidad de particulas de substrato
y restos vegetales ingerida junto con los insectos, crustaceos y moluscos que constituyen parte
del espectro alimentario de esta especie, asi como animales de pequefio porte, renacuajos de
anfibios y peces (Gonzalez et al., 2001; Rotta, 2004).

No posee caracteristicas sexuales secundarias definidas. El macho posee dos testiculos
ovoides ubicados detras del extremo caudal del conjunto visceral, con conductos individuales
que se dirigen hacia la parte ventral anterior del cuerpo y se unen en la papila genital. La hembra
tiene un Unico ovario que se divide en dos l6bulos en direccidn al extremo cefélico, de los cuales
parten dos oviductos hacia la papila genital. La abertura genital se encuentra ubicada por debajo
de la cabeza a la altura del borde inferior de la abertura branquial, detras del ano (Gonzélez et
al., 2001; Ringuelet et al., 1967). Posee 6rganos eléctricos reducidos que emiten una pequefia
descarga, generando un campo eléctrico que utiliza para electrocomunicacion y orientacion, asi
como para la busqueda de alimento en compensacion por su vision reducida (Rotta, 2004). Este
sistema le otorga capacidad para el habito nocturno, cuando la visién es menos eficiente y la
presion predatoria es menor (Caputi et al., 2008; Markham et al., 2009), a la vez que permite a
los individuos distinguir sexo y edad de ejemplares de la misma especie debido a la variacion
del patrén de los pulsos eléctricos a diferentes edades y entre sexos (Cognato, 2005; Cognato y
Fialho, 2006; Moller et al., 2004).

Gymnotus sp. es la—especieel género mas utilizadoa como carnada para la pesca de
grandes peces carnivoros de rio abierto en el noreste y litoral de la Republica Argentina debido
a que se encarna facilmente por su extremidad caudal. Ademas, tiene la capacidad de respirar
aire atmosférico por lo que puede mantenerse durante dias en buenas condiciones para su
utilizacion. Hasta el presente, todos los ejemplares comercializados son obtenidos del medio
natural (Almirén et al., 2008). Si bien no existen registros de comercializacion anual total, cabe
mencionar a modo de ejemplo lo que ocurre en concursos de pesca como los de Reconquista
(Santa Fe) y Goya (Corrientes), donde participan alrededor 500 embarcaciones. Cada equipo
utiliza alrededor de seis docenas de morenas, alcanzando un consumo total aproximado de
72.000 ejemplares por afio solo entre estos dos concursos. Ademas de estos concursos existen

otros veinte eventos mas que se realizan anualmente en distintos lugares de Corrientes, Entre
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Rios y Santa Fe, donde también se utilizan entre otras carnadas, las morenas. Cabe resaltar
ademas, la existencia de numerosos puestos de venta de carnadas a la vera de las rutas de acceso
a los diferentes pesqueros en toda la region litoral. En Brasil, la morena es también la carnada
mas utilizada para la pesca de las especies carnivoras, contribuyendo en un 50% a la captura
total de carnadas registrada en la regién del Pantanal (Mato Grosso do Sul), la cual se calcula

en unos 15 millones de ejemplares al afio (Rotta, 2004).

La extraccion de carnadas se desarrolla a la par de la pesca deportiva, siendo una
actividad econdémica de sustento para los pescadores conocidos como “moreneros”. El
crecimiento del turismo relacionado con la pesca deportiva en la region del litoral argentino
lleva aparejada una elevacion de la presion de pesca sobre este recurso. La pesca deportiva es
una actividad turistica consumista que puede conducir a una dréstica reduccion de las

poblaciones naturales de morenas por sobreexplotacion (Peixoto Gervéasio, 2006).

Uno de los grandes problemas en el comercio de carnadas utilizadas para la pesca
deportiva en Mato Grosso do Sul ha sido la mantencion de las mismas en cautiverio después de
su captura hasta la comercializacién. En principio, los parametros fisico-quimicos del agua no
parecen ser factores limitantes para la conservacion de las morenas en cautiverio ya que debido
a su respiracion aérea accesoria consiguen sobrevivir con bajas concentraciones de oxigeno
disuelto. Las mortalidades parecen estar relacionadas con la forma de manejo. El transporte, la
alta densidad en que se confinan los ejemplares y la luz del sol directa sobre los tanques, con el
consecuente deterioro de la calidad del agua, producirian estrés crénico en los animales (Soares
de Oliveira et al., 2004). Segun Rotta (2004), las mortalidades producidas como consecuencia
de las colectas, almacenamiento y transporte ascienden al 14% de las capturas en la regién del

Pantanal.

La oferta de morenas presenta una marcada estacionalidad porque depende
fundamentalmente del nivel de agua de los bafiados, asi como de la temperatura del agua

condicionada por la época del afio.

La necesidad de contar con carnadas en cantidades suficientes para la temporada de
pesca adquiere importancia debido al auge de la pesca como actividad turistica en la region
litoral de la Argentina. Como este deporte trae aparejada una fuerte presion de extraccion sobre
las diferentes especies de morena los moreneros padecen los vaivenes de la fluctuacion entre

oferta-demanda.
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Con este escenario, la posibilidad de realizar la reproduccién en cautiverio y criar
ejemplares en estanques, aparece como alternativa que permitiria reorganizar la actividad,
mejorar la condicidn socioecondmica de los pescadores moreneros y la atencion a los turistas
que practican la pesca deportiva, y al mismo tiempo, constituir un aporte para la preservacion

de las poblaciones naturales.

1.4. Regulacion de la reproduccion.
1.4.1. Regulacién ambiental.

La época de reproduccion de una especie estd determinada por diferentes factores
ambientales que activan el proceso de maduracion de las génadas actuando a nivel del
hipotdlamo. Carrillo et al. (2009) clasifican a estos factores ambientales como factores

préximos y factores ultimos.

Los factores préximos controlan los ciclos anuales de una especie afectando sus procesos
biolégicos. Estos son las sefiales ambientales de las cuales, los individuos obtienen informacion
sobre la estacion venidera para sincronizar los eventos reproductivos con anticipacion. Por otra
parte, los factores ultimos son las variables ambientales que han ejercido presion de seleccion
para restringir la actividad reproductiva a determinado momento del afio que coincide
generalmente con la época de mayor disponibilidad de alimento. Dado que el fin del proceso
reproductivo es asegurar la continuidad de la especie, la actividad reproductiva de las especies
se ajusta al periodo en que la prole puede desarrollarse con menores dificultades (Carrillo et al.,
2009).

El factor proximal predictivo mas importante en la maduracion de la mayoria de las
especies de peces cultivadas es el fotoperiodo debido a que permanece constante reflejando la
estacionalidad de manera fiable. La informacion del fotoperiodo es transferida por el drgano
pineal mediante la produccion de melatonina y en menor medida por la retina, mediando los
ritmos circadianos y estacionales. Ya fueron descriptos ritmos de produccién de melatonina
tanto para especies dulceacuicolas como marinas. En todas ellas, los niveles de melatonina
plasmética se elevan durante la noche y descienden durante el dia. Estos cambios ciclicos
diarios en la secrecion de melatonina le suministran al individuo informacion acerca de la hora

del dia y también experimenta variaciones estacionales, relacionadas con la duracién de la
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noche y la temperatura del agua, que le informan sobre la época del afio en que se encuentra
(Carrillo et al., 2009).

La temperatura es uno de los factores Gltimos para una sincronizacion exacta del
momento de la reproduccién con los cambios periédicos que provienen del medio ambiente
exterior dado que propicia el momento en que las larvas pueden desarrollarse mejor. Este
parametro del agua comienza su incremento en primavera en latitudes medias y altas, con lo
que aumenta la actividad de los peces y las posibilidades de conseguir mayor cantidad de
alimento. En areas tropicales y subtropicales, el régimen de lluvias y las corrientes oceanicas
tienen mucha influencia modificando la temperatura de manera que ésta pareciera regir la
reproduccion (Carrillo et al., 2009). En aguas continentales, el régimen de lluvias determina los
pulsos de inundacion y sequia. Los cambios del nivel fluviométrico tienen influencia en la
modificacion de los parametros fisicos y quimicos del agua, como conductividad eléctrica y
pH, y sobre otras condiciones como materia organica disuelta, acceso a lugares de cria en el

valle aluvial, presencia de predadores o la competicién por el alimento (Vazzoler, 1996).

Tanto, el factor proximal méas importante, el fotoperiodo, como los factores ultimos,
como temperatura, conductividad y nivel del agua, han sido utilizados en diferentes especies

subtropicales para regular la respuesta reproductiva en cautiverio (Feulner et al., 2008).

Varias especies de peces tropicales de agua dulce fueron reproducidas en cautiverio
mediante la aplicacion de cambios en factores medioambientales. Las condiciones de
laboratorio permitieron emular precipitaciones, cambiar la conductividad y el nivel del agua,
imitando de esa manera la sucesion de la estacion seca con la de lluvias que se da en las latitudes
de origen de las mismas. Las experiencias incluyeron siete especies de Gymnotiformes
sudamericanos. La mayoria de los experimentos fueron realizados con Eigenmannia lineata,
utilizando cambios en los tres factores ambientales mencionados. Al comienzo, se imitaron las
condiciones de la estacion seca y luego se simulé la época de creciente con la imitacién de
lluvia mediante spray elevando el nivel que contenian las peceras. De esta manera, se disminuy6
simultdneamente la conductividad y se obtuvieron puestas sucesivas, demostrando que E.
lineata posee desova parcelada con 2 a 5 dias de intervalo entre puestas. En 10 experimentos
de cruzamiento, utilizando diferentes proporciones entre sexos de los reproductores y el mismo
patrén de variacion de los tres factores ambientales, se produjeron 196 puestas. Los

experimentos con otras especies de Gymnotiformes se realizaron usando diferentes
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combinaciones de los 3 factores ambientales utilizados previamente, tomando las puestas o la
deteccion de larvas como indicacion de maduracién completa de las gonadas. En Sternopygus
macrurus y Apteronotus albifrons se obtuvieron 2 y 3 desovas, respectivamente, después de
aplicar cambios a los tres factores ambientales. Mientras, en Apteronotus leptorhynchus,
Rhamphichthys sp., Brachyhypopomus pinnicaudatus y Brachyhypopomus brevirostris sélo se
necesitaron el descenso de conductividad y cambio del nivel del agua para obtener desovas
(Kirschbaum et al., 2008).

1.4.2. Regulacién neuroenddcrina.

Los estimulos ambientales que modulan el proceso de maduracién de las génadas en la
época de reproduccion activan el sistema neuroenddcrino dominante en la regulacion del
proceso reproductivo, el eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal. Otros sistemas intermediarios,
proyecciones pineales y retinianas, integran las informaciones neurales y neuroenddcrinas del
fotoperiodo y las hacen llegar a sistemas efectores que responden liberando neurohormonas

como la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y la dopamina (Carrillo et al., 2009).

Los peces teledsteos no poseen eminencia media por lo que la GnRH es transportada
directamente a las células del I6bulo anterior adenohipofisario. La GnRH desencadena una serie
de cascadas enddcrinas que modulan la actividad de la hipofisis y que conducen a la
reproduccion (Kah et al., 1993; Trudeau, 1997). La GnRH estimula y la dopamina inhibe la
sintesis y secrecion de gonadotrofinas (GTH) hipofisarias (Fig. 1.2.). En peces, laGTH Iy la
GTH Il son analogas a la hormona foliculoestimulante y la hormona luteinizante de tetrapodos,
respectivamente. Estas dos GTH que secreta la hipofisis son las responsables de la
recrudescencia gonadal, regulando la gametogénesis y la esteroideogénesis por accion directa
sobre las gonadas (Chaube et al., 2015), asi como en otros procesos implicados indirectamente
en la reproduccion como la vitelogénesis. GTH | induce la sintesis de estradiol e interviene en
la regulacién de la incorporacion de vitelogenina por el ovocito. La GTH Il también tiene
efectos en la maduracion final, ovulacion y la puesta (Mommsen y Korsgaard, 2008), asi como
en la espermiacion, probablemente modulando la composicion del plasma seminal (Planas y
Swanson, 2008).
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ESTIMULOS
AMBIENTALES
GnRH (+)
Dopamina (-)
NPY (+)
GABA ()
Catecolaminas (+)
GTHI (+)
GTHII (+)
)
Progesterona
/ Androgenos
: Estrégenos

GAMETOGENESIS ESTEROIDOGENESIS

Vitelogenina (+)

Figura 1.2. Esquema de la regulacién neuroendécrina de la reproduccion en teleésteos.

La accién de las GTH sobre las gonadas se ejerce a través de su acoplamiento a
receptores de membrana especificos localizados en las células foliculares del ovario y en las
células de Leydig y Sertoli en el testiculo. El acoplamiento de las GTH a sus receptores
especificos desencadena la esteroidogénesis gonadal responsable de la produccién de
androgenos, estrogenos y progestagenos que, a su vez, promueven la espermatogénesis y
ovogeénesis. Los niveles de ambas GTH en la hipdfisis y en el plasma de los teledsteos varian
entre machos y hembras a lo largo del ciclo reproductor desde la recrudescencia gonadal hasta
el desove en la mayoria de los teledsteos (Carrillo et al., 2009) (Carrillo et al., 2009)(Carrillo et
al., 2009)(Carrillo et al., 2009)mostrando una secrecion paralela de ambas GTH involucradas
en la regulacion endocrina exceptuando a los Siluriformes, que parecen mostrar otro patrén con

solo GTH Il presente durante el proceso de maduracién gonadal (Chaube et al., 2015).
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GTH |, presente a lo largo de todo el ciclo, incrementa su concentracion en plasma de
forma notable durante la oogénesis y espermatogénesis tempranas y después de la ovulacion y
la espermiogénesis (Carrillo gt al., 2009). Es responsable de estimular la sintesis de estrdgenos
en el ovario, los que a su vez estimulan la sintesis de la vitelogenina en el higado, la cual luego
serd transportada hasta los ovarios donde sera incorporada a los ovocitos en maduracion
constituyendo la reserva de vitelo de los futuros embriones (Pankhurst, 2008). GTH | también
acttia como la hormona que desencadena la maduracion final y ovulacidon, estimulando la
produccion de GTH Il. En los machos regula la proliferacion de las espermatogonias y su

diferenciacion acompafiada por las células de Sertoli (Hoo et al., 2016).

GTH Il se caracteriza por mostrar un pico durante la fase de maduracion final y
ovulacion en hembras, y la espermiogénesis y espermiacion en machos. Bajo la accién de esta
GTH la produccién de estrégenos por el ovario cambia a progesterona y los ovocitos quedan

aptos para la ovulacion (Mufioz Cueto, 2009).

Por otra parte, la dopamina inhibe la secrecion de GTH |1 y GTH Il bloqueando el
proceso reproductivo. Las acciones de la dopamina estdn moduladas por los esteroides sexuales,
en particular, por el estradiol formando parte de los mecanismos de retroalimentacién negativa
de los esteroides durante los estadios de vitelogénesis y de los andrégenos sobre neuronas

dopaminérgicas del area predptica que proyectan a la hipofisis (Mufioz Cueto, 2009).

La accion de las GTH desencadena la maduracion en peces uniéndose a receptores de
membrana, cada una asociada a diferentes estadios del desarrollo gonadal. La esteroidogénesis
comienza, mediada por la proteina de regulacion aguda de la esteroidogénesis, con la
transferencia de colesterol a la membrana interna de las mitocondrias para formar el primer
esteroide en la via de sintesis, la pregnenolona (Fig. 1.3.). Esta puede seguir dos rutas diferentes,
a progesterona o 17a-hidroxipregnenolona. El punto final de la sintesis de esteroides durante la
gametogeénesis es 17p-estradiol y 11-cetotestosterona, en hembras y machos, respectivamente.
En ambos sexos, se produce un cambio a la produccion de 17,208 dihidroxi-4-pregnen-3-ona
sintetizada por las células foliculares en hembras y por células de Leydig en machos, antes de
la maduracion de los gametos, la ovulacion y la espermiacion. Los esteroides tienen accion
enddcrina via circulacion sobre érganos diana y paracrina por difusion directa dentro de las
células adyacentes. Los progestagenos tienen actividad en la maduracion de ambos sexos y

actlan como feromonas en muchas especies. Los andrégenos regulan el crecimiento de los

[Con formato: Fuente: Cursiva
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testiculos y el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias, ademas en ambos sexos,
intervienen regulando patrones de comportamiento y tienen accion en el mecanismo de
retroalimentacion central (Fig. 1.2.). Ademas, la testosterona es precursora del 17 —estradiol,
responsable de la estimulacién de la sintesis del vitelo y precursores de la envoltura del huevo,

también con accién en el mecanismo de retroalimentacion central y local (Pankhurst, 2008).

Colesterol + StAR (Proteina de Regulacion Aguda de la Esteroidogénesis)

Membrana
mitocondrial

———

Activacion enzimatica de la
esteroidogénesis

Pregnenolona ——> Progesterona

17a-hidroxipregnelonona——> 17-hidroxiprogesterona

l l

Dehidroepiandrosterona ——> Androstenidiona

l

11-cetotestosterona «——— Testosterona
()]

17p —estradiol v
9 17,208 dihidroxi-4-pregnen-3-ona
(®/3)

Figura 1.3. Esquema de la sintesis de esteroides en teledsteos (modificado de Pankhurst,
2008).

En el control de la reproduccién también estan implicados otros sistemas
neuroendécrinos. Entre ellos, el neuropéptido Y (NPY), implicado en el control de la ingesta y

el metabolismo, y el &cido-8-aminobutirico (GABA), principal neurotransmisor inhibidor en el
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cerebro de vertebrados. Ambos poseen efectos estimuladores sobre la secrecion de GTH en

forma directa y también sobre la liberacion de GnRH (Mufioz Cueto, 2009).

Las neuronas secretoras de NPY, fueron localizadas en las placodas olfativas, el bulbo
olfatorio, la porcién central del telencéfalo dorsal, el telencéfalo ventral, el area predptica
caudal, el talamo, el techo 6ptico, el ntcleo entopeduncular y el locus cerdleo, siendo estos dos
altimos los que proyectan sus axones hasta la hip6fisis para establecer contacto directo con las

células gonadotropas (Mufioz Cueto, 2009).

Por otra parte, el GABA estimula la liberacién de GnRH en los terminales nerviosos de

la hipdfisis e inhibe la actividad de las células secretoras de dopamina (Mufioz Cueto, 2009).

1.5. Caracteristicas reproductivas del género Gymnotus.

El ciclo reproductivo en peces difiere de acuerdo a la estrategia reproductiva de la
especie. La maduracion de las gonadas durante la época de reproduccion puede presentar
desarrollo sincrénico o asincronico. Esta diferencia se evidencia en las hembras de manera que,
si la especie posee maduracion sincrénica los ovocitos que contindan la diferenciacion celular
se encuentran en el mismo estadio y en caso de que la maduracién sea asincrénica, se

encontraran grupos en diferentes fases de desarrollo (Vazzoler, 1996).

Gymnotus sp. es una especie de desove asincrénico o parcelado caracterizado
histolégicamente por ovarios con grupos de ovocitos en diferentes estadios de maduracion que
son desovados en varios lotes durante un mismo periodo reproductivo (Gonzélez et al., 2001;
Rotta, 2004).

Estudios realizados por Kirschbaum y Wieczorek (2002) revelaron que la disminucion
de la conductividad del agua es el factor climatico sincronizador que acttia como gatillo sobre
el eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal para el desarrollo total de las génadas y el desove en
G. carapo. Estos investigadores obtuvieron los primeros datos de reproduccion de Gymnotus
en acuarios, disminuyendo la conductividad del agua continuamente a lo largo de varias
semanas mediante el agregado de agua destilada para provocar la maduraciéon gonadal.
Pudieron obtener una puesta de huevos 120 dias después de comenzar el experimento usando
un fotoperiodo controlado de 12 horas luz:12 horas oscuridad como factor proximal, mediante
el cual los peces advierten que se encuentran en época favorable para la reproduccion. El
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agregado de agua destilada se efectud sin simular la ocurrencia de lluvias como factor Gltimo
de maduracion.

La recrudescencia de las gonadas en la mayoria de las especies de peces neotropicales
de agua dulce comienza durante la estacion primaveral (Vazzoler, 1996), dando lugar al
paulatino aumento de la relacién gonadosomatica que refleja eficientemente la inversion de
energia realizada para la reproduccion (Lubzens et al., 2010). Barbieri y Barbieri (1983)
hallaron que el periodo de la reproduccion para la especie se extendia desde septiembre a enero,
con pico entre octubre y diciembre, coincidiendo con la época de elevacion de la temperatura
del agua en la represa de Lobo (SP, Brasil).

En estudios realizados en el sur del Pantanal (Brasil) las hembras de Gymnotus se
encontraron maduras, en diferentes frecuencias, entre los meses de diciembre y abril (Resende
et al., 2006). Gonzalez et al. (2001) encontraron animales maduros desde octubre a marzo en
una laguna en inmediaciones de Corrientes (Argentina). También en el bajo rio Negro
(Pantanal- MGS, Brasil) se describi6 un periodo reproductivo desde diciembre extendido hasta
abril (Resende et al., 2006). Ishiba et al. (2009), analizando histolégicamente morenas
provenientes del rio Bonito (SP, Brasil) encontraron machos maduros entre octubre y abril,
mientras que las hembras de la misma poblacién presentaron su madurez entre septiembre y
febrero. La temporada reproductiva de Gymnotus omarorum en laguna Blanca (Formosa,
Argentina) demostro ser igual de extensa, desde el inicio de la primavera hasta inicios del otofio.
Las hembras presentaron génadas en estado de maduracion con un pico en septiembre, previo
al desove. El pico del estado desovado fue en octubre (78%). Sin embargo, desde octubre hasta
marzo, los estadios de maduracion avanzada, total y desovado se presentaron durante todo el

periodo de reproduccion (lwaszkiw et al., 2016).

La fecundidad en morenas por lote de desova es baja, variando de 820 a 3.040 ovocitos
en hembras de 23 a 46 cm de longitud total. Asimismo, la fecundidad absoluta, estimacion de
la cantidad total de ovocitos desovados a lo largo de un periodo reproductivo, se calculé que
varfa entre 990 y 272.700 ovocitos (Rotta, 2004). En base a la baja fecundidad detectada en las
hembras con ovarios maduros, determinada a partir del escaso nimero de ovocitos listos para
ser desovados, se infieren comportamientos asociados a cuidados parentales como los que se
presentan en aquellas especies de peces que utilizan estrategias similares a las encontradas en

Gymnotus (Gonzélez et al., 2001). Kirschbaum y Wieczorek (2002) pudieron documentar que
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el macho de Gymnotus carga las crias en su boca durante los primeros momentos de su
desarrollo. Los juveniles que fueron descargados por el macho en un acuario fueron aislados en
el mismo y criados hasta las 15 semanas de edad. Luego, fueron pescados para contarlos y
clasificarlos. Al afio de edad los ejemplares alcanzaron 20 cm de longitud promedio. No se pudo
constatar hasta que edad el macho cuida de las crias debido su aislamiento temprano, poco
después del comienzo de la alimentacion exdgena. Sin embargo, el tamafio y la agresividad de
Gymnotus son buenas condiciones para que el cuidado parental de las crias se prolongue un

tiempo mas luego del comienzo de la alimentacién exdgena de las mismas.

1.6. Histologia gonadal.

Las caracteristicas morfométricas que pueden ser utilizadas en la determinacion de las
diferentes fases del periodo reproductivo de una especie se deben a cambios histoldgicos que
se dan en las génadas a lo largo del mismo (Ishiba et al., 2009). Estos autores, de acuerdo a la
clasificacion de Grier (2002) y Grier y Uribe (2009), describieron para G. carapo cinco fases
de desarrollo gonadal para machos: en retraccion, desarrollo inicial, desarrollo intermedio,
desarrollo final y regresion, y tres fases en las hembras: desarrollo inicial, desarrollo intermedio

y desarrollo final.

En machos, la fase de testiculos en retraccion se encuentra durante junio. Se caracteriza
por un epitelio germinativo continuo, formado apenas por espermatogonias y células de Sertoli.
La luz tubular se mantiene dilatada y contiene espermatozoides residuales. En desarrollo inicial,
desde julio a agosto, el epitelio germinativo es continuo, formado por grupos de
espermatogonias y espermatocitos. La proliferacion de los grupos hacia el lumen convierte al
epitelio en pseudoestratificado y la luz de los tibulos, con algunos espermatozoides residuales,
se observa parcialmente cerrada. El desarrollo intermedio, desde agosto a octubre, se caracteriza
por grupos que contienen células mas diferenciadas, espermatocitos y espermatidas, en posicion
apical hacia la luz, mientras que los grupos con células germinativas menos diferenciadas
(espermatocitos y espermatogonias) ocupan una posicion mas basal. El epitelio germinativo es
predominantemente continuo y el intersticio reducido. Durante el desarrollo final, de octubre a
abril, la luz de los tdbulos se presenta irregular y dilatada, llena de espermatozoides. El epitelio
germinativo se torna discontinuo con la abertura gradual de los tdbulos. La regresion, desde

abril a mayo, se caracteriza por el epitelio germinativo discontinuo con grupos remanentes
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vacuolados y el intersticio engrosado. Una gran cantidad de macréfagos aparece en la luz
tubular, irregularmente llena de espermatozoides. En esta fase, los testiculos sufren un cambio

estructural con la aparicion de centros de melanomacréfagos (Ishiba et al., 2009).

En las hembras de Gymnotus, se describieron tres fases del periodo reproductivo
determinadas por la frecuencia relativa de tipos de ovocitos presentes. Durante el desarrollo
inicial, desde marzo a mayo, se observa un epitelio germinativo con nidos de ovogonias y
ovocitos pre-vitelogénicos de diferentes tamafios. En esta primera fase de desarrollo, se puede
observar el aumento en diametro del ovocito envuelto por células foliculares pavimentosas.
Durante la fase de desarrollo intermedio, de junio a agosto, los ovocitos ya presentan alvéolos
corticales en el final del crecimiento primario y se ven recubiertos por la zona radiata, células
foliculares cubicas, la membrana basal y las tecas interna y externa. Por ultimo, en el periodo
de desarrollo final, desde septiembre a febrero, los ovocitos se encuentran en crecimiento
secundario, caracterizados por el acimulo de vitelo en el citoplasma. Los ovocitos maduros
(vitelogénicos) son liberados por ruptura de la envoltura folicular, formando los complejos
foliculares post-ovulatorios, encontrados desde diciembre a febrero. Los ovocitos no viables
sufren atresia folicular, caracterizada por la presencia de una gran cantidad de macrofagos en
la cercania del foliculo atrésico (Ishiba et al., 2009).

1.7. Factores que afectan la reproduccion en peces.

El proceso de reproduccion se ve afectado por diferentes circunstancias causantes de
estrés cuyos efectos fisioldgicos guardan estrecha relacion con el mismo (Schreck et al., 2001).
Diferentes investigaciones han demostrado que el estrés por manejo puede afectar de distintas
formas el desempefio reproductivo en diferentes especies de peces, atrasando o adelantando la
ocurrencia del periodo reproductivo o hasta inhibiendo completamente la reproduccion
(Schreck, 2010). En muchas especies bajo régimen de cultivo falla la maduracion final de los
ovocitos aparentemente por la falta de liberacion de GTH Il desde la hip6fisis en la tltima etapa
de la vitelogénesis y como consecuencia no se dan la ovulacion y ta-puestael desove (Mylonas
et al., 2010).

Como fue descrito en el apartado 1.4, la regulacidn del ciclo reproductivo se encuentra
coordinada bajo control de mdltiples hormonas. El eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal

integra sefiales enddgenas que recibe de las glandulas endocrinas al ser estimuladas por el
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medioambiente. Por lo tanto, la reproduccion en los teledsteos estd bajo la influencia de la
retroalimentacion ejercida por el sistema endocrino sobre los drganos diana, pero también por
todos los cambios que tengan impacto sobre el ambiente, como temperatura, fotoperiodo,

disponibilidad de alimento y agentes estresantes, entre otros (Mommsen y Korsgaard, 2008).

Un agente estresante produce una alteracion en la homeostasis induciendo la liberacion
de catecolaminas y cortisol. En teledsteos, las catecolaminas son secretadas por las células
cromafines y el cortisol es sintetizado y secretado por las células esteroidogénicas (Barton e
lwama, 1991). Ambos tipos celulares se localizan alrededor de las principales venas de la
porcidn cefélica del rifion conformando las glandulas interrenales (Morandini et al., 2014). El
rifidon de los peces es un 6rgano complejo donde se localizan, ademas de las glandulas
interrenales, las estructuras vinculadas a los procesos de excrecién de metabolitos, células

hematopoyéticas y centros de melanamacréfagos (Matty, 1985; Vigliano et al., 2006).

Entonces, la ocurrencia de estrés en peces se puede detectar mediante la utilizacion de
algunos indicadores histopatolégicos que se pueden tomar como variables cuantitativas,
demostrando diferencias entre individuos que manifiestan o no manifiestan estrés. Los métodos
mas utilizados son medicion de las células esteroidogénicas de la glandula interrenal y de sus
nlcleos y el peso de los rifiones que refleja indirectamente el tamafio de las glandulas
interrenales. Morandini, et al. (2014) estudiaron la correlacion de estas variables morfométricas
con los niveles de cortisol plasmatico utilizando como modelo a Cichlasoma dimerus, una
especie que presenta comportamiento territorial. Asi, los machos no territoriales o dominados
de un acuario presentaron un area nuclear mayor de sus células esteroidogénicas correlacionada
positivamente con mayores niveles de cortisol en plasma que los machos territoriales o
dominantes. Otro parametro que fue asociado a efectos de estrés en varias especies de

teledsteos es la presencia de células rodlet en diferentes 6rganos (Auré y Ocampo, 1999).

1.8. Importancia de la reproduccion artificial.

Si bien Gymnotus sp. se reproduce en cautiverio (de Souza y de Andrade, 1984), la
supervivencia de los alevinos en condiciones normales dentro de los estanques puede ser baja
para un sistema productivo debido al canibalismo entre diferentes tamafios de ejemplares.

Existen dos soluciones posibles a este problema.
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La primera consiste en separar los alevinos durante la época de reproduccion. Son varias
las dificultades inherentes a este método; debido a la gran superficie de los estanques de cria
hay que dedicar mucho tiempo a la recoleccion. La produccion de alevinos para recria depende
totalmente del desove natural en los estanques de reproductores y ademas, con este manejo se
produce estrés sobre el plantel de reproductores con la constante pesca para remover

semanalmente las crias durante la época de reproduccion.

La segunda solucién la constituye el desarrollo de la reproduccion artificial para esta
especie. Mediante este método se evitarian el canibalismo por parte de los progenitores y la
situacion de estrés producida sobre ellos por las pescas en procura de crias. De esta manera,
podria contarse con alevinos de calidad y en cantidades para abastecer futuras demandas de

semilla, sin tener que destinar grandes extensiones a mantenimiento de reproductores.

La reproduccion artificial en peces tiene sus origenes en los trabajos pioneros de
Houssay en 1930, con la induccion a la ovulacién en el orillero o madrecita, Cnesterodon
decemmaculatus (Poeciliidae), mediante inoculacion intraperitoneal de un extracto de
glandulas pituitarias de Prochilodus platensis (Juarez-Palacios, 1989). La implementacion de
esta técnica recibe el nombre de hipofisacion y consiste en la aplicacion de extracto de hipéfisis
obtenido por maceracion de glandulas extraidas de peces donadores que deben ser adultos y
estar en estadio de maduracién gonadal avanzado o maduros (Castagnolli, 1992). Este método
fue empleado por numerosos autores en diferentes especies de peces con interés econémico,
aun en especies que se reproducen en cautiverio permitiendo un aprovechamiento mas eficiente

del periodo de reproduccion (Juarez-Palacios, 1989).

La induccion hormonal de la desova es el Unico método seguro para obtener
reproducciones en especies de peces que no desovan en condiciones de cultivo por falta de
estimulos externos, dada la imposibilidad de reproducir las condiciones ambientales para la
liberacién de gametos. La técnica de induccidon hormonal ha sido utilizada desde hace més de
60 afios para diferentes especies de peces utilizando los mismos procedimientos, sélo con
algunas modificaciones menores (Rottmann et al.,, 1991). Estas modificaciones en los
protocolos de induccion se realizan segun la biologia reproductiva caracteristica de cada
especie. La induccién puede realizarse de forma aguda, utilizando pocas dosis de alta
concentracion, o crénica, con dosis maltiples con baja concentracion de hormona por periodos

prolongados.
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La hipofisacién es una técnica de induccion aguda de la reproduccion, extensamente
difundida y utilizada desde que comenzé a ser aplicada y adaptada a diferentes especies por
lhering y Azevedo (1934; 1936) en Brasil. Utilizando esta técnica, con el protocolo desarrollado
por Ihering (1937) asociado a las adaptaciones propuestas por (Woynarovich y Horvath, 1980),
fueron inducidas artificialmente a la desova veintidos especies de la cuenca del rio San
Francisco (Minas Gerais, Brasil) en el periodo desde 1953 a 2000, por diferentes investigadores
(Fontenele, 1953, 1955; Garadi y Nunes, 1986; Sato, 1988, 1999; Sato et al., 1996; 1997; 1998;
2000) . Los peces fueron inyectados con extracto bruto de hipofisis (EBH) de carpa en la
cavidad celémica o bien, intramuscularmente. Los machos generalmente recibieron una dosis
Unica, que vario entre 2,5y 3 mg kg™ de EBH de carpa. Las hembras fueron inyectadas dos
veces, una primera dosis preparatoria y la segunda desencadenante, con 0,6 a 1,1y 5,0 a 6,6 mg
kg™ de EBH de carpa, respectivamente separadas entre si por un periodo entre 12 a 20 horas
(Sato et al.,, 2003). Otros autores que trabajaron con extractos hipofisiarios, incluso

provenientes de otros animales, se detallan en la tabla 1.1.

Si bien la técnica de hipofisacion continda siendo la més utilizada, a partir de la década
de 1970 se comenz6 a ensayar con gonadotrofinas de peces parcialmente purificadas y

gonadotrofina coridnica humana (hCG).

En la misma década se inicid la utilizacién de GnRH, primero de mamiferos y luego de
peces, en busqueda de alternativas a la gonadotrofina sintética. Estas hormonas de segunda
generacion operan en niveles mas elevados del eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal mediante
el estimulo de la produccion y/o liberacion de gonadotrofina en la hipéfisis o también, en

niveles més bajos del eje modulando la secrecion de hormonas ovéricas (Jurez-Palacios, 1989).

Estos inductores de la ovulacion de segunda generacion son moléculas pequefias,
evolutivamente conservadas, conocidas como analogos de GnRH (GnRHa), que pueden ser
producidas sintéticamente resultando mas econémicas y eficientes en la induccion de
maduracion (Diaz y Neira, 2005) al ejercer su accion a diferentes niveles del eje hipotalamico-
hipofisiario-gonadal (Juarez-Palacios, 1989). Ademas, la eleccién de GnRH para la induccién
carece de efectos de especificidad de especie (Mufioz Cueto, 2009). También, el EBH posee
gran variabilidad de contenido de LH de acuerdo al estado fisioldgico y tamafio del pez donante.

A la vez, se evitan la inyeccion de otras hormonas presentes en un EBH, que pueden ser



25

contraproducentes en la maduracion final, y la posibilidad de transmisién de enfermedades de
los donantes a los reproductores (Zohar y Mylonas, 2001).

A pesar de que Gymnotus sp. es un pez capaz de reproducirse en cautiverio (de Souza y
de Andrade, 1984), las manipulaciones hormonales se pueden utilizar como herramienta de
gestion en piscicultura para mejorar la eficiencia en la reproduccion (Mylonas et al., 2010). La
obtencion de informacion para la mejora de técnicas de manejo complementarias de la
reproduccion, junto con estudios de las necesidades nutricionales de los diferentes estadios de
desarrollo y de las condiciones para su mantenimiento y crecimiento, es necesaria para su
produccion en cautiverio (Soares de Oliveira et al., 2004). Ademas, los programas de
reproduccion en cautiverio posibilitan el aumento del conocimiento de la biologia reproductiva
de las especies cuyas poblaciones naturales se encuentran amenazadas por la presion de

extraccion (Bryan et al., 2005).

Tabla 1.1. Ejemplos de hipofisacion en diferentes especies de peces.

dcglr:gér;' Especies inducidas Siéogykcgiiiis Autores

CCO":;IE; Pseuf(;(s)gilaatta/rsgoma HO0,5;5 Leonardo, 2003
Prochilodus lineatus M3 Streit Jr et al., 2004
Cyprinus carpio M 3/H0,5;5 de Souza et al., 2003
Leporinus macrocephalus Streit Jr et al., 2003
Pollo P, lineatus Mo Streit Jr et al., 2004
C. carpio M5H1;9 de Souza et al., 2003
L. macrocephalus Streit Jr et al., 2003
Conejo P. lineatus M Streit Jr et al., 2004
C. carpio M 7/H 1,4;12,6 de Souza et al., 2003
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EBH: extracto bruto de hipéfisis. M: machos. H: hembras. Dos dosis en hembras

corresponden a aplicaciones preparatoria y desencadenante, respectivamente.

Con el estudio de las diferentes etapas de vida de la morena y de su ciclo reproductivo
serfa posible el desarrollo de la piscicultura con una especie que presenta en la actualidad una
fuerte retraccion de sus poblaciones naturales. La optimizaciéon de un protocolo para la
obtencidn de reproducciones controladas contribuiria con el desarrollo de una piscicultura de

ciclo completo, como tecnologia aplicada a la cria de la morena, reduciendo los impactos de la
pesca extractiva sobre este recurso.
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OBJETIVO GENERAL

e Contribuir al desarrollo de un paquete tecnoldgico para el cultivo de ciclo completo de

Gymnotus sp.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la respuesta de Gymnotus sp. a la induccion de la reproduccion con extracto bruto
de hipdfisis (EBH) y derivados sintéticos de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) en

condiciones de laboratorio.
2. Determinar el protocolo de induccién hormonal mas adecuado para la-especieel género.
3. Determinar los efectos del cautiverio en el éxito reproductivo.

4, Establecer los efectos de las condiciones de mantenimiento en cautiverio en el desarrollo
gonadal del género-fa-especie.

5. Elaborar una tactica alternativa que permita obtener grandes cantidades de alevinos para

efectuar recria y engorde de manera masiva.

HIPOTESIS

e La reproduccion de Gymnotus sp., en condiciones de laboratorio, es factible mediante la

implementacion de un protocolo de induccién hormonal adecuado.
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2. MATERIALES Y METODOS.

Las distintas experiencias de induccion de la reproduccion, que a continuacion se
describen, fueron programadas en afios consecutivos a partir de los resultados obtenidos en los

ensayos previos.

Teniendo en cuenta que las experiencias de aclimatacion de los reproductores con
anterioridad a la época reproductiva durante los meses de otofio invierno realizadas en el Centro
de Investigaciones en Piscicultura Experimental (CIPEX) de la FCV-UNR fueron infructuosas
debido a las bajas temperaturas registradas en las instalaciones exteriores, se defini6 reducir al

minimo el tiempo entre la recepcion de los ejemplares y el inicio de cada ensayo.

2.1. EXPERIENCIA 1. Induccién con extracto bruto de hipdfisis (EBH).

El primer ensayo de induccién hormonal se realiz6 en diciembre de 2012, con animales
adultos de peso medio (Pm) 115,16 + 30,93 g y longitud total media (LTm) 316 + 23 mm. Los
reproductores inmediatamente después de su llegada a las instalaciones fueron distribuidos en
4 tanques de 1000 | cada uno, donde permanecieron una semana antes de la induccion hormonal.
El agua se mantuvo alrededor de los 23+1° C. La alimentacion diaria, efectuada con lombrices,

fue interrumpida 24 horas antes de la induccién.

Los ejemplares fueron inyectados con EBH de carpa siguiendo la técnica descripta por
Woynarovich y Horvath (1980) en dosis fijas. Las hipofisis fueron maceradas en mortero con
solucion fisioldgica estéril y el EBH fue administrado por via intramuscular en posicion dorsal,
a nivel del primer tercio de la longitud total del ejemplar (Fig. 2.1). Se utilizé una dosis inicial
de 0,5 mg kg y una final de 5 mg kg™* de EBH, esta Gltima administrada a las 8 horas de la

dosis inicial en todos los ejemplares.

La experiencia se realiz6 con 38 ejemplares adultos de Gymnotus sp. distribuidos en tres

grupos conformados al azar de la siguiente manera:

a. TEBH12: este grupo incluy6 6 hembras y 9 machos que fueron estrujados 12

horas después de la dosis final;

b. TEBH20: conformado por 4 hembras y 9 machos estrujados luego de 20 horas
posteriores a la dosis final;
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¢. Control: este grupo incluyé 5 hembras y 5 machos que fueron inyectados con
0,5y 1 ml de solucion fisioldgica estéril siguiendo el método descripto en el
segundo pérrafo de esta seccion y estrujados a las 20 horas posteriores a la Ultima

inyeccion.

Figura 2.1. Localizacién del sitio de inyeccion para induccién hormonal. Los puntos azules
limitan el sector donde se colocaron las inyecciones.

Al cumplirse los tiempos detallados precedentemente, se procedio al estrujado de los
ejemplares mediante masajes abdominales suaves sobre la pared celomética en sentido caudo-
craneal, en la zona de proyeccién de las génadas para la obtencién de los gametos. Para ello,
los reproductores fueron retirados de los tanques, de a uno por vez, y se sec6 la piel de cada

animal en la zona circundante a la papila urogenital, antes de la maniobra.

Posteriormente, en cada ejemplar se procedio a la extraccion de sangre por puncién de
la vena caudal mediante jeringas de 1 ml y agujas descartables. Luego, la sangre se coloco en
tubos Eppendorf y se centrifugd a temperatura ambiente durante 3 minutos a 5000 rpm. Las
muestras de suero fueron congeladas a -80 °C para luego medir el contenido de hormona
luteinizante (LH) por método ELISA (LH AccuBind, Monobind Inc.).

Finalmente, tanto los ejemplares que pudieron ser estrujados exitosamente como los que
no liberaron las gametas mediante el masaje abdominal fueron eutanasiados mediante
inmersién en solucién de benzocaina (200 ppm) y posterior seccion medular. Se realiz6 la
apertura de la cavidad celomica para corroborar o determinar el sexo. Luego se extrajeron y
pesaron las gonadas para el calculo del indice gonadosomatico (IGS) y en los ejemplares que
no liberaron los gametos mediante masajes abdominales se extrajeron los ovocitos o el semen

y se registraron las siguientes variables:
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En las hembras se determin el porcentaje de ovocitos con vesicula germinal en posicién
periférica (%OVGPP) y el didmetro de ovocitos. El anélisis de %OVGPP se realizé utilizando
25 ovocitos de cada hembra previamente fijados en liquido de Serra (60 ml de etanol 90%, 30
ml de formaldehido 35% y 10 ml de &cido acético glacial). EI didmetro de los ovocitos (um) se
calculé midiendo 10 ovocitos de cada hembra, a partir de una muestra previamente fijada en
liquido de Gilson (5 ml de etanol 60%, 0,9 ml de &cido acético glacial, 0,7 ml de &cido nitrico
80%, 1 g de cloruro de mercurio y 44 ml de agua destilada). Ambos analisis fueron realizados

utilizando microscopio Optico a 40x.

En los machos se registraron motilidad y concentracién espermaticas. Para evaluar la
motilidad espermatica se activo el semen con agua destilada en proporcion 1:4 (semen:agua) y
fue estimada de acuerdo con la metodologia aplicada por Felizardo et al. (2010). La
concentracion espermatica (nimero de espermatozoides ml?) fue evaluada en una solucién
compuesta por 10 pl de semen y 990 pl de solucién de formol citrato (2,9 g de citrato de sodio,
4 ml de formaldehido 35% y 100 ml de agua destilada) en cdmara de Neubauer y utilizando un

microscopio optico a 400x (Felizardo et al., 2010).
El IGS se calculd mediante la siguiente formula:
IGS = peso de la gbnada/peso del ejemplar x 100 (Vazzoler, 1996).

Para el calculo del IGS en ejemplares estrujados al peso de la gonada se le sumo el peso

de la desova.

2.2. EXPERIENCIA 2. Induccién con GnRH sintética.

Para este ensayo se utilizaron 15 ejemplares adultos de Gymnotus sp. (40,20+ 5,01 g de
Pmy 244,13+ 8,88 mm de LTm) que ingresaron a las instalaciones del CIPEX con 4 meses de
antelacion al inicio de la experiencia que se desarroll6 a fin del mes de enero de 2014. Al
momento de ser alojados en las instalaciones de cuarentena, los ejemplares fueron sexados
mediante ecografia con un equipo Sonoscape A5V con transductor microconvexo de frecuencia
variable de 6,5 MHz para conformar las parejas de reproductores de tamafios similares (Rotta
et al., 2007).

Se utilizaron 4 tanques en el laboratorio de 300 | de capacidad, con recambio parcial de

agua después de la oferta de alimento, donde fueron alojadas 2 parejas por tanque, a excepcion



31

de uno en el que se mantuvieron 2 hembras y un macho. Los ejemplares fueron alimentados
con 1 a 3 lombrices cada 2 dias, de acuerdo al consumo observado. La temperatura durante la

induccion fue de 23°C.

Para la induccion se utilizd una solucién de GnRH sintética (GnRH, Rio de Janeiro)
conteniendo 4,2 ug de acetato de buserelina ml, administrada por via intramuscular en dosis
fijas. Se realiz6 la extrusion de gametas a distintos tiempos post-induccién. En hembras se
empled una dosis inicial de GnRH sintética de 0,25 ml kg™ y una final de 0,75 ml kg (Sampaio
Paulino et al., 2011), esta Gltima administrada a las 12 horas de la dosis inicial. En los machos,
se realiz6 una aplicacion dnica con 0,5 ml kg™. Los 15 reproductores se distribuyeron en 3

grupos:

a. TGnRH10: en este grupo se incluyeron 2 hembras y 2 machos que fueron

estrujados 10 horas después de la dosis final;

b. TGnRH12: conformado por 4 hembras y 3 machos estrujados luego de 12 horas

posteriores a la dosis final;

c. Control: en este grupo se incluyeron 2 hembras y 2 machos que fueron
inyectados con 0,5 y 1 ml de solucién fisioldgica estéril siguiendo el método

descripto precedentemente.

2.3. EXPERIENCIA 3. Induccion con EBH y GnRH sintética y manejo de variables

ambientales.

Teniendo en cuenta los resultados de las experiencias previas, durante la temporada
2014-2015 se realiz6 un ensayo de induccion con reproductores de Gymnotus adquiridos en
Casilda, provenientes de Formosa. Los ejemplares registraron 26,83 + 7,41 g de Pm y 208,67
+ 17,53 mm de LTm y fueron sexados utilizando un equipo para ecografia Sonoscape A5V con
transductor microconvexo de frecuencia variable de 6,5 MHz (Rotta et al., 2007).
Posteriormente, se conformaron 12 parejas con ejemplares de tamafios similares entre si,
disponiendo las mismas en tanques de fibra de vidrio de 300 | provistos con flecos de nylon que

simularon plantas artificiales, en el laboratorio de reproduccion del CIPEX.
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Los animales se mantuvieron durante un periodo de 2 meses de adaptacion en las
condiciones previamente descriptas combinando con un fotoperiodo controlado (12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad), como factor proximal predictivo, y el agregado de agua destilada
a los tanques para disminuir la conductividad de la misma, como factor proximal sincronizador
(Vazzoler, 1996). En cada tanque se agregaron 2 litros de agua destilada semanalmente. Durante
los dltimos 16 dias antes de la induccién hormonal, el agregado de 1,5 litros de agua destilada
a cada tanque se efectu6 diariamente, registrandose los valores de conductividad con un equipo
multiparamétrico HANNA 9813-6 antes de la reproduccion artificial.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las experiencias 1y 2, los ejemplares fueron
inyectados utilizando los protocolos de induccién hormonal para EBH y GnRH descriptos en
la Tabla 2.1.

Cada grupo de tratamiento fue conformado de la siguiente manera:
a. TEBH12: 4 parejas en 2 tanques diferentes;
b. TGnRH12-1: 3 parejas, 2 en un tanque y la restante en otro;
c. TGnRH12-2: 3 parejas, distribuidas igual que el tratamiento anterior;

d. Control: 2 parejas en un mismo tanque.

Tabla 2.1. Esquemas de induccion hormonal de la experiencia 3.

Grupo Dosis
1°D: 0,1 ml kgt
TEBH12 2°D: 1 ml kg*

1°D: 0,25 ml kg*

TGNRH12-1 2°D: 0,75 ml kg'*
1°D: 0,25 ml kgt

TGnRH12-2 2D: 1 ml kgt
1°D: 0,2 ml kg*

Control 2°D: 1 ml kg™t

D (dosis): Cada ml de EBH contiene 5 mg de hipdfisis completas maceradas en solucion
fisiolégica. Cada ml de GnRH contiene 4,2 g de acetato de buserelina. Los
reproductores del grupo control fueron inyectados con solucién fisioldgica.
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Los ejemplares fueron sometidos a tratamiento el mismo dia, secuencialmente, para

estrujar la totalidad de los ejemplares de cada grupo transcurridas 12 horas desde la dosis final.

2.4. EXPERIENCIA 4. Induccién hormonal en condiciones semi-naturales.

Para la temporada 2015-2016, se planifico la aclimatacion de nuevos reproductores en
condiciones semi-naturales antes de la aplicacidn de los tratamientos hormonales. Este ensayo
fue disefiado para evaluar los esquemas de induccién con EBH y GnRH en las dosis indicadas
en la Tabla 2.1 pero en ejemplares mantenidos en condiciones similares al medio natural. A
estos esquemas se agregarian uno con dosis més elevadas de EBH (1° Dosis: 1 mg kg™t y 2°

Dosis 6 mg kg™) més un grupo control adicional sin inyectar.

Se prepararon 6 tanques disefiados para la recria de yacarés, de fibra de vidrio de 2,5 x
3,0my0,25a0,75 m de profundidad para separar diferentes lotes de reproductores. Los tanques
fueron instalados bajo sombra parcial de arboles, con fotoperiodo natural, en un campo en la
localidad de Santa Ana de los Guacaras (Corrientes). Se utilizé agua corriente para el llenado
de las piletas y luego de transcurridas 24 horas fueron fertilizadas con estiércol vacuno a razén
de 300 kg ha' y sembradas con camalotes (Eichhornia crassipes) y helechos de agua (Salvinia

auriculata) (Fig. 2.2).

Los ejemplares, provenientes de una captura realizada a finales de octubre de 2015,
fueron sexados mediante ecografia (Rotta et al., 2007) con un equipo Berger LC2010 dotado
de transductor plano de frecuencia variable de 5,5 MHz, corroborando por comparacién del
tamafio relativo de la cloaca con respecto al orificio genital(Ushizima & Bock, 2000)(Ushizima
& Bock, 2000)(Ushizima & Bock, 2000), y sembrados en los estanques.

Fueron utilizados un total de 60 animales adultos con 27,80 + 6,27 g de Pmy 208,92 +
13,11 mm de LTm, distribuidos al azar en grupos de 10, 5 hembras y 5 machos por estanque,

para cada tratamiento hormonal planificado y los respectivos controles.

La alimentacion fue provista naturalmente por la productividad del estanque con el
agregado de un aporte diario del 3-% del peso vivo de alimento balanceado con 41-% de proteina
bruta durante 15 dias, al comienzo de la experiencia. No se pudo constatar el consumo de

balanceado y se reemplazé con el agregado de larvas de mosquitos 3 dias a la semana.
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Figura 2.2. Unidades de cultivo en condiciones seminaturales
utilizadas en la experiencia 4.

El comienzo de la temporada de precipitaciones del verano se utiliz para generar un
cambio abrupto de la conductividad del agua, factor climético sincronizador que actla como
gatillo sobre el eje Hipotalamo-Hipofisiario-Gonadal para el desarrollo total de las génadas en
Gymnotus (Kirschbaum y Wieczorek, 2002). Se registraron los valores de conductividad del
agua en los estanques al inicio del ensayo y al momento de la recoleccion de reproductores para
la induccion con un equipo Hanna, HI199300.

Transcurridos 102 dias de aclimatacion en los estanques, luego se procedié a la
extraccion de los reproductores encontrandose una cantidad reducida de ejemplares con
respecto a los sembrados. En base a la reduccion del nimero de reproductores totales
disponibles para el ensayo (n=23) y los resultados previos obtenidos en experiencias anteriores

para cada tratamiento, se decidid dividir los ejemplares en los siguientes grupos:

a. TEBH12: este grupo incluyd 17 ejemplares provenientes de los estanques 1, 2,

3, 4y 5 que recibieron dos dosis de EBH separadas entre si 8 horas (1° Dosis:
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0,5 mg kgt'y 2° Dosis 5 mg kg™) y que fueron estrujados 12 horas después de

la dosis final;

Control: este grupo incluy6 seis reproductores del estanque 6 que fueron

inyectados con 0,5 y 1 ml de solucion fisiol6gica estéril, y estrujados a las 12

horas posteriores a la Gltima inyeccion.

2.5. EXPERIENCIA 5. Evaluaciéon de los efectos de las condiciones de cultivo en el

desarrollo gonadal.

Los efectos del estrés post-captura en el desarrollo de las gnadas se analizaron en un

total de 98 animales adultos, 58 hembras y 40 machos, con Pm de 26,84 + 9,13 gy LTm de

206,67 + 29,64 mm. Los ejemplares, provenientes de captura fueron sexados inmediatamente

por estudio ecografico con un equipo Berger LC2010 con transductor plano de frecuencia

variable de 6 MHz, corroborando por comparacién del tamafio relativo de la cloaca con respecto
al orificio genital (Rotta et al., 2007).

Luego de la seleccién por sexo, al dia siguiente se realizo la separacién de los grupos

quedando conformados de la siguiente manera:

a.

b.

C.

Control: conformado por 7 hembras y 4 machos que fueron eutanasiados y
muestreados al inicio de la experiencia (dia 0), siendo utilizados como grupo

control inicial;

GL: en este grupo experimental se utilizaron 30 hembras y 21 machos en 3
piletas de lona de 2,5 x 3,0 my 0,5 m de profundidad (10 hembras y 7 machos
por pileta) en condiciones de laboratorio, armadas bajo cubierta, con cafios de
PVC de diferente tamafio y diametro dentro del agua para refugio de los
animales. Se agregaron plantas acuéticas flotantes después de registrarse una

elevada mortandad de animales durante los primeros dias;

GE: en este grupo fueron sembradas 21 hembras y 15 machos en 3 estanques
exteriores de fibra de vidrio (7 hembras y 5 machos por pileta) de similar tamafio
que las de GL, instalados al aire libre en un sector del Instituto de Ictiologia del

Nordeste (Corrientes) bajo sombra parcial de malla plastica (mediasombra
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80%). Se introdujeron cafios de PVC de diferente tamafio y didametro dentro del
agua para proveer refugio a los animales y también camalotes (Eichhornia

crassipes) y helechos de agua (Salvinia auriculata) el dia O de la experiencia.

Se utilizé agua de perforacion para el llenado de las piletas y se fertilizo con estiércol
vacuno a razon de 300 kg ha*. La alimentacion se realizé diariamente con postas de pescado.
La disminucién de la conductividad del agua contenida en los estanques de reproductores
ocurrié en GE de manera natural por efecto de las precipitaciones, mientras que la misma se

mantuvo constante en GL.

Alos 12 y a los 31 dias de la transferencia a los recintos de cada grupo se extrajeron
hembras y machos elegidos al azar dentro de cada grupo experimental (Fig. 2.3) para evaluar
las variaciones inducidas por las condiciones de confinamiento en los érganos muestreados

segln el procedimiento descrito més abajo.

Luego del segundo muestreo del GL, los animales restantes fueron trasladados a
estanques exteriores en condiciones similares a GE. A los 30 dias del traslado se tomaron
nuevamente muestras de los 6rganos indicados en hembras y machos de ambos grupos (Fig.
2.3). Posteriormente, transcurridos 126 dias desde el inicio de la experiencia, se control6 la
ocurrencia de reproduccién dentro de los estanques pescando mediante red de marco en cada
unidad de cultivo correspondiente a los diferentes grupos experimentales. Los estanques fueron
cosechados en su totalidad a los 140 dias desde el comienzo de la experiencia y los
alevinos/juveniles recolectados fueron medidos y pesados.

En los momentos y grupos indicados en la Fig. 2.3., se procedio a la eutanasia de los
ejemplares mediante inmersion en solucion de benzocaina (200 ppm) y posterior seccion
medular. Luego, se pes6 cada ejemplar y se abri6 la cavidad celomica, extrayendo las génadas.
Luego, los ovarios y testiculos se pesaron para el calculo del IGS. Todos los érganos extraidos
se fijaron en liquido de Bouin durante 16 horas y luego fueron transferidos a etanol al 70%
hasta su procesamiento de manera rutinaria para inclusion de las muestras en parafina.
Posteriormente, en los bloques se realizaron cortes de 3 um de espesor y las secciones fueron
tefiidas con hematoxilina y eosina para su evaluacion con un microscopio Leica DM750 con
una camara digital Leica EC3. En el caso de los ovarios, se tomaron ademés alicuotas de
aproximadamente 100 mg que se fijaron en liquido de Serra por separado para realizar el conteo

de ovocitos en cada hembra.
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Figura 2.3. Esquema de muestreos de la experiencia 5. Las flechas rojas indican los dias
en los que se realizaron los muestreos en los distintos grupos.

En las hembras se determiné:

o Didmetro de ovocitos (um). Esta variable se registré con lupa estereoscopica a
partir de las muestras fijadas en liquido de Serra.

e Fecundidad Absoluta = nimero de ovocitos de la muestra x (peso del ovario /
peso de la muestra) (Escobar et al., 2016).

e |IGS = peso del ovario / peso del ejemplar x 100.

e Frecuencia relativa de distintos estadios de desarrollo de ovocitos. En cada
ejemplar, se contaron al microscopio los ovocitos que aparecian a 100X en 5
campos al azar y se clasificaron en las categorias de desarrollo descritas para la
especie (Ishiba et al., 2009), estableciendo también la frecuencia relativa de las
distintas fases de desarrollo.

Por su parte, en los machos se determiné:

e |GS = peso del testiculo / peso del ejemplar x 100.

e Frecuencia relativa de distintos estadios de desarrollo gonadal. Para cada
ejemplar, se contaron los tabulos seminiferos con diferentes fases de desarrollo del
epitelio germinativo que aparecian al microscopio en 5 campos al azar con aumento

de 100X y se clasificaron en las categorias de desarrollo descritas para la especie
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(Ishiba et al., 2009), estableciendo también la frecuencia relativa de las distintas

fases de desarrollo.

Todas las mediciones se realizaron sobre imagenes digitalizadas con el software de

analisis de iméagenes Image J (v. 1.51j8).

2.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se analizaron mediante t de student 0 ANOVA a un criterio de clasificacion
con test de comparacion de Tukey, segln corresponda a las variables evaluadas en cada ensayo,
utilizando el programa JMP (v. 5.1.2.) y considerando diferencias estadisticamente
significativas a p < 0,05. Cuando las variables no presentaron una distribucion normal se utilizd

test de Kruskal-Wallis o test de Mann-Whitney.
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3. RESULTADOS.

3.1. EXPERIENCIA 1. Induccién con extracto bruto de hipéfisis (EBH).

La induccion hormonal realizada de acuerdo al esquema descrito en el apartado 2.1. s6lo
permitié obtener ovocitos por extrusién en dos ejemplares del grupo TEBH12, mientras que en
las hembras restantes las gametas se obtuvieron luego de la eutanasia de los ejemplares. El
%OVGPP fue significativamente superior (p = 0,0053) en las hembras de los grupos tratados
con EBH respecto a las hembras del grupo control (Fig. 3.1.A.).

De la misma manera, el diametro de los ovocitos en las hembras de TEBH12 Y TEBH20
present6 valores medios de 981,5 pm y 983,5 pum, respectivamente, ambos significativamente
superiores (p<0.0001) en comparacién con el valor medio de 864,3 um observado en los

ejemplares del grupo control (Fig. 3.1.B.).
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Figura 3.1. Valores medios (SEM) de las variables analizadas en hembras inducidas con
EBH. A. Porcentaje de ovocitos con vesicula germinal en posicion periférica (%OVGPP). B.
Diametro de ovocitos. C. indice gonadosomatico (IGS). D. Concentracién de LH. Letras
distintas entre grupos indican diferencias estadisticamente significativas.
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En los valores de IGS, si bien no se observaron diferencias significativas entre grupos
(Fig. 3.1.C), el promedio de las hembras del grupo TEBH12 fue ligeramente superior a los
restantes grupos.

Los niveles séricos de LH tampoco mostraron diferencias significativas entre las
hembras de los distintos grupos (Fig. 3.1.D), aunque el valor medio registrado en TEBH12 fue

menaor.

Por otra parte, todos los machos inducidos con EBH liberaron gametas al ser estrujados,
aunque el volumen seminal extraido fue reducido, con un rango de 100 a 800 pl. En los machos
del grupo control no se obtuvo semen por extrusidn por lo que no pudieron cuantificarse las
variables de calidad seminal analizadas.
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Figura 3.2. Valores medios (+tSEM) de las variables analizadas en machos inducidos con
EBH. A. Concentracién espermatica. B. Motilidad espermatica. C. Indice gonadosomatico
(IGS). D. Concentracion de LH. Letras distintas entre grupos indican diferencias
estadisticamente significativas.
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La concentracion espermatica no presenté diferencias significativas entre los machos de
TEBH12 (2,06+0,15 x 10° células mIt) y TEBH20 (2,19+0,39 x 10° células mlI™), si bien se
observaron valores mayores en este Gltimo grupo (Fig. 3.2.A). Las medias de motilidad
espermatica fueron mayores al 90% para ambos tratamientos, aunque sin diferencias

estadisticas significativas entre grupos (Fig. 3.2.B).

Finalmente, al igual que en las hembras, no se observaron diferencias significativas en
el IGS (Fig. 3.2.C) ni en los niveles séricos de LH en machos (Fig. 3.2.D) entre grupos control

y tratados.

Cuando se compararon los niveles de LH entre machos y hembras de un mismo grupo

de tratamiento tampoco se encontraron diferencias significativas entre ellos.

3.2. EXPERIENCIA 2. Induccién con GnRH sintética.

En ninguno de los grupos se obtuvieron resultados positivos al ser inyectados con GnRH
sintética siguiendo los protocolos descriptos anteriormente en el apartado 2.2. en Materiales y
Meétodos.

3.3. EXPERIENCIA 3. Induccién con EBH y GnRH sintética y manejo de variables

ambientales.

Si bien el agregado de agua destilada a los tanques previo a la induccion hormonal
redujo la conductividad (Tabla 3.1.), esta reduccion no fue suficiente para un cambio abrupto

de este parametro sincronizador.

Tabla 3.1. Variaciones de la conductividad del agua (uS cm™) en los tanques entre el
inicio de la experiencia 3 y el momento de la induccién hormonal.

Tanques
Evento (Fecha) 12 | 34 | 56 | 7
Siembra de reproductores (22/12/14) 103 | 107 | 105 | 103

Recoleccion de reproductores (20/02/15) | 78 78 78 79

Tanques 1-2: TEBH12, tanques 3-4: TGnRH12-1,;
tanques 5-6: TGnRH12-2; tanque 7: control
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De igual manera, se continud la experiencia de acuerdo con lo planificado utilizando los
protocolos de induccién del apartado 2.3. en Materiales y Métodos. Ninguna de las dos
hormonas utilizadas indujo resultados positivos durante las 24 horas posteriores a las dosis

desencadenantes.

3.4. EXPERIENCIA 4. Induccién en condiciones semi-naturales.

Antes de extraer los reproductores para la induccién artificial y luego de que se
produjeran precipitaciones por 366,5 y 227,4 mm durante los meses de diciembre de 2015 y
enero de 2016, respectivamente, se registr6 la conductividad observandose una drastica
reduccion del pardmetro en comparacion con los valores determinados al inicio de la

experiencia en todos los estanques (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Variaciones de la conductividad del agua (uS cm™) en los estanques entre el
inicio de la experiencia 4 y el momento de la induccién hormonal.

Estanque
Evento (Fecha) ! 2 3 4 > 6
Siembra de reproductores (23/10/15) 162 | 168 | 166 | 180 | 177 | 181

Recoleccién de reproductores (02/02/16) | 18 23 28 19 20 22

Cuando se extrajeron los reproductores para la induccion hormonal, se constaté una
reduccion del ndmero de ejemplares originalmente sembrados. Ademas, se verifico la
ocurrencia de al menos un evento reproductivo en cinco de los seis estanques, donde se

rescataron juveniles de diferentes tamafios (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Stock de reproductores y captura de juveniles.

Estanque
Evento (Fecha) ! 2 3 4 5 6

Siembra de reproductores (23/10/15) 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10

Recoleccion de reproductores (02/02/16) | 3 4 3 5 2 6
Recoleccion de juveniles (02/02/16) Si | si|si|si|NO|si
Recoleccion de juveniles (06/03/16) Si | si|si|si|si]| -
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Los juveniles recolectados, 86 en total, presentaron tallas superiores a 21 mm. Todos
presentaron las bandas negras en el tegumento, caracteristicas de la especie, restringidas a la
parte superior del cuerpo, pero de coloracion tenue. Los de mayor tamafio, hasta 45 mm,
presentaron bandas de coloracion mas intensa, pero manteniéndose limitadas a la musculatura

del cuerpo sin alcanzar la aleta ventral (Fig. 3.3.A, 3.3.By 3.3.C).
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Figura 3.3. Juveniles recolectados en los estanques junto con la recuperacion de
reproductores. Notese el bandeo caracteristico de la especie a partir de los 20 mm de LT.

Por otra parte, los reproductores fueron trasladados en bateas al laboratorio para inducir
la reproduccién artificialmente. Luego de la segunda inyeccién de EBH en los ejemplares
provenientes de los estanques 1 al 5, no se observaron comportamientos relacionados con la
desova durante las 12 horas subsiguientes. Después de este periodo de tiempo, se realizaron
masajes abdominales para obtener gametos sin resultados positivos en los reproductores
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tratados con EBH ni en los inyectados con solucidn fisiologica. Los ejemplares se mantuvieron
en el laboratorio hasta el dia siguiente para comprobar si se producian puestas y fecundacion,

sin recuperarse huevos de ninguna batea.

Posteriormente, los reproductores se devolvieron a los estanques correspondientes,
excepto los del 5y 6. Los dos ejemplares del estanque nimero 5 se distribuyeron en los

estanques 1y 3. Los reproductores del estanque 6 se colocaron en el estanque 5.

Transcurridos 30 dias desde la induccion hormonal, se realizé una segunda recuperacion
de juveniles con resultado positivo para todos los estanques, incluido aquél en el que se
encontraban los ejemplares inyectados con solucidn fisiologica (Tabla 3.3). Los juveniles
recolectados midieron entre 12 y 75 mm, presentaron diferentes caracteristicas de coloracion y
dentro de cada estanque también tenian diferentes edades (Fig. 3.3.D). Los menores eran de
color marrén homogéneo sin bandas, mientras que los juveniles de mayor tamafio (n=59)

midieron entre 22 y 75 mm.

3.5. EXPERIENCIA 5. Evaluacion de los efectos de las condiciones de cultivo en el

desarrollo gonadal.

En el GL, el didmetro de los ovocitos se incrementé a partir de los 31 dias de ensayo
mostrando diferencias estadisticamente significativas respecto de los dias 0 (control) y 12 de la
experiencia (Fig. 3.4.A). Por otra parte, en las hembras del GE esta variable se diferencio

estadisticamente del control mas tempranamente desde los 12 dias de ensayo (Fig. 3.4.B).

Cuando se comparo el diametro de ovocitos entre tratamientos para una misma fecha de
muestreo, se observd que a los 12 dias las hembras del GE presentaron valores
significativamente superiores respecto de GL (Fig. 3.4.C). Por el contrario, las hembras del GL
mostraron ovocitos significativamente mas grandes que las de GE a los 31 (Fig. 3.4.D) y 61

(Fig. 3.4.E) dias de ensayo.
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Figura 3.4. Valores medios (+SEM) del diametro de ovocitos por grupo de tratamiento (A,
B) y dias de muestreo (C, D, E). Letras distintas entre grupos o dias de muestreo indican
diferencias estadisticamente significativas.

La fecundidad absoluta no mostré diferencias estadisticamente significativas a lo largo

del ensayo dentro de cada grupo experimental (Fig. 3.5.A y 3.5.B). Cuando se compard esta

variable entre grupos para un mismo dia de muestreo, las hembras del GE presentaron una

fecundidad absoluta significativamente superior a las del GL a los 31 dias de ensayo (Fig.

3.5.C), aunque no se diferenciaron estadisticamente en el Gltimo muestreo (Fig. 3.5.D).
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Fecundidad absoluta
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Figura 3.5. Valores medios (+SEM) de la fecundidad absoluta por grupo de tratamiento
(A, B) y dias de muestreo (C, D). Letras distintas entre grupos o dias de muestreo indican
diferencias estadisticamente significativas. En la figura B no se indica letra para el dia 12 ya
que el dato corresponde a una Unica hembra y por tanto no fue tenida en cuenta para el analisis
estadistico.

Por su parte, el IGS de las hembras de ambos grupos mostro diferencias significativas a
lo largo de la experiencia. En GL, esta variable fue significativamente superior a los 61 dias del
inicio del ensayo respecto al grupo control (Fig. 3.6.A), es decir, el IGS s6lo se incremento
significativamente luego de que los ejemplares fueron trasladados a los estanques exteriores.
En GE las diferencias se observaron mas tempranamente ya que el IGS fue significativamente
superior a los 31 dias respecto del inicio de la experiencia, luego de lo cual, se denoté una

disminucién marcada de los valores de la variable (Fig. 3.6.B).
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Figura 3.6. Valores medios (+SEM) del 1GS en hembras por grupo de tratamiento (A, B)
y dias de muestreo (C, D). Letras distintas entre grupos o dias de muestreo indican diferencias
estadisticamente significativas. En la figura B no se indica letra para el dia 12 ya que el dato
corresponde a una Unica hembra y por tanto no fue tenida en cuenta para el analisis estadistico.

Cuando se compararon los valores medios del IGS de hembras entre grupos a una misma
fecha de muestreo, si bien no se registraron diferencias estadisticamente significativas, los
ejemplares del GE mostraron mayores valores que los del GL los primeros 31 dias de la
experiencia (Figuras 3.6.C). Por el contrario, a los 61 dias se observaron valores de IGS

inferiores en el GE respecto de GL, aunque sin diferencias significativas (Fig. 3.6.D).

Respecto de los estadios ovocitarios, pudieron identificarse todos los descritos para la
especie. Las ovogonias se caracterizaron por ser células redondeadas con nlcleo grande que
ocup6 gran parte del volumen celular, con cromatina laxa y nucléolo evidente. Los ovocitos

previtelogénicos iniciales se identificaron como células més grandes con abundante citoplasma
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homogéneo y baséfilo y un nicleo de cromatina laxa con numerosos nucléolos periféricos. Los
ovocitos previtelogénicos finales mostraron un tamafio alin mayor y se caracterizaron por la
aparicion de los alveolos corticales. Los ovocitos vitelogénicos fueron facilmente reconocidos
por ser las células de mayor tamafio y con el citoplasma completamente ocupado por granulos
de vitelo. Los ovocitos en regresion presentaron una forma irregular, con aspecto desorganizado

y reabsorcion de los granulos de vitelo (Fig. 3.7).

Figura 3.7. Estadios de desarrollo de ovocitos en Gymnotus sp. Ovocitos previtelogénicos
iniciales (cabezas de flecha), ovocitos previtelogénicos finales (flechas), ovocito vitelogénico
(asterisco) y ovocito en regresion (doble cabeza de flecha). Barra = 200 um.

No se observaron diferencias significativas a lo largo de la experiencia en el nimero de
ovogonias y ovocitos previtelogénicos iniciales y finales en las hembras confinadas en
condiciones de laboratorio (Fig. 3.8.A, 3.8.C, 3.8.E), ni en los ovocitos previtelogénicos

iniciales en los ejemplares alojados en condiciones semi-naturales (Fig. 3.8.D). En este tltimo



49

Numero de ovogonias/ovocitos en distintos estadios de desarrollo
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Figura 3.8. Valores medios (+SEM) del nimero de ovogonias/ovocitos en distintos estadios
de desarrollo por grupo de tratamiento. Letras distintas entre dias de muestreo indican
diferencias estadisticamente significativas. En las figuras B, D, F, H y J no se indican letra para
el dia 12 ya que el dato corresponde a una Unica hembra y por tanto no fue tenida en cuenta
para el andlisis estadistico (Figura en la pagina 48).

grupo, el nimero de ovogonias present6 una reduccion significativa a los 31 dias de ensayo
respecto al control (Fig. 3.8.B), mientras que el nimero de ovocitos previtelogénicos finales
mostr6 un incremento significativo al final de la experiencia respecto a los muestreos previos
(Fig. 3.8.F). Por otra parte, el nimero de ovocitos vitelogénicos exhibié una reduccién
significativa a los 12 y 31 dias del ensayo respecto al control en las hembras del GL (Fig. 3.8.G).
En las hembras del GE, se observd un descenso significativo en el nimero de ovocitos
vitelogénicos a los 61 dias de ensayo respecto al muestreo anterior (Fig. 3.8.H). Por otra parte,
resulté llamativo el incremento significativo del nimero de ovocitos en regresion registrado en
las hembras del GL tras 12 dias de confinamiento que luego descendid nuevamente a valores
similares al control a los 31 dias de ensayo, con un posterior aumento no significativo al final
de la experiencia (Fig. 3.8.1). Finalmente, el nimero de ovocitos en regresion en el GE mostr6

un incremento significativo a los 61 dias de experiencia (Fig. 3.8.J).

Cuando se compar6é el nimero de ovogonias y ovocitos en distintos estadios de
desarrollo entre hembras de distintos grupos de tratamiento para una misma fecha de muestreo

no se observaron diferencias significativas.

Respecto a las frecuencias de los distintos tipos celulares y estadios de desarrollo, las
ovogonias y los ovocitos en reabsorcion fueron los menos frecuentes, a excepcién de lo
observado en el GL a los 12 dias de muestreo. Los ovocitos previtelogénicos iniciales fueron
los més prevalentes en ambos grupos de tratamiento y en todos los dias de muestreo, con la
excepcion de los 31 dias de ensayo en el GE donde los ovocitos que se visualizaron con mas

frecuencia fueron los vitelogénicos (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Frecuencia relativa de ovogonias y distintos estadios de desarrollo de ovocitos
en Gymnotus sp. bajo distintas condiciones de alojamiento.

Ovocitos Ovocitos Ovaocitos Ovocitos en
Dia | Ovogonias | Previtelogénicos | Previtelogénicos . - =
. ] Vitelogénicos | Reabsorcion
Iniciales Finales
Control | 0 3,8 50,9 17,8 27,2 0,3
12 2,2 47,1 18,4 15,3 17,0
GL 31 34 54,4 24,0 16,6 1,6
61 2,6 61,4 12,2 18,1 57
12 0 66 20 11 3
GE 31 0,6 34,1 13,6 48,9 2,8
61 25 34,3 36,2 18,5 8,5
IGS machos
0.6 GE
a
a
w
o a
i B
Control Dial2 Dia3l Dia6l Control Dia 12 Dia3l Dia6l
0.6+ Dia 12 0.6 Dia 31 0.6 Dia 61
a a
0.4 0.4
17 2] 172] v a
< S a S X
0.2 0.2 0.24
0.0- C 0.0- D 0.0 E
GL GE GL GE GL GE

Figura 3.9. Valores medios (+SEM) del IGS en machos por grupo de tratamiento (A, B) y
dias de muestreo (C, D, E). Letras distintas entre grupos indican diferencias estadisticamente
significativas.

Las medias de IGS en machos no mostraron diferencias significativas dentro de cada

grupo experimental a lo largo de la experiencia (Fig. 3.9.A 'y 3.9.B). Cuando se compararon GL
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y GE para un mismo dia de muestreo tampoco se encontraron diferencias significativas (Fig.
3.9.C,3.9.Dy3.9.E).

Respecto a los estadios de desarrollo de los tbulos seminiferos, también pudieron
identificarse todos los descritos para la especie (Fig. 3.10).

Figura 3.10. Estadios de desarrollo de tbulos seminiferos en Gymnotus sp. Desarrollo
inicial (cabezas de flecha), desarrollo intermedio (flechas), desarrollo final (asterisco) y tdbulos
en regresion (doble cabeza de flecha). Barra = 100 um.

A diferencia de lo descrito en hembras, no se observaron variaciones significativas en
los estadios de desarrollo de tlbulos seminiferos a lo largo de la experiencia dentro de cada
grupo de tratamiento (Fig. 3.11), asi como tampoco cuando se compar6 cada estadio entre

machos del GL y el GE para un mismo dia de muestreo.
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Numero de tibulos seminiferos en distintos estadios de desarrollo
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Figura 3.11. Valores medios (+SEM) del nimero de tdbulos seminiferos en distintos
estadios de desarrollo por grupo de tratamiento. Letras distintas entre dias de muestreo

indican diferencias estadisticamente significativas.
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En relacién a las frecuencias de los distintos estadios de desarrollo descritos, los tabulos
seminiferos en desarrollo intermedio fueron los méas prevalentes en ambos grupos de
tratamiento y en todos los dias de muestreo, con una tendencia al incremento de la frecuencia
de los tubulos en desarrollo final a medida que avanzé la experiencia en ambos grupos de
tratamiento (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Frecuencia relativa de los distintos estadios de desarrollo de tubulos
seminiferos en Gymnotus sp. bajo distintas condiciones de alojamiento.

.| Desarrollo Desarrollo Desarrollo En

Dia L. - . -

Inicial Intermedio Final Regresion

Control | 0 4.8 87,3 6,5 1,4
12 5,6 80,5 13,1 0,8
GL 31 2,8 66,8 26,9 35
61 2,5 66,8 30,7 0,0
12 6,3 74,8 18,9 0,0
GE 31 0,0 96,5 2,3 1,2
61 2,7 66,1 31,2 0,0

Finalmente, a los 126 dias del inicio de la experiencia, se constaté la existencia de

eventos reproductivos en ambos grupos experimentales.
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Figura 3.12. Distribucién de pesos y tallas de los alevines/juveniles de Gymnotus sp.
recolectados en los estanques de los tratamientos GL y GE. Notese la distribucion trimodal
de tallas en ambos grupos.
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Se recuperaron 31 alevinos/juveniles que presentaron una distribuciéon de tallas
trimodal, con LTm de 15, 38 y 58 mm en el estanque perteneciente a GE. En el estanque
correspondiente a GL, se registrd la existencia de 12 juveniles cuya LTm también exhibi6 una

distribucion similar, pero alcanzando valores medios de 63, 70 y 80 mm (Fig. 3.12).
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4. DISCUSION.

La posibilidad de manejo de la reproduccion de una especie de interés para la
piscicultura se basa en la identificacion de los reproductores maduros para aplicar las técnicas
de reproduccion artificial. Esta otorga una ventaja estratégica para controlar el ciclo de
produccion. De acuerdo al ciclo de vida de la especie, los factores ambientales en condiciones
de criadero no activan el eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal o bien, los estimulos resultan
insuficientes para la culminacion del proceso reproductivo (Marcel, 1991). Debido a la
importancia de producir alevinos de calidad y en cantidad en piscicultura, la posibilidad
controlar la reproduccion de manera artificial en condiciones de cautiverio posee especial

relevancia.

4.1. Efectos de factores ambientales y del tiempo y condiciones de cautiverio en la

reproduccion de Gymnotus sp.

Cuando se pueden imitar las condiciones naturales, los peces de ambientes lénticos no
necesitan de la induccion hormonal para que ocurra la desova. La utilizacion de la reproduccion
artificial puede contribuir en la optimizacion de la produccion, obteniendo mayor control sobre
los reproductores, las desovas y los juveniles, asi como también en la manipulacion del periodo

reproductivo (Andrade y Yasui, 2003).

Muchas especies sufren disfunciones reproductivas importantes al ser sometidas a
sistemas de cultivo artificial. En general, es comdn que las hembras inicien el desarrollo gonadal
en forma normal, pero no alcancen la maduracion final, la ovulacién y/o el desove. Por otra
parte, los machos son mucho maés resistentes al estrés producido por las condiciones
ambientales del cultivo, pero producen un menor volumen de semen o bien de mala calidad. La
manipulacion de algunos factores ambientales como fotoperiodo, temperatura, salinidad,
volumen del estanque, vegetacion del sustrato, etc., pueden a menudo permitir la reproduccion

en cautiverio (Mylonas et al., 2010) o mejorar la calidad de las desovas (Valdebenito, 2008).

La reproduccion ciclica de los peces de agua dulce de regiones templadas es controlada
por el fotoperiodo y/o la temperatura. Este tipo de reproduccion ha sido descripta en muchas
especies de peces tropicales de Sudamérica, Africa y el sudeste de Asia, pero en estas regiones
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los ciclos de reproducciéon demostraron guardar relacion con la existencia de estaciones muy

marcadas, una seca y la otra lluviosa (Kirschbaum y Schugardt, 2002).

Numerosos autores han demostrado la influencia de los factores ambientales en la
maduracion y la regresion gonadal para diferentes especies de peces tropicales que poseen
reproduccion ciclica o continua, incluyendo cinco especies de Gymnotiformes sudamericanos
(Kirschbaum 1975, 1979, 1984, 1987; Kirschbaum y Wieczorek, 2002; Kirschbaum y
Schugardt, 2003). La maduracién pudo inducirse experimentalmente disminuyendo la
conductividad del agua, incrementando su nivel y con la simulacion de precipitaciones. Estas
tres caracteristicas son representativas de las condiciones ambientales que manifiestan los
cuerpos de agua en la época de lluvias que da lugar a la inundacién de los valles aluviales. La
regresion gonadal se logrd con el incremento de la conductividad, simulando la bajante.

También fue demostrado que las condiciones ambientales, como temperatura del agua,
fotoperiodo, disponibilidad de alimento y los periodos de lluvia y sequia, son los factores que
determinan que las especies cultivadas de Oreochromis (tilapias, Cichlidae) se reproduzcan con
mayor intensidad en ciertos periodos del afio. En &reas tropicales, los periodos de precipitacion
y sequia son los que mayor influencia tienen en el desempefio reproductivo debido a la escasa
diferencia en la duracién del dia y variacién de la temperatura a lo largo del afio. Por otra parte,
en el subtrdpico y en regiones que se alejan del ecuador, la temperatura y el fotoperiodo son los

factores mas relevantes (Perea-Ganchou et al., 2017).

Kirschbaum (1979) obtuvo la reproduccidbn en cautiverio de E. lineata
(Gymnotiformes). Como en su habitat natural esta especie posee reproduccion ciclica marcada
por la época de lluvias, se imitaron las condiciones ambientales con entrada de agua destilada
mediante spray para imitar la lluvia e incremento de nivel en las peceras. E. lineata Se
caracteriza por su madurez durante la estacion de lluvias cuando el nivel del agua muestra un
incremento sustancial, presentando génadas en regresion en la estacion seca. En este estudio,
Kirschbaum (1979) utilizé dos grupos experimentales constituidos uno por peces capturados de
ambientes naturales y otro por reproductores nacidos y criados en el laboratorio. Los peces
importados de Sudamérica alcanzaron la maduracion gonadal en el laboratorio, pero no
desovaban o lo hacian a intervalos irregulares mientras que, los animales nacidos en cautiverio
desovaron regularmente cada 3 o 4 dias cuando se estimuld la reproduccion en condiciones

controladas, evidenciandose un efecto asociado al estrés post-captura. Aunque la reproduccion



58

como proceso presenta variaciones, en general el nimero de desoves obtenidos fue mayor y el
intervalo desde el primer dia del experimento hasta la primera puesta menor en las hembras

reproductoras nacidas y criadas en cautiverio.

La reproduccion de G. carapo en cautiverio se logrd en las mismas condiciones, pero
sin imitacion de lluvia, registrandose la primera desova 125 dias después de la reduccion de la

conductividad (Kirschbaum y Wieczorek, 2002).

En nuestro trabajo, en la experiencia 1 se registraron resultados positivos a la induccion
hormonal efectuada con un intervalo captura-induccion (ICI) de 1 semana, determinando
cambios en algunas de las variables discutidas mas adelante en el apartado 4.2. Por otra parte,
cuando el ICI utilizado en el disefio experimental fue mayor, 16 y 8 semanas en las experiencias
2 y 3 respectivamente, no se lograron resultados positivos. Asi, los tiempos de ICI afectaron de
manera inversamente proporcional la respuesta a la induccion hormonal en la reproduccion
artificial de Gymnotus sp. en condiciones de cautiverio. Es importante destacar que la reduccion
de conductividad lograda en la experiencia 3 no fue suficiente para desencadenar los eventos

reproductivos.

Sin embargo, en la experiencia 4, cuando se cambiaron las condiciones ambientales y
se redujo drasticamente la conductividad del agua debido a las precipitaciones registradas
durante el tiempo de adaptacion de los animales al cautiverio, ocurrieron eventos reproductivos
espontaneos previos a la induccion hormonal. En funcion de esto, la posibilidad de acumular
agua de lluvia en una reserva puede ser una medida de manejo que permita controlar la
reproduccion en periodos que las precipitaciones sean escasas durante la época reproductiva.
Ademas, durante esta experiencia, pudieron verificarse eventos reproductivos antes de los 100
dias posteriores a la captura de los reproductores salvajes y mas de dos en la misma temporada,
en un lapso de 45 dias. Estos hechos contrastan con lo descrito por de Souza y de Andrade
(1984), quienes reportaron la reabsorcion de los ovocitos en maduracion después de la captura,
y la recomendacion de realizada por Rotta (2004) sobre la captura anticipada de reproductores
para su adaptacion previa al cautiverio. Por otra parte, el traslado de los mismos al laboratorio
para la induccion, donde permanecieron 3 dias hasta ser devueltos a los estanques, no afect6 la
maduracion gonadal pues posteriormente se recolectaron juveniles de 12 mm de LT. Esto
ultimo, corrobora la ocurrencia de nuevos desoves en el periodo de 30 dias transcurrido entre

la devolucion de los reproductores y la nueva captura.
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Finalmente, en la experiencia 5 pudo comprobarse el efecto de las condiciones de
alojamiento en el desarrollo gonadal de Gymnotus sp. y el éxito reproductivo. Asi, las hembras
confinadas en condiciones de laboratorio presentaron un incremento significativo de ovocitos
en regresion, asi como una reduccion significativa del niimero de ovocitos vitelogénicos tras el
inicio de la experiencia. Ademas, los ejemplares de este grupo pudieron reproducirse
exitosamente luego de su traslado a estanques en condiciones semi-naturales. Por otra parte, en
las hembras del GE, el cautiverio no mostro6 tener un efecto negativo en el nimero de ovocitos
en regresion y es probable que en este grupo hayan ocurrido dos eventos reproductivos durante
la experiencia teniendo en cuenta las diferencias de tallas y coloracion de los alevinos/juveniles

capturados al finalizar la misma.

4.2. Variables seleccionadas para la evaluacion de la reproduccién.

4.2.1. Posicion de la vesicula germinal en ovocitos.

En las hembras, la posicion del niicleo o vesicula germinativa de los ovocitos es uno de
los criterios utilizados para decidir el momento preciso en el que se debe realizar la aplicacion
de hormonas durante la maduracion de los ovocitos (Marcel, 1991). Los aspectos morfolégicos
del desarrollo de los ovocitos, incluyendo el desarrollo asociado de las células foliculares son
esencialmente los mismos en todas las especies oviparas de teledsteos. Cuando el ovocito ha
completado su desarrollo, la estimulacion hormonal desencadena la maduracion del ovocito,
tras la cual este serd liberado en el lumen del ovario. El inicio de este estado est4 marcado por
la migracion del nlcleo hacia la periferia del citoplasma y la fusion de la membrana nuclear al

micrépilo (Barnabé, 1996).

La posicion subperiférica de la vesicula germinativa indica el momento cercano a la
ovulacion. Para la mayoria de las especies, se considera que el momento Optimo para la
aplicacion hormonal de induccion en las hembras es durante las primeras horas de la mafiana y
como indicador del mismo, debiera coincidir cuando la vesicula germinal se encuentra
migrando hacia el polo animal, en maduracion (Valdebenito, 2008). La posibilidad de utilizar
esta variable indicativa de la maduracion se ve reducida a especies que pueden ser sometidas a

biopsias ovaricas para diagnodstico. En el caso de Gymnotus sp., la ubicacion del poro genital
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por debajo de la abertura branquial dificult6 el acceso para realizar esta maniobra y el tamafio

de los oviductos imposibilito los intentos de realizarla.

En nuestro trabajo, con excepcion de dos hembras que pudieron ser estrujadas, se
pudieron registrar y analizar datos de %OVGPP luego de extraer las muestras de ovocitos de
los ejemplares eutanasiados. Utilizando EBH para inducir la reproduccion, en la experiencia 1
se demostrd una tendencia al aumento del %OVGPP en las hembras de los grupos TEBH12 y
TEBH20 con diferencias estadisticamente significativas respecto a las hembras control.
Resultados similares fueron reportados por Pardo Carrasco et al. (2006) en hembras de Brycon
amazonicus inducidas con EBH de carpa, donde se observaron valores significativamente
superiores de ovocitos con vesicula germinal periférica respecto a las hembras controles. Esto
podria estar vinculado a una sefial de progreso hacia la maduracion en el proceso ovulatorio
después de recibir la aplicacion de EBH, aunque no ocurri6 ovulacion durante las 20 horas en

que se desarrollo la experiencia.

4.2.2. Diametro de ovocitos.

El diametro de los ovocitos maduros se relaciona con la fecundidad porque el espacio
disponible en la cavidad celéomica limita el mimero y tamafio de los mismos (Vazzoler, 1996) y
por ello la fecundidad varia con el tamafio de la hembra, aumentando con su crecimiento, mas
que con la edad del individuo. Sin embargo, existen diferencias que pueden ser inter e intra-
especificas, con gradientes latitudinales dependiendo de la presién ambiente como en
Micropogonias furnieri (Vazzoler y Agostinho, 1991) o entre periodos reproductivos sucesivos
en poblaciones de Sardinella janeiro, donde el didmetro de ovocitos y la fecundidad mostraron
una relacién inversa en dos periodos reproductivos analizados, con ovocitos de diametro menor
cuando la fecundidad fue més elevada. Esta variacion fue atribuida a cambios en la

disponibilidad de alimento (Vazzoler y Rossi-Wongtschowski, 1976).

Entre 68 especies de peces estudiadas por Vazzoler (1996) en la cuenca del Parana, las
que se caracterizan por efectuar cuidados de su prole poseen diametros de ovocitos promedio
entre 1467,3 um en E. lineata (Sternopygidae) y 4789,3 um en Megalancistrus parananus
(Loricariidae). En este estudio, G. carapo presentd un didmetro ovocitario mayor que los

registrados en las experiencias 1 y 5 de nuestro trabajo, con valores promedio de 2785,5 pm.



61

Aunque puedan existir diferencias intra-especificas, el didmetro de los ovocitos en
nuestro estudio fue afectado por la administracion de EBH ya que las hembras tratadas
presentaron medias superiores respecto a las hembras control. Esto se condice con lo propuesto
por Zanuy et al, (2009) ya que durante la fase del crecimiento secundario del foliculo ovarico
es esperable un aumento del volumen celular debido a la acumulacién de vitelo durante su
maduracion. Resultados similares fueron reportados por Pardo Carrasco et al. (2006) quienes
en un estudio comparativo de tratamientos hormonales realizados en Brycon amazonicus con
EBH y un anédlogo de GnRH-a de mamifero, observaron que Unicamente las hembras tratadas

con EBH presentaron un crecimiento significativo del didmetro ovocitario.

En el ensayo 5, esta variable también present6 variaciones inducidas por el tiempo de
cautiverio y las condiciones de alojamiento. Asi, el diametro de los ovocitos se incrementd en
las hembras alojadas en condiciones semi-naturales mas tempranamente (12 dias de ensayo)
que en aquellas confinadas en condiciones de laboratorio en las que se observaron cambios en

la variable a partir de los 31 dias de experiencia.

4.2.3. Fecundidad absoluta.

La fecundidad es un indicador de la cantidad de ovocitos que una hembra puede expulsar
en la desova. Esta estimacion se utiliza para evaluar el potencial reproductivo de una especie
(Vazzoler, 1996). Para el célculo de la fecundidad es necesario tener en cuenta al menos dos
variables reproductivas, la cantidad de ovocitos maduros que estdn en condiciones de ser
ovulados y el tipo de desova que posee la especie estudiada. Las especies con desova total
expulsan todos los ovocitos en una sola puesta, mientras que, las de desova multiple o parcelada

lo hacen en diferentes lotes durante un periodo reproductivo.

Segun Rotta (2004), la fecundidad absoluta representa el nimero total de ovocitos
desovados por una hembra en la temporada reproductiva. En las especies que poseen desova
parcelada como Gymnotus sp., la fecundidad absoluta es el indicador estimativo de eleccion, ya
que evalla la cantidad de ovocitos que serian liberados a lo largo de toda una estacion

reproductiva.

Barbieri y Barbieri (1982) determinaron una fecundidad absoluta de 820 a 3.040

ovocitos para hembras de G. carapo de 230 a 460 mm de LT. La fecundidad se consider6
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relativamente baja, basandose en el nimero total de ovocitos por animal. En nuestra
experiencia, esta variable registré valores entre 1000 y 2500 ovocitos en animales con LTm

promedio de 203,3 mm, con una hembra que superd los 3000 ovocitos.

En nuestro trabajo, la fecundidad absoluta evaluada en la experiencia 5 no mostré
diferencias estadisticamente significativas a lo largo del ensayo ni en las hembras alojadas en
condiciones de laboratorio ni en aquellas cultivadas en condiciones semi-naturales. Sin
embargo, las hembras del GE presentaron una fecundidad absoluta significativamente superior
a las del GL a los 31 dias de ensayo lo que podria estar vinculado a una mejor adaptacion al

cautiverio en dichas condiciones de cultivo.

4.2.4. Indice gonadosomatico.

El IGS expresa la relacion porcentual entre el peso de las génadas y el peso total de un
individuo. Este indicador refleja el estado funcional de las génadas que aumentan de tamafio en
cada ciclo reproductivo y, por lo tanto, puede utilizarse como herramienta para determinar la
fase del desarrollo gonadal en la que se encuentra un reproductor en estudios poblacionales
(Vazzoler, 1996). Luego, el estado de maduracion se confirma por comparacion con los analisis

histologicos de las gonadas.

En las hembras, los ovarios pueden llegar a ocupar las dos terceras partes de la cavidad
celémica. Su tamafio y disposicion dependen del estadio de desarrollo gonadal (Menin, 1989).
Este aumento de volumen se refleja notoriamente en el aumento del IGS. En cada desova se
produce una marcada reduccion del peso de los ovarios que vuelven a aumentar en el ciclo
reproductivo siguiente. Asi, para cada estadio del ciclo los valores de IGS se mantienen
practicamente constantes (Vazzoler, 1996).

En estudios previos realizados en hembras de G. carapo capturadas en diferentes
estadios de reproduccion entre las desembocaduras de los rios Paranapanema e Iguazi se
observaron valores medios de IGS de 0,5 en maduracion, 3,72 en reproduccion, 0,96 desovado
y 0,35 en reposo (Vazzoler y Agostinho, 1991). Valores similares fueron reportados por
Gonzalez et al. (2001) quienes describieron el IGS para hembras de G. carapo de una laguna
perteneciente a la Cuenca del Riachuelo (Corrientes, Argentina) en distintos estadios de

desarrollo gonadal durante un afio. E1 IGS fue de 0,45 a 0,95 en maduracion, mientras que en
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ejemplares maduros present6 valores de IGS entre 3 y 7. En su trabajo sélo se evaluaron el
estado de maduracién ovérica, permitiendo verificar que la especie presenta un periodo de
actividad reproductiva prolongado durante toda la primavera y el verano. Ishiba et al. (2009)
analizaron ejemplares adultos de ambos sexos de esta especie capturados mensualmente durante
2 afios, en el distrito de Rio Bonito (Sao Paulo, Brasil). El IGS maximo de hembras fue de 4,19.
Al igual que, Gonzélez et al. (2001) y Silva et al. (2003), encontraron que los valores medios
mas elevados para este pardmetro coincidieron también con el periodo de mayor temperatura.
Los valores de IGS registrados en los diferentes trabajos con picos durante los periodos de
temperaturas mas elevadas son indicativos de reproduccion estacional (Ishiba ef al., 2009). La
comparacion de los datos morfométricos con los analisis histolégicos permitié constatar el

patrén de reproduccion estacional descripto inicialmente por Barbieri y Barbieri (1983).

En nuestro trabajo, los valores de IGS registrados en las experiencias 1 y 5 indicaron

que todas las hembras se encontraban en estadio “de maduracion” o “maduro”.

A diferencia de lo descrito precedentemente para el %OVGPP y el diametro de ovocitos,
con la administracién de EBH en la experiencia 1 no se observaron diferencias significativas
en el IGS de hembras tratadas respecto de las del grupo control. En estudios realizados en
hembras adultas de anguila europea (Anguilla anguilla), Asturiano et al. (2002) describieron
un incremento significativo del IGS en hembras tratadas con EBH de salmén y hCG con valores
del 20 al 25 % en comparacion con las hembras que al inicio de la experiencia mostraron un
IGS del 1%. Sin embargo, a diferencia de nuestro trabajo en el que se realizaron sélo dos
aplicaciones de EBH, Asturiano et al. (2002) realizaron una aplicacién semanal, pero durante
cuatro meses, por lo que en las diferencias reportadas podrian estar influyendo otras variables
como el tiempo de maduracion gonadal. Esto podria sugerir que la EBH en las dosis y plazos
empleados en nuestro trabajo puede inducir cambios a nivel celular en el ovocito, pero sin
modificar el peso del ovario. Un aumento significativo del IGS podria vincularse con la

progresion hacia la maduracion final y el desove en hembras sometidas a induccién hormonal.

Por otra parte, las condiciones de mantenimiento en cautiverio utilizadas en la
experiencia 5 afectaron de manera diferencial el IGS en hembras. Asi, en las hembras
mantenidas en ambientes semi-naturales se observo un incremento significativo del IGS tras 31

dias de ensayo. En cambio, las hembras alojadas en el laboratorio no presentaron diferencias en



64

esta variable mientras estuvieron en estas condiciones, y s6lo aumentaron su IGS luego de 30

dias de haber sido transferidas a estanques exteriores (61 dias de experiencia).

Al igual que lo descrito en hembras durante la experiencia 1, la administracion de EBH
no produjo diferencias significativas en el IGS de machos inducidos hormonalmente respecto
de los controles. Sin embargo, a diferencia de lo observado en hembras, las condiciones de

alojamiento no modificaron significativamente el IGS en machos.

Los valores de IGS registrados en machos en nuestro estudio variaron de 0,2 a 0,4 y
coinciden con datos previos publicados para la especie correspondiendo al estadio avanzado de
maduracion gonadal (Ishiba er al., 2009). Segiin Resende et al. (2006) el tipo de desova
parcelada con desarrollo de cuidados parentales de las crias, como el que sucede en Gymnotus
sp., ocurre conjuntamente con un desarrollo menor de las génadas en los machos. Los bajos
valores e infimas variaciones del IGS en machos corroboran un menor desarrollo gonadal en el

sexo-masentnomacho (Ishiba et al., 2009).

4.2.5. Niveles séricos de LH.

La concentracion de LH reflejaria el pico de aumento caracteristico de esta hormona en
las fases finales de la reproduccion (Mufioz Cueto, 2009) desencadenando la produccion de

progesterona que precede a la ovulacién en hembras y la espermiacion en machos.

En la primera experiencia de nuestro trabajo se evalu6 el contenido de LH sérica después

de la administracion de EBH. aNo se observaron variaciones significativas en les-niveles

grupos control, TEBH12 v TEBH20 en ambos sexos. Asimismo, tampoco se observaron

diferencias entre machos y hembras del-grupo-controlni-en-les-tratadesdentro de los grupos.

\Como los niveles de LH plasmatica se mantuvieron en el grupo control y los grupos

sometidos a tratamiento, al igual que los IGS no presentaron diferencias estadisticamente
significativas, se puede presuponer que los ejemplares inducidos no maduren por efecto de las
las dosis aplicaciones-de EBH eon-las-dosis-utilizadas y/o las condiciones ambientales en que

se efectuaron las aplicaciones. |

4.2.6. Parametros de calidad seminal.

Comentado [U1]: Las concentraciones de LH no
cambiaron entre GC, TEBH12 y TEBH20. No hay efecto
de tratamiento, ya sea por dosis aplicadas o
condiciones en las que se realizo la experiencia.
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La descripcion de los pardmetros para cuantificar la viabilidad de los espermatozoides
es importante para el éxito de la reproduccién artificial de peces. La calidad del semen esta
determinada por la motilidad progresiva (Billard et al., 1995; Cosson et al., 1999), el vigor y la
morfologia espermaticos (Cosson et al., 1999) y la concentracién de espermatozoides (Streit-
Jr. et al.,, 2008). La motilidad progresiva de los espermatozoides es la caracteristica de mayor
importancia en la calidad del semen; el vigor espermatico indica la fuerza del movimiento; los
defectos morfoldgicos reducen la motilidad y la posibilidad de fertilizacién (Cosson et al.,
1999). El analisis morfoldgico no es habitual en la reproduccion de peces (Kavamoto et al.,
1999).

En nuestro trabajo, Unicamente se pudo realizar la extraccion de semen a los ejemplares
de los grupos inyectados con EBH durante la experiencia 1. Los valores promedio de motilidad
espermatica fueron superiores al 90% en ambos tratamientos, similares a los descritos en otros
estudios en los que utiliz6 EBH como inductor (Murgas et al., 2004; Shaliutina et al., 2012),
por lo que se consideran muy satisfactorios en comparacién con otros estudios previamente
publicados. Streit-Jr. et al. (2008) reportaron que la induccién con EBH en Leporinus elongatus
produjo una reduccion de la motilidad espermatica encontrando valores de la variable de
53,72% Yy 36,72%, antes y después de la induccion hormonal, respectivamente. Linhart y Billard
(1994) describieron una motilidad espermatica promedio del 80% en ejemplares de Silurus

glanis inducidos con EBH.

La concentracion media de espermatozoides, entre 2 y 2,2 x 10° espermatozoides ml™?,
fue notoriamente més baja que la descripta para Brycon orbignyanus con una concentracion
media de 8,21 x 10° espermatozoides ml™* (Murgas et al., 2004). Esto puede relacionarse con
las diferentes caracteristicas reproductivas de las especies, ya que el salmon de rio es una

especie reofila con una desova anual (Vazzoler, 1996).

Con todo, nuestro trabajo es el primero en describir parametros de calidad de semen en

Gymnotus sp.

4.3. Aplicacién de diferentes hormonas y protocolos para la reproduccion de Gymnotus sp.

La reproduccion en teledsteos migradores de unica puesta se induce facilmente con EBH

en la época de maduracion (Murgas et al., 2012). La accion de las hormonas es la seiial necesaria
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para la ovulacion y la puesta porque el proceso de maduracion se inicia con el cambio de
fotoperiodo y la elevacion de la temperatura. En cautiverio, el proceso no culmina con la desova

porque falta el estimulo que genera la migracion (Marcel, 1991).

Los peces tropicales que poseen desova parcelada tienen reproduccion ciclica y la época
de lluvias determina los factores ambientales proximales que desencadenan la reproduccion
cambiando los parametros fisicoquimicos del agua. Las precipitaciones, los cambios de nivel
hidrométrico y la conductividad poseen gran influencia. Estos factores, individualmente o
combinados, son disparadores de las puestas en diferentes géneros de peces eléctricos

(Kirschbaum ef al., 2008).

En los peces con reproduccion ciclica los ovocitos maduran en diferentes lotes a lo largo
de una temporada reproductiva extensa. Las puestas se suceden a intervalos irregulares
dependiendo de la existencia de las condiciones ambientales apropiadas (Kirschbaum, 1979).
Las sefiales para un evento reproductivo también podrian depender de la influencia de

interacciones sociales entre individuos (Andrade y Yasui, 2003).

Segun de Souza y de Andrade (1984), cuando los ejemplares de G. carapo son
capturados se produce la reabsorcion de los ovocitos en maduracion. Cuando los ejemplares se
adaptan al nuevo ambiente, comienza una nueva maduracion de las gonadas. Rotta (2004)
recomendd la captura de reproductores antes del invierno para comenzar la temporada de

reproductiva siguiente con animales previamente adaptados.

Con la aplicacion de EBH en la primera experiencia se detectaron aumentos del
%OVGPP y del diametro de ovocitos y se efectu6 extraccion de semen. Si bien no se logré la
fecundacion de los ovocitos, estos resultados alentaron la realizacion de nuevos ensayos para
dilucidar si las diferencias observadas en las variables analizadas eran consecuencia de las
inyecciones hormonales y se podria lograr inducir desovas utilizando otras hormonas, actuando
sobre el eje hipotaldmico-hipofisiario-gonadal a diferente nivel, con distintos tiempos de accion

y concentracion (Diaz y Neira, 2005).

En la siguiente experiencia, se incorpord la induccién con GnRH sintética siguiendo los
protocolos utilizados por Sampaio Paulino et al. (2011) para P. mesopotamicus, B. orbignanus
y P. lineatus. Como la GnRH actta a nivel de la hip6fisis sobre la produccién de GTHSs se utiliza
con éxito para elevar la produccion de esperma a largo plazo y producir desovas multiples en

especies con desova asincrdnica o para desova de especies que poseen desova multiple (Zohar
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y Mylonas, 2001). En nuestro trabajo, no se logrd inducir desoves en hembras ni extraccion de
semen en los machos mediante la inyeccion de esta hormona en los tiempos estipulados para la
experiencia. Resultados similares fueron reportados por Pardo Carrasco ef al. (2006) quienes
utilizando seis protocolos distintos en hembras de B. amazonicus inducidas con GnRHa no
obtuvieron desoves. Para tener oportunidad de lograr reproducciones con la utilizacién de
GnRH seria necesario investigar acerca del periodo necesario desde la aplicacion hasta que la
hormona produzca efecto en la produccion de las GTHs que conduzcan a la maduracion gonadal
para la produccion del desove (Mylonas et al., 2010). Para obtener desovas en cautiverio, es
necesario regular los puntos clave para la estimulacion de la maduracion y la puesta. Para la
reproduccion de peces de ambientes 1énticos en ambientes artificiales se pueden controlar los
factores proximales que actian como disparadores de la misma (Barnabé, 1996). En funcién de
ello, teniendo en cuenta los resultados previos obtenidos, en la experiencia 3 Se simuld en
condiciones de laboratorio un fotoperiodo de primavera, 12 horas luz: 12 horas oscuridad, y se
redujo la conductividad del agua previamente a la induccidn hormonal, la cual se realizé en
febrero cuando el agua alcanzé las temperaturas mas célidas que se registran dentro de las
instalaciones. La disminucion de la conductividad obtenida en nuestro trabajo fue en promedio
26,3 US cm™! no mostrando los ejemplares una maduracion gonadal adecuada. Kirschbaum y
Wieczorek (2002) obtuvieron desoves naturales en ejemplares de G. carapo cuando la
reduccioén de la conductividad oscilé entre 80 y 380 uS cm™'. Esto podria indicar que el descenso
en los valores de conductividad manipulados en nuestro ensayo no fue suficiente para estimular

la maduracion gonadal que permita mejorar los resultados de la induccién hormonal.

En linea con esta hipotesis, durante la experiencia 4 de nuestro trabajo donde los
ejemplares se mantuvieron en condiciones semi-naturales y estuvieron sometidos a una

reducciéon promedio de la conductividad de 150,7 ps cm’!

, se obtuvieron reproducciones
exitosas constatadas por la presencia de alevinos/juveniles en el 83% de los estanques. De
acuerdo con las diferencias de tamafio y patrén de coloracion de los ejemplares recolectados,
en este periodo se obtuvieron eventos reproductivos de manera anticipada a lo descripto en la

bibliografia existente (de Souza y deAndrade, 1984; Kirschbaum y Wieczorek, 2002).

Un embridon de G. carapo con saco vitelino puede medir entre 3 y 5 mm. Las crias hasta
las 3 semanas de edad llegan a una LT de 17 mm y son de color marrén uniforme. A las 4
semanas y media, con una LT de 21 mm aparecen las bandas caracteristicas en la parte superior

del cuerpo. La coloracion se va intensificando, pero se mantiene limitada a la region dorsal del
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cuerpo. Cuando el pez alcanza los 54 mm, a las 10 semanas y media, las bandas llegan
ventralmente hasta la aleta anal. A las 15 semanas y media miden 90 mm y el patréon de
coloracion es mas intenso (Kirschbaum y Wieczorek, 2002). La edad de los alevines
recuperados en la experiencia 4 fue de aproximadamente 6 a 7 dias hasta de 30 dias de edad,
estimada de acuerdo con la coloracién y LT de los mismos, 12 a 23 mm (Kirschbaum y
Wieczorek, 2002). La reproduccion en los estanques habria comenzado alrededor, de los 75
dias luego del confinamiento en cautiverio de los reproductores salvajes. En el ensayo de
Kirschbaum y Wieczorek (2002), luego de la disminucion de conductividad transcurrieron algo
mas de 120 dias hasta que ocurrieron los primeros eventos reproductivos, acumulando 18 meses
en cautiverio hasta que se produjo la primera reproduccion. Sin embargo, es importante resaltar
que los juveniles nacidos en los estanques en condiciones semi-naturales en nuestro ensayo
pueden presentar tallas mayores a las edades descritas por Kirschbaum y Wieczorek (2002)
dado que disponian de alimento natural desarrollado a partir de la produccién primaria en los

estanques desde el momento que reabsorbieron el saco vitelinico.

4.4, Efectos del estrés sobre el desarrollo gonadal.

Factores estresantes influyen negativamente sobre funciones que no son vitales cuando
superan los limites de la homeostasis. Un animal puede soportar por adaptacion cierto nivel
base o umbral de agentes estresantes y desarrollarse normalmente. Superados los limites de ese
umbral, la manifestacion del estrés comienza afectando primero al crecimiento y la
reproduccion (Schreck, 2010). Las alteraciones en el ambiente o el manejo en piscicultura
pueden afectar la reproduccion de manera diferente segin la especie, dependiendo de la
respuesta fisiologica natural o la estrategia que posea para hacer frente al agente estresante,
demorando o acelerando el proceso reproductivo, o bien inhibiéndolo completamente (Schreck
et al., 2001). En la experiencia 5, se compararon las condiciones semi-naturales ya utilizadas
en la experiencia 4 con las condiciones de confinamiento y manipulacioén de los animales en
laboratorio para constatar si el estrés podria ser la causa de la falta de respuesta a las inducciones

hormonales.

Entre las variables reproductivas cuantificadas, el IGS puede ser utilizado como método
de evaluacion de la respuesta al estrés en peces como medida del peso de un 6rgano afectado

(Harper y Wolf, 2009). En nuestra experiencia, el confinamiento en condiciones de laboratorio
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demostrod efectos negativos en el IGS de hembras. Este efecto se revirti6 cuando las
reproductoras de GL fueron colocadas en los estanques exteriores. En los machos, aunque sin
diferencias significativas, se pudo observar que los de GE tuvieron mayor IGS al principio y
existi6 una tendencia de aumento en GL también, cuando fueron cambiados a los estanques. El
diametro de los ovocitos, al igual que los diferentes estadios ovocitarios reconocidos en cada
muestreo, se diferenciaron a lo largo de la experiencia, denotando un desarrollo anticipado de
GE con respecto a GL. El numero de ovocitos no presentd estas diferencias, dado que en el
desarrollo normal de peces con desarrollo asincronico se encuentran células en los diferentes
estadios de la ovogénesis desde la madurez sexual hasta la senescencia (Vazzoler, 1996) y
cuando las condiciones son favorables para la reproduccién reinician la meiosis hasta la

ovulacion.

Segun Valdebenito (2008) los machos, en condiciones de cultivo, producen menor
volumen de semen, o bien de mala calidad, pero son mucho mas resistentes que las hembras al
estrés producido por el confinamiento. En los machos de Gymnotus, el desarrollo espermatico
transcurrié normalmente a lo largo de toda la experiencia. Este hecho y la obtencion de semen
luego de la hipofisacion en la experiencia 1, podria relacionarse con una rapida recuperacion o
escasa repercusion del estrés provocado por la captura. Zupa et al. (2017) analizando
reproductores salvajes y criados en cautiverio de Seriola dumerili hallaron que el IGS de los
machos mostr6é aumentos significativos en ambos casos desde la gametogénesis temprana hasta
gametogénesis avanzada, seguidos de una disminucion después de la reproduccion, aunque los
valores de IGS fueron significativamente mayor en los salvajes. La apariencia histologica de
los testiculos durante la gametogénesis también fue similar para los reproductores de ambos
origenes, pero la cantidad de espermatozoides fue mayor en los salvajes. Los reproductores
criados en cautiverio interrumpieron la gametogénesis con anterioridad a los salvajes durante

la fase de desovas.

Ishiba et al. (2009) reportaron que entre los meses de noviembre y abril los machos de
G. carapo extraidos de ambientes naturales y eutanasiados inmediatamente presentaron de 45
a 95 % de los tubulos seminiferos en estadio de desarrollo final conjuntamente con 15 a 35 %
en estadio de desarrollo intermedio. En nuestro trabajo, el estadio de desarrollo intermedio fue

el mas prevalente, sugiriendo una menor produccion espermatica.
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La regulacion del control de la reproduccion en Gymnotus sp. aparenta ser mas compleja
que en otras especies estudiadas. Dado que se trata de una especie con desova parcelada con
multiples puestas anuales, las sefiales para la reproduccion deben ser percibidas y procesadas
muy rapidamente para poder aprovechar los momentos ideales para la desova y fecundacion
que se dan a lo largo de una extensa temporada reproductiva. Los sistemas sensoriales detectan
los eventos ambientales basados en patrones de actividad neuronal en el sistema nervioso
central que se ven afectados por dichos eventos (Caputi, 2004). Los cambios abruptos en la
conductividad del agua actuarian como un factor disparador que desencadena las puestas. En
ese momento, los organos eléctricos podrian tener también una funciéon homologa a las
feromonas de los mamiferos, pues poseen capacidad para reconocer sefiales eléctricas propias
y no propias (Caputi y Nogueira, 2012). De esta forma, la percepcion electrosensorial en

Gymnotus sp. cumpliria un rol decisivo en el desarrollo final del proceso reproductivo.
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5. CONCLUSIONES.

La utilizacion de la reproduccién artificial en Gymnotus sp. en laboratorio no resulta
factible siguiendo los protocolos de induccion hormonal utilizados en este trabajo.

El manejo de la conductividad eléctrica del agua se podria utilizar como tactica de
induccion en momentos de la época reproductiva que no se produzcan abundantes

precipitaciones, siempre y cuando se cuente con suficientes reservas de agua de lluvia.

El alojamiento en condiciones de laboratorio afecta negativamente el desarrollo gonadal
en hembras, pero el mismo es reversible cuando se transfieren los ejemplares a estanques en

condiciones semi-naturales.

El confinamiento de los reproductores en estanques pequefios y condiciones semi-
naturales podria constituir una practica alternativa para reproduccion, que permita obtener
alevinos en cantidad para efectuar recria y engorde. Bajo estas condiciones, es posible obtener
varias reproducciones durante la misma temporada que se capturan los reproductores y de

manera anticipada a lo reportado previamente en condiciones de laboratorio.
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