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Resumen

El propodsito de este estudio fue determinar el efecto de dos inductores hormonales en la
reproduccion de arahuanas adultas en ambientes controlados, y fue desarrollado
integramente en el Centro de Investigaciones “Fernando Alcantara Bocanegra™ del Instituto
de Investigaciones de la Amazonia Peruana. Para ello, se determind el género de los
reproductores mediante una técnica inmuno enzimatica desarrollada para la especie en
estudio, y sirvié para seleccionar las parejas. Se evaluaron dos tratamientos: Uno con
extracto de hipofisis de carpa (6.0 mg/kg) y otro con Ovaprim ® (0.5 ml/kg). Ambos
aplicados, con un intervalo entre las dosis de doce horas. Doce horas post induccion, se
procedio a liberar a las parejas al no presentar indicios de desove. Sin embargo, veinticuatro
horas después de su liberacion, todas las hembras murieron y se practico una necropsia para
evaluar el estado de maduracién de los ovocitos. Evidenciando que una de las hembras
tratadas con Ovaprim ® presentd una ovulacion parcial, que nos indicaria que existe la
posibilidad de respuesta ante este inductor. Siendo adelantado concluir que esta especie no
responde a la induccion de la puesta con éstas hormonas, ya que otras opciones no han sido

evaluadas en este estudio.

Palabras clave: Extracto de hipofisis de carpa, Ovaprim®, reproduccion inducida,
Osteoglossum bicirrhosum.
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Abstract

The purpose of this study was to determine the effect of two hormonal inducers in the adult
arahuanas reproduction in controlled environments; it was developed entirely in the
"Fernando Alcantara Bocanegra" Research Center of the Research Institute of the Peruvian
Amazon. For this purpose, we determined the gender of players by enzyme immunoassays
technique developed for the species in study, and couples selected. Two treatments were
evaluated: one with carp pituitary extract (6.0 mg/kg) and the other with Ovaprim ® (0.5
ml/kg), both applied with an interval between doses of twelve hours. Ten hours post
induction; we proceeded to liberate couples not to present evidence of spawning. However,
twenty four hours after to release, all females were killed and necropsy was performed to
assess the state of maturation of the oocytes. Showing that one Ovaprim ® treated females
showed partial ovulation, this would indicate that there is a possibility in answer to this
inductor. Being overtaken to conclude that this species does not respond to the induction of

spawning with these hormones, since others options has not been evaluated in this study.

Keywords: Carp pituitary extract, Ovaprim ®, induced reproduction, Osteoglossum

bicirrhosum.
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CAPITULO 1

1.1. INTRODUCCION

El cultivo a gran escala de cualquier organismo con potencial para la
acuicultura, debe ser lo suficientemente renovable para garantizar su éxito. Existen
de las que se reproducen y de las que no se reproducen en cautiverio. Entre las que
se reproducen en cautiverio, la época de desove esta limitada a cierto periodo del
afio y la supervivencia de los alevinos en condiciones normales es baja, por lo que
demanda aprender a inducirlos artificialmente (Harvey y Hoar, 1980); una de estas
especies, arahuana Osteoglossum bicirrhosum, presenta baja fecundidad, su
estacionalidad reproductiva y su conservacion implica graves riesgos ambientales,
pues la extraccion de larvas compromete especialmente a los machos (Argumedo,
2009), lo que dificulta la produccion sostenida de ésta especie con enormes
posibilidades de biocomercio internacional de peces ornamentales (Argumedo €t

al., 2007; Mancera-Rodriguez y Alvarez-Ledn, 2008; Ortiz e Iannacone, 2008).

Ante este problema, una posible solucién es la induccion al desove mediante
estimulos hormonales, de gran éxito en los Ultimos afios (Atencio, 2001; Streit et
al., 2002); aplicados por inyeccion, individualmente o combinados, ya sea en forma
de extracto de hipofisis de carpa “EHC” o andlogos de la Gonadotropina,
compuestas con inhibidores de la dopamina “Ovaprim®” (Crepaldi et al., 2006;
Mira et al., 2010); o mediante implantes de liberacion lenta (Mylonas et al., 2004,
Phelps, 2010); todos tienen por finalidad la aportacion de cantidades comerciales de

huevos viables (Lenis et al., 2009). Sin embargo, para llegar a esto, es importante



predecir el tiempo de latencia y estimar el momento exacto de la ovulacion
(Landines y Mojica, 2005); lo que produciria el mayor numero de larvas y alevinos

de buena calidad (Andrade-Talmelli et al., 2002; Lenis €t al., 2009).

Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados en arahuana Osteoglossum
bicirrhosum se han enfocado en aspectos bioecoldgicos, fecundidad, época de
desove, habitos alimenticios, parasitismo, filogenéticos, embriologicos, cultivo en
estanques, entre otros (Alcantara et al., 2007; Pelegrini et al., 2006; Lowry €t al.,
2005; Agudelo-Zamora €t al., 2007; Lavoue y Sullivan, 2004; Da Silva et al., 2009;
Jaroszewska y Dabrowski, 2009 y Torres et al., 2012). Ningun estudio sobre su
posible reproduccion bajo control hormonal ha sido efectuado. En este sentido, el
desarrollo de una técnica de reproduccion inducida resulta una excelente
oportunidad comercial para los productores implicados y una alternativa mas de

conservacion de la especie.

En este contexto, en la presente investigacion se plante6 evaluar el efecto de
dos inductores hormonales en la reproduccion de arahuana Osteoglossum

bicirrhosum en ambientes controlados.



CAPITULO 2

2.1. ANTECEDENTES

Para estimar el momento de la ovulacion de cualquier especie, es importante
el monitoreo de la temperatura del agua, a través de una unidad denominada horas
grado o tiempo de latencia y que consiste en medir cada hora la temperatura del
agua después de la ultima inyeccion, hasta la completa ovulacion. Estas
temperaturas se van sumando hasta llegar a un valor propio de cada especie

(Landines y Mojica, 2005).

Una de las dificultades para trabajar con especies con alto potencial para la
acuicultura, es obtener cantidades comerciales de huevos viables y predecir con
cierto grado de exactitud el tiempo de latencia. Las variables para medir el
desempefio reproductivo frente a la administracion de las hormonas son
especialmente la maduracion progresiva del ovocito, la ovulacion y el desove,
tiempo de latencia, el nimero y tamafio de los ovocitos pre y post desove, el
porcentaje de fertilizacion, la sobrevivencia embrionaria y larval y finalmente el

numero de alevinos obtenidos (Lenis et al., 2009).

Por ejemplo, para que los programas de poblamiento y repoblamiento de
Brycon insignis “piabanha” y tengan resultado, fue fundamental conocer la
estrategia reproductiva de esta especie, identificando el momento preciso para la
utilizacion de las hormonas inductoras, definiendo las dosis exactas y el periodo de

latencia, y asi, obtener un mayor numero de larvas y alevinos de buena calidad



(Andrade-Talmelli et al., 2002). De lo contrario, al desconocerse dichos
parametros, los ovocitos ovulados pueden sobremadurar, disminuyendo
drasticamente la calidad de los desoves, los porcentajes de eclosion y de

fertilizacion (Ortega y Rodriguez, 2004).

Por otro lado, la tasa de fecundacion y la supervivencia de los 6vulos no
parece depender del tipo de tratamiento hormonal (Legendre et al., 2000). Asi
Brycon amazonicus “yamu” presentd una tasa de fecundacion de 55.3% y un 51%
de sobrevivencia embrionaria (Pardo-Carrasco et al., 2006) y Pseudoplatystoma
fasciatum “doncella” mostr6 una tasa de fecundacion entre 53.4 — 56.08% usando
extracto de hipofisis de carpa y Gonadotropina coridnica humana respectivamente

(Gervasio, 2003).

La utilizacion del extracto de hipofisis de carpa es una técnica simple y muy
utilizada en la reproduccion de peces, con varios protocolos en funcion al
desconocimiento de las caracteristicas cuantitativas y cualitativas de origen (Streit
et al., 2002). Mediante una dosis previa, la cantidad y calidad de los gametos
mejoran significativamente frente a los tratamientos de una sola dosis
(Woynarovich y Horvat, 1983). En este sentido, después de aplicar la segunda
dosis, el desove en Brycon moorel sinuensis “dorada”, Brycon siebenthalae “yamt”
y Prochilodus magdalenae “bocachico”, ocurre entre 5 — 6 horas y entre 6 — 7 horas
en Piaractus brachypomus y Colossoma macropomum “ cachamas” y en Sorubim
cuspicaudus y Pseudoplatystoma fasciatum, “bagres” todos entre 27 — 29 °C
(Atencio, 2001), a las 11.3 horas en Curimatella lepidura a 25,5 °C (Sampaio y
Sato, 2007), a las 21 horas en Leporinus piau “lisa”, entre 23 — 24 °C (Sampaio y

4



Sato, 2009), entre 20,9 - 21,2 horas a 24 °C en otros bagres Rhamdia hilarii y

Pseudopimel odus charus (Sampaio y Sato, 2006).

El uso de 6 mg/kg de extracto de hipofisis de carpa, causd una mejor tasa de
fecundacion en Prochilodus magdalenae “bocachico”, frente a 0,7 ml/kg de
Ovaprim (Cordero €t al., 2003). En Colossoma macropomum “gamitana”, el EHC
mejoré ademas de la tasa de fecundacion, la tasa de eclosion que en aquellas
tratadas con Ovaprim. Aunque, ambas hormonas tuvieron un similar efecto en la
produccion y concentracion del semen en machos, de la misma especie (Arias y

Hernandez, 2009).

El uso de Ovaprim, se sustenta por su aplicaciéon en mas de 15 especies de
peces en los ultimos 20 afios (Hill et al., 2009; Phelps, 2010). Es mas econdémico,
de facil manejo y brinda una mejor supervivencia a las crias de Heterobranchus
bidorsalis “african clariid catfish” (Ononuju et al., 2007); bien conformadas y sin
ningun tipo de anormalidades morfoldgicas fuera de temporada de reproduccion de

Ctenopharyngodon Idella “carpa herbivora” (Villanueva y De la Motta, 1998).

Las arahuanas en el medio natural, comienzan a prepararse para reproducirse
a partir de octubre, durante el descenso de las aguas, para que dos a tres meses
después ocurra la reproduccion, llegando a su maximo pico de abundancia a
mediados de febrero. El nimero de larvas varia entre 4 y 144 por macho incubante
con tallas y pesos totales entre 72.5 — 78.5 cm y 2750 — 3950 g respectivamente.

Alcanzan la madurez sexual a partir del segundo afio de vida. Las hembras a partir



de los 65 cm ya se encuentran aptas para la reproduccion, siendo su tamafio medio

de 75 cm y a un peso aproximado de 1 kg (Argumedo, 2005 y Rodriguez, 2007).

La diferenciacion sexual de arahuanas adultas, no es marcada, sélo es posible
cuando la especie esta en época de reproduccion y esta basada en métodos
empiricos tales como; si uno de los reproductores esta llevando las crias en la boca,
se dice que es el macho, esto se evidencia por la amplitud que hay entre la boca y el
opérculo y la capacidad expansiva de su mandibula; las hembras son mas redondas
y los machos més alargados e incluso se dice que los machos son de color amarillo
y las hembras son mas oscuras. (Landines et al., 2007; Rodriguez, 2007). Sin
embargo, existe una forma mas precisa de determinar los géneros, y es mediante la
evaluacion de los niveles de concentracion de esteroides como el estradiol y la
vitelogenina en el torrente sanguineo. A través de la vitelogenina, se determiné el
sexo del atin amarillo (Takemura y Oka, 1998), del abadejo (Heppell y Sullivan,
1999), del salmén y la trucha marina (Pottinger et al., 2006), y recientemente del
paiche (Chu-Koo et al., 2009). La vitelogenina es sintetizada en el higado de las
hembras, para la consiguiente maduracion de las goénadas, que conlleva a la
incorporacion selectiva de este esteroide a los ovocitos mediante un proceso
llamado vitelogénesis (Tresierra et al., 2002; Sullivan et al., 2003; Munoz-Cueto,

2005).



CAPITULO 3

3.1. METODOLOGIA

3.1.1. Areadeestudio

El presente trabajo se realizod en dos estanques de tierra de aproximadamente
600 m’, dentro las instalaciones del Centro de Investigaciones Fernando Adan
Alcéantara Bocanegra (CIFAAB) del Programa de Investigacion para el uso del agua
y sus recursos (AQUAREC) del Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana (ITAP). Ubicado a la margen derecha del Km. 4.5 de la Carretera Iquitos
Nauta, al sur oeste de la ciudad de Iquitos. Politicamente pertenece al distrito de
San Juan Bautista, provincia de Maynas, departamento de Loreto. Geograficamente
se encuentra entre las coordenadas: 18M, 686452 E y 9577874 S, a 112 msnm

(Figura 1), Imagen Satelital cortesia de Google Earth ver. 6.1.0.5001.

Figura 1. Imagen satelital del area de estudio. La region amarilla

indica la ubicacion de los estanques utilizados.



3.1.2. Tipodeinvestigacion.

El presente trabajo fue una investigacion descriptiva y experimental, que
consistié en aplicar un estimulo (hormonas) a la unidad de analisis (arahuanas

adultas) y luego determinar el grado en que se manifesto el estimulo.

3.1.3. Diseflo delainvestigacion.

La evaluacion de los aspectos reproductivos se realizé mediante un disefio
experimental. El estimulo 1 (E; = extracto de hipofisis de carpa “EHC”) y el
estimulo 2 (E; = “Ovaprim®”), tuvieron una concentracion de (C; = 6.0 mg/kg) y

(C,=0.5 ml/kg), respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Estimulos y concentraciones aplicadas en la reproduccion de arahuana.

Estimulo*\Concentr acion* (o C, Repeticiones
El Elcl Elcl Elcl
E, E,C, E.C, E,C,

*(Cy= 6.0 mg/kg; C,= 0.5 ml/kg; E; = EHC y E, = Ovaprim ®

Variableindependiente (x): Estimulo y Concentracion.

Variable dependiente (y): Desempefio reproductivo.



3.1.4. Poblacion y muestra.

El universo poblacional estuvo constituido por 100 individuos colectados en
varias oportunidades, de dos puntos de muestreo del medio natural (rio Putumayo y
rio Tapiche) (Figura 2). Ejemplares que fueron identificados individualmente con
un chip (Anexo 2) y trasladados a un estanque de tierra. El presente trabajo tuvo
una duracion de 24 meses, de enero de 2010 a diciembre de 2011. El primer afio

consistié en adaptar los ejemplares al manipuleo y posterior manejo reproductivo.

79°0'0" 0O 72°0'0"0
L I

Colombia

Ecuador

Rio Putumayo

3°00"s

6°0'0"S

X

3°0'0"S

6°0'0"S

T T
75°00"0 72°0'0"0

T
69°0'0" 0

Figura 2. Lugares de procedencia de los ejemplares de arahuana.

De dicha poblacién, se extrajo 48 muestras a través del muestreo aleatorio

simple, la muestra estuvo constituida de arahuanas adultas de un peso promedio de

1.1 +£0.37 kg y una longitud media de 55.4 £ 0.78 cm.



3.2. Procedimientos, técnicas e instrumentos de r ecoleccién de datos
3.2.1. Formacion del plantel dereproductores

3.21.1. Sexajedereproductores

Como no hay caracteres que nos permitan diferenciar el sexo de los
reproductores, se realizaron ensayos imunoenzimaticos a fin de identificar el
numero de machos y hembras en la muestra seleccionada. Para ello se adapto la

metodologia utilizada por (Nunez et al., 1989 y Chu-koo et al., 2008).

Que consistid en extraer 1 ml de sangre de la vena caudal de las arahuanas
adultas. La sangre fue colectada en jeringas heparinizadas y trasladada en tubos
Eppendorf® también heparinizados y deb idamente codificados; luego fueron
transportados al laboratorio para ser centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos con la
ayuda de una centrifuga (Tomos 2 — 16A) y extraer asi el plasma libre de hematies,
con la ayuda de una micropipeta (Boeco 100 — 1000 ul) el cual fue nuevamente
colocado en tubos Eppendorf® codificados y almacenados a -20 °C, para su

posterior analisis (Figura 3).

Figura 3. Muestras listas para centrifugar (izquierda) y plasma extraido (derecha).
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Para los trabajos de laboratorio, se utiliz6 el plasma de machos probados (con
huevos incubados en la boca) como control negativo y el plasma de machos
inducidos con estradiol, para producir en ellos vitelogenina y que fue utilizado

como control positivo (Nagler et al., 2010).

Esta metodologia cuenta con los siguientes pasos:

1. Fijacion del anticuerpo.
Se diluyo el antigeno (plasma de arahuana) a 1:2000 en buffer carbonato 0.01
M, pH 9.6, y con la ayuda de una micropipeta (Eppendorf® 200 ul) se
distribuyé 100 pl en cada pocito por duplicado de la microplaca (Nunc F

Polysorp) (Figura 4), e incubadas a 4 °C durante 12 horas.

Figura 4. Microplaca antes de la incubacion.

2. Lavados.
Luego entre cada paso, con la ayuda de una micropipeta de ocho canales

(Biogit m300), se realizaron tres lavados con 100 pl de Buffer Fosfato 0.01 M
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apH 7.4 y NaCl al 5% + Tween 20 al 5% o tampon fosfato salino (TPS). Con
la finalidad de eliminar el exceso de proteinas no fijadas a la placa entre los

pasos.

Saturacion.

Se satur6 con 100 pl de (SCN) o suero normal de cerdo al 5% en PBS-Tween
20 al 0.05% en cada espacio utilizado e incubado en estufa a 37 °C por 30
minutos. Con la finalidad de cubrir los sitios inespecificos libres de cada

pocito.

Incubacién del 1° anticuerpo especifico.

Con la ayuda de una micropipeta de ocho canales (Biogit m300), se adicion6
100 pl de una dilucién del primer anticuerpo (1:2000) en una solucién de
tampon fosfato salino con suero de cerdo normal (TPS-SCN), (Figura 5) y se

incubd a 37 °C en una estufa por dos horas.

Figura 5. Adicion del primer anticuerpo.
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Incubacién del 2° anticuerpo.

Con la ayuda de una micropipeta de ocho canales, se adicion6 100 pl de una
dilucién del segundo anticuerpo (1:2000) en una solucidon de tampon fosfato
salino con suero de cerdo normal (TPS-SCN) y se incub6 a 37 °C en una estufa

por una hora.

Revelacion del complejo anticuerpo — antigeno.

Seguidamente, con la ayuda de una micropipeta de ocho canales, se adiciono
100 pl de una dilucidon de orto-Fenilene-Diamina (oPD) en 10 ml de Buffer
citrato pH 5.0 y H,0,, dejandolo actuar por 30 minutos y asi revelar la
coloracion en aquellas muestras que contuvieron una concentracion de

vitelogenina detectable.

Finalmente, se adicion6 50 ul de acido sulfurico 1 M en cada pocito y se
realiz6 la lectura a 490 nm en un lector de prueba de ELISA (Microplate

reader: 680 BIO RAD), (Figura 6).

Figura 6. Lectora de microplacas.
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3.21.2. Manegjo de Reproductores

Se prepararon dos estanques de 600 m® de espejo de agua, con una
profundidad maxima de 1.5 m. Para ello, se secaron y se eliminaron todos los
desechos organicos y peces indeseables. Suministrandose posteriormente, 30 kg de
cal apagada (1000 kg/ha); 30 kg de gallinaza (1000 kg/ha) y 45 kg (1500 kg/ha) de
vegetacion herbacea recién cortada en cada uno. Por aquellos dias se presentd un

periodo de sequia, que tomo tres meses para llenar los estanques (Figura 7).

Figura 7. Estanque en preparacion (izquierda) y en funcionamiento (derecha).

Una vez completos los niveles de agua, se sembraron 24 reproductores en
cada estanque, con un promedio de 1.1 + 0.37 kg y 55.4 = 0.78 cm, de peso y
longitud, respectivamente. A una densidad de siembra de 1:2 (hembra:macho).
Alimentados con alimento natural (insectos, atraidos con iluminacion artificial,
peces forraje: mojarras y bujurquis) y alimento estrusado al 26% PB, seis veces a la
semana, dos veces al dia y una tasa de alimentacion del 3%. Excepto algunas

semanas que solo dependian del alimento natural, todo por un espacio de 12 meses
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previos a los ensayos de reproduccion (Figura 8). Durante este periodo, se

realizaron mediciones de temperatura, oxigeno disuelto y pH (Anexo 1).

Feur S

R O SR, . W R 41

Figura 8. Evaluacion biométrica de reproductores de arahuana.

3.2.2. Reproduccion Inducida

3.2.2.1. Seleccion de Reproductores

Se seleccionaron hembras por sus caracteristicas externas como vientre
abultado, papila genital ligeramente enrojecida y prominente (Figura 9). No se
realiz6 biopsia ovarica, debido al gran tamafio de los ovocitos. Las primeras tres
hembras fueron seleccionadas del estanque 7 y fueron tratadas con Ovaprim ® y las
otras tres hembras, del estanque 8 tratadas con EHC. Los machos, fueron elegidos
por sus antecedentes incubantes de ambos estanques. Todos fueron identificados
por un chip implantado en el musculo durante el acopio poblacional. Los
reproductores fueron trasladados inmediatamente al laboratorio y colocados en
parejas en tanques de cemento de 1.0 m® de capacidad, recubiertos con mayoélicas,

con recambio permanente de agua derivada desde un estanque (reservorio).
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Figura 9. Identificacion de reproductor (izquierda) y abdomen abultado de hembra

de arahuana (derecha).

3.2.2.2. Tratamiento Hormonal

El trabajo de reproduccion consistio en el empleo de dos tratamientos:
Tratamiento 1: Extracto de hipéfisis de carpa (EHC). Para ello se utiliz6 una
balanza analitica (Ohaus Adventurer), con una sensibilidad de 0.0001 g, para pesar
las cantidades necesarias de la hormona en estado liofilizado y luego diluirla en 2
ml de suero fisioldgico y concentrado en un tubo de Eppendorf® hasta su
utilizacion. La primera dosis fue de 0.6 mg/kg y la segunda de 5.4 mg/kg del peso
corporal del pez. El tratamiento 2: Ovaprim ®, fue extraido directamente de su
frasco. La primera dosis fue de 0.05 ml/kg y la segunda de 0.45 ml/kg del peso
corporal del pez. En ambos tratamientos, el intervalo entre las dosis fue de doce
horas (Woynarovich y Horvat, 1983; Arguello et al., 2001; Atencio, 2001; Pardo-
Carrasco €t al., 2006; Arias y Hernandez, 2009; Lenis et al., 2009: Diaz-Olarte et

al., 2010 y Aya y Arias, 2011).
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Tabla 2. Tratamientos hormonales aplicados a las hembras

de arahuana.

. Dosis
Hormona Dosis Total 19 (Oh) 20 (12h)
EHC (mg/kg) 6.0 0.6 5.4
Ovaprim (ml/kg) 0.5 0.05 0.45

Sélo fueron tratadas las hembras. Las dosis hormonales fueron inyectadas en

el dorso del cuerpo del pez (Figura 10).

Figura 10. Puncion intramuscular de hembras de arahuana.

3.2.3. Desempefio Reproductivo

3.2.3.1. Horas—Grado

Después de la segunda dosis, se registro la temperatura y oxigeno disuelto en

los tanques de tratamiento, con la ayuda de un oximetro digital YSI 55 modelo 55-
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3.3.

12FT. Esto con el objetivo de determinar el tiempo en que se completa la
ovulacion antes del desove. Adicionalmente se observd la ocurrencia o no de

cortejo.

Diez horas después de la segunda dosis, se procedio a observar algin signo
que nos indicaria el inicio de la maduracion ovocitaria, se levantd a las hembras y
se realizd una suave presion en la parte abdominal sin deslizamiento de los dedos
(stripping), y ver la existencia de expulsion de los ovocitos. Para comprobar la
evidencia de algun signo de maduracion ovocitaria, antes de la primera y después
de la segunda dosis, fue medido el diametro del abdomen de las hembras (Figura
22). Al observar la falta de respuesta de las hembras, fueron liberadas dos horas

mas tarde, junto a los machos en sus estanques de procedencia.

Al descubrir la muerte de las hembras, se procedio a realizar un analisis del
estado de madurez de los ovocitos. Para ello se determind el didmetro de los
mismos, tomando una fotografia digital y luego fueron analizados con la ayuda del
programa de procesamiento digital (Image]J ver. 1.46). Disponible en:

http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html

Andlisis Estadisticos.

Los datos de manejo, sexaje y tratamiento hormonal de las arahuanas adultas
fueron descritos estadisticamente y expresados como media + desviacion estandar,
valores minimos y maximos, de acuerdo a los casos. Las variables de peso y

longitud total fueron sometidas a una regresion potencial y a un analisis de varianza
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de una via (Anova) y al presentarse diferencias significativas, se compararon con la
prueba de Kruskal-Wallis. Los valores de densidades opticas de vitelogenina en
ambos sexos, se sometieron a una prueba t de Student linealizada mediante una
transformacion logaritmica y, un analisis de varianza de una via (Anova), para el
incremento del diametro del abdomen antes y después del tratamiento. Los valores
de P<0.05 se consideraron como diferencia significativa. Para todos los analisis se

empled el programa estadistico SPSS 18.0 para Windows.
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CAPITULO 4

4.1. RESULTADOS
4.1.1. Formacion del plantel de reproductores

41.1.1. SexajedeReproductores

Los resultados revelaron que de los 48 ejemplares adultos de arahuana,
sometidos a los andlisis inmunoenzimaticos, quince (15) resultaron ser hembras
(coloracion amarillo oscuro) y treintaitrés (33) fueron machos (incoloros) (Figura

11).
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Figura 11. Sexaje de arahuanas adultas en placa. C=Plasma
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inducido con Estradiol; m=macho incubante; b=blanco;

d=macho y $=hembra

La densidad optica (D.O.) de las hembras vario entre (0.127 — 0.560) y de
(0.010 a 0.096) en los machos. Se estim6 en 0.100 el valor limite de D.O. que

separa a los machos de las hembras (Figura 12).
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Figura 12. Determinacion del sexo mediante la presencia de vitelogenina en
arahuanas adultas. Barra roja=control positivo; Barras verdes=hembras; Barras

azules=machos y Barras amarillas= machos encontrados incubando.

Los valores de densidad o6ptica variaron con una media y desviacion estandar
de 0.312 £ 0.11 para las hembras y 0.039 + 0.01 para los machos. El t de Student
demostré diferencias significativas entre las densidades oOpticas de ambos sexos
(p<0.05). Asumiéndose que las medias de las densidades Opticas son diferentes

(Figura 13).
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Figural3. Comparacion de medias de las densidades Opticas de los reproductores de arahuana.

Los resultados de sexaje fueron corroborados cuando en la toma de muestras
posterior al sexaje que permitid la formaciéon de parejas, se encontraron seis
ejemplares que mantenian incubando bucalmente a crias en diferentes estadios de
desarrollo (Figuras 12 y 14). La longitud total de los machos que fueron
encontrados incubando estuvo entre 52 — 67 cm y un peso total entre 0.85 y 2.35
kg, encontrandose que el 50% de ellos, tuvieron longitudes mayores a 63 cm y

pesos superiores a 1.65 kg respectivamente.

Figura 14. Macho incubante (izquierda) y crias en diferentes estadios (derecha)

A=Macho adulto; B: Huevo viable; C: Embrion 1; D: Larva 2; E: Larva 3 y F: Alevinos.
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El promedio de huevos en la cavidad bucal de los seis machos incubantes fue
de 70 huevos. Encontrdndose, que no existe relacion aparente entre el namero de
huevos en incubacion frente a la longitud total de los machos (p=0.814>0.05). De
similar caracteristica, entre el nimero de huevos en incubacion frente al peso total
de los machos (p=0.885>0.05). Este resultado, posiblemente ha ocurrido por la falta
de entrenamiento en la captura de los machos incubantes, que ocasion6 la pérdida

de huevos y larvas al momento de encontrarlos.

4.1.1.2. ManegjodeReproductores

Los valores de peso de las hembras variaron con una media y desviacion

estandar de 1.51 + 0.28, con rangos minimos y maximos entre 0.5 — 2.0 kg y en los

machos, 1.57 £0.48 y 0.55 — 2.6 kg respectivamente (Figuras 15y 16).
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Figura 15. Distribucion del peso total de hembras de arahuana.
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Figura 16. Distribucion del peso total de machos de arahuana.

Los valores de longitud de las hembras variaron con una media y desviacion
estandar de 60 £ 3.7, con rangos minimos y maximos entre 48 — 68 cm y en los

machos 62.6 = 5.6 y entre 42 — 75 cm respectivamente (Figuras 17 y 18).

207
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Figura 17. Distribucion de longitudes totales de hembras de arahuana.

24



40

307 |

207

Frecuencia

[ 1

T 1 1 1 T
40,00 50,00 60,00 70,00 80,00

Longitud total (cm)

Figura 18. Distribucion de longitudes totales de machos de arahuana.

En cuanto a la relaciéon peso-longitud para ambos sexos, se observd que el
coeficiente de regresion fue de b=2.715 (t<0.05) (Figura 19). El coeficiente de
determinacion R* fue alto (R’=0.909), mostrando que los datos si se ajustaron al
modelo potencial. Similares resultados fueron encontrados en sexos separados
(Figuras 20 y 21). Es decir, que en promedio, el incremento del peso de
reproductores en esta especie, es mas lento al incremento de su longitud. Lo que
nos indicarian un tipo de crecimiento alométrico negativo en esta etapa de vida.
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Figura 19. Relacion peso y longitud total de los reproductores de

arahuana.
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Figura 20. Relacion peso y longitud total de las hembras

reproductoras de arahuana.
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Figura 21. Relacion peso y longitud total de los machos

reproductores de arahuana.

A través de la prueba de Kruskal-Wallis, se compararon los pesos y
longitudes de los reproductores, y se encontrd diferencias significativas solo en la
longitud (P=0.0006<0.05). Evidenciando que los machos fueron de mayor longitud

que las hembras (Figura 22).
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Figura 22. Longitud total seglin el sexo de reproductores de

arahuana.

4.1.2. Tratamiento Hormonal
Durante el ensayo, el monitoreo del agua de los tanques, presentd valores
medios de temperatura y oxigeno disuelto de: 28.2+0.24 °C y 4.28%0.4 mg/l.,

respectivamente. Estos valores estuvieron dentro de los considerados normales para

el cultivo de peces amazodnicos.

Después de la aplicacion de la segunda dosis, se observo que las parejas
comenzaron a realizar movimientos circulares que simulaban un cortejo. Sin
embargo, al transcurrir el tiempo este movimiento fue remplazado por

desplazamientos mas lentos en el fondo del tanque.
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4.1.3. Desempefio Reproductivo

Luego de 340 + 0.84 grados-hora, se evaluaron las hembras en la busqueda de
signos de desove (stripping) y al no encontrar indicios del mismo, se procedié a
liberarlas a sus estanques de procedencia. La aplicacion de Ovaprim y EHC, no
ocasion6 un incremento significativo (p=0.948>0.05) en el didmetro del abdomen de

las hembras de arahuana (Figura 23).
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Figura 23. Efecto del tratamiento hormonal en el diametro del abdomen de
hembras de arahuana. OVA: Ovaprim; EHC: Extracto de hipofisis de
carpa.
El uso de Ovaprim, aparentemente ocasion6 hemorragias a la altura del
abdomen y los ojos se tornaron blanquecinos, los machos, s6lo con las barbillas

blanquecinas.

Luego de 24 horas de su liberacion, todas las hembras murieron y fueron

retiradas de los estanques. Lo que ocasiond que se realizara un analisis interno a

dichas hembras, revelando que los ovocitos se encontraron en maduracion, verificado
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con el didmetro de los mismos (Figura 25). Las hembras 3 y 5, fueron encontradas en

alto estado de descomposicion, dificultando su evaluacion.

Tabla 3. Desempefio reproductivo de las hembras de arahuana tratadas hormonalmente.

Hemb Peso * Dosis ) Peso de N° de ovocitos
Hormona Comentario _ .
ra (kg) Total ovario (g) (unidad)
1 1.5+£0.07 0.75 Sin respuesta 152.7 258
Ovaprim Ovulacion
1.55+0.07 0.78 148.6 309
(ml/kg) Parcial
3 1.65+£0.07 0.83 Sin respuesta
4 1.0 £0.06 6 Sin respuesta 101.87 302
EHC
1.1 £0.06 6.6 Sin respuesta
(mg/kg)
6 1.0 £0.06 6 Sin respuesta 102.93 307

* Los datos son presentados como promedios + DS.

En la hembra 1, el didmetro de los ovocitos, se presentd con una distribucion

de frecuencia polimodal (0.3; 0.4 y 0.7 mm, con una media de 8.71 + 4.04 mm). La

hembra 2, presentdé dos modas de 7.73 y 8.0 mm y una media de 9.34 + 2.43 mm.

Esta hembra presentd un caso particular, pues reveld una ovulacion parcial, algunos

ovocitos se encontraron desprendidos del foliculo y alojados en la cavidad

abdominal, con apariencia de estar proximos a ser expulsados, pero como ya

mencionamos anteriormente, fue encontrada muerta (Figura 24). Ambas hembras,

presentaron los ovocitos de mayor didmetro (13.16 y 13.86 mm respectivamente).

El1 80% presentd un rango de didmetro de ovocitos entre 11.38 y 12.12 mm.
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Figura 24. Ovocito proximo a ser expulsado de la cavidad abdominal (arriba) y

ovocitos desprendidos de los foliculos (abajo).

Por su parte, la hembra 4, presentdé una moda de 9.89 mm y una media de
9.26 + 1.35 mm. La hembra 6, presentd una distribucion polimodal (0.87; 1.02 y
1.05 mm, con una media de 7.92 £+ 4.51 mm). Sin embargo, el 80% presentd un

diametro entre 10.06 y 11.54 mm. (Figura 25).
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Figura 25. Distribucion de frecuencia de diametros de ovocitos después de ser tratados con

Ovaprim y EHC.
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CAPITULO 5

5.1. DISCUSION

5.1.1. SexajedeReproductores

Segun algunos autores, los machos de esta especie son mas grandes y son
los que pueden albergar mas ovocitos y larvas en el interior de sus bocas (Goulding,
1980; Aragdo, 1989; Lamas, 1993; Queiroz, 2008; Tang y Gémez, 2005; Landines
et al., 2007; Cavalcante, 2008 y Argumedo, 2009). La incubacion de parte de los
machos fue confirmada con la técnica inmuno enzimdatica desarrollada en este
estudio, técnica que podria ser utilizada en posteriores estudios reproductivos con

fines de manejo de esta especie.

5.1.2. Manegode Reproductores

Los valores biométricos durante el manejo, nos indicaron que existe un
crecimiento alométrico negativo en relacion al peso total, es decir, que los
especimenes mas grandes longitudinalmente, aumentaron lentamente en peso
(Gayon, 2000; Levinton, 2001 y Aratjo et al., 2011). Precisamente, son los
especimenes mas grandes los que tienen mejores respuestas reproductivas y son
mas capaces de sobrevivir ante las variaciones ambientales (Berkeley et al., 2004).
Nuestros resultados son relativamente similares a los registrados por (Aragdo, 1989
y Cavalcante, 2008) en arahuanas del medio natural y (Argumedo, 2005) en
condiciones controladas. Demostrando, que el cautiverio no entorpecié el desarrollo

del proceso de maduracion de los ejemplares en estudio.
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Por otro lado, al proceder de dos cuencas diferentes y distantes, se podria
inferir que existe una variabilidad genética marcada entre ambas poblaciones
definidas por sus ubicaciones geograficas (Chota, 2012). Sin embargo, no impidid

que los especimenes maduren y se reproduzcan.

Los machos alcanzaron tallas mas grandes que las hembras. Coincidiendo
con (Cavalcante, 2008 y Queiroz, 2008), quienes a su vez, refieren que las hembras
seleccionan a los machos mas grandes para la procreacion, pues un macho con éstas
caracteristicas estd mas adaptado para cuidar a un mayor nimero de crias. Sin
embargo, en este estudio, no fue posible capturar a las parejas reproductoras y asi

confirmar dicha afirmacion.

5.1.3. Seleccion de Reproductores

La mayor dificultad que presenta el proceso de reproduccion inducida es la
seleccion de las hembras. Por ejemplo para la especie Brycon henni, el éxito reside
en la determinacion del punto 6ptimo de madurez de la hembra de porte pequefio,
lo que dificulta observar el abultamiento abdominal producido por la maduracion
de los ovocitos en el saco ovarico (Lenis et al., 2009). En este sentido, atin no
resulta concluyente seleccionar a hembras de arahuana para fines de induccion, sélo
con caracteristicas externas, pues se carece de datos mas precisos del abultamiento
abdominal. No fue posible realizar la biopsia ovarica, debido al gran tamafno de los
ovocitos. Es preciso contar con otro método auxiliar que nos ayude a determinar la
madurez sexual de esta especie. Uno de ellos podria ser el uso del factor de

condicion, ya que valores por encima de 1, nos indicarian que el estado de madurez
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de las hembras garantiza un buen proceso reproductivo (Andrade-Talmelli et al.,

1999; Arias et al., 2004).

5.14. Tratamiento Hormonal

Ninguna de las hembras tratadas desov6. Como se trata de la primera vez en
inducir artificialmente a esta especie, aun su domesticacion y posterior manejo en
condiciones de laboratorio, resultaria estresante (ojos y barbillas blanquecinas).
Precisamente, el estrés influye directamente en el proceso reproductivo,
desencadenando la liberacion de cortisol, principal causante de la inhibicion de la
sintesis de vitelogenina y las interacciones hormonales que ocurren durante este
periodo, perjudican la calidad de los gametos (Auré de Ocampo y Ocampo, 1999 y
Flores, 2002) e impiden una estimulacion eficiente de la maduraciéon ovocitaria.
Coincidiendo con lo reportado por (Landines €t al., 2007), quienes mencionan que
las arahuanas son de un temperamento nervioso en estructuras menores a 250 m’.
Similares resultados son reportados por (Arias, 2006), para Brycon amazonicus, al
manifestar que esta especie es muy susceptible al estrés causado por la captura y
posterior manipulaciéon con fines reproductivos hasta el punto de llevarla a la
muerte a casi el 80% de los casos. En nuestro caso, la mortandad de las hembras fue

del 100%.

La falta de respuesta en la mayoria de los tratamientos, posiblemente se
deba a: (1), las dosis empleadas. Ramos, (2000), afirma que el uso de Ovaprim en
Brycon cephalus, resultd efectivo al doble de la dosis recomendada por el
fabricante (0.5 ml/kg). Cabe sefialar que los ovocitos de arahuana tienen un

diametro 10 veces superior al de la mayoria de los peces amazonicos. Esta
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caracteristica unica de la arahuana podria explicar también la casi ausencia de
respuesta a un tratamiento ovulatorio convencional; (2), la compatibilidad inter
especifica de sGnRHa, presente en el Ovaprim ®, es generalmente buena para
muchas especies, aunque otras formas de GnRH estén presentes en varios peces.
Por ejemplo, en Piaractus mesopotamicus “pacu” se encontré GnRH de tipo Sparus
aurata “dorada” “sbGnRH” (Powell et al., 1997). En ese sentido, el cerebro de
arahuana posee GnRH de tipo pollo (cGnRH-II) y de salmén (sGnRH) (O Neill et
al., 1998). Permitiéndonos deducir que el SGnRHa aplicado y presente en el

tratamiento 2, tuvo mejores efectos estimulantes en arahuana.

El uso de extracto de hipodfisis de carpa, que permite una induccion directa
sin hacer intervenir el circuito hipofisario, tampoco dio mejor resultado.
Llevandonos a sugerir métodos o protocolos distintos de induccidon para futuros
trabajos y (3), si consideramos a la falta de madurez de las hembras, ésta podria ser
descartada, pues nuestros resultados revelaron ovocitos con didmetros muy
similares, a los reportados en la etapa final de maduracion en condiciones naturales
para esta especie (Aragdo, 1989; Tang y Gomez, 2005; Queiroz, 2008; Cavalcante,
2008; Argumedo, 2009 y Ruiz, 2011). Esto nos permite concluir, que
probablemente el protocolo utilizado con éxito en otras especies amazonicas no

conviene para la arahuana.

5.1.5. Desempefio Reproductivo
Segtn Lamas, 1993, el desarrollo asincronico de los ovocitos caracterizan a
un desovador multiple. En ese sentido, y asumiendo que la arahuana present6 por lo

menos dos modas marcadas de ovocitos en las cercanias al periodo reproductivo,
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estariamos frente a una especie de desove multiple, coincidiendo con (Tello et al.,
1992 y Ruiz, 2011). Caracteristica que condicionaria la liberacion en primera
instancia, de los huevos mas desarrollados y, los menos avanzados en el proceso de
vitelogénesis, retenidos hasta estar listos para el proximo evento reproductivo.
Contrariando a Queiroz, 2008, quien refiere que esta especie es un desovador total,
pues segun este autor, la arahuana blanca, libera todos los ovocitos maduros

disponibles en un Uinico evento.

Los diametros de los ovocitos encontrados, demuestran que las hembras
estuvieron en diferentes estadios de maduracion y aquellas con distribuciones
polimodales, son las que no responden de manera eficiente a los tratamientos
hormonales (Romagosa €t al., 2001). De acuerdo a nuestros resultados, la ovulacion
parcial de una de las hembras, tratada con Ovaprim, estaria asociada a una
distribucion bimodal del didmetro de los ovocitos y a un estado de madurez
avanzado. Similares resultados de distribucion bimodal del didmetro de los ovocitos
fueron reportados por (Romagosa et al., 2001 y Lenis et al., 2009) para Brycon
cephalus y Brycon hennik respectivamente, pero con resultados positivos de
reproducciéon. En nuestro caso, la ovulacion parcial, ocurridé en el estanque,
desconociendo el momento promedio en que se inicid y, en el caso de haber
rescatado dicho desove, habria generado una baja o nula fertilizacion, pues la hembra

ya se encontraba muerta.
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VI.

CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Se establecié un protocolo inmuno enzimatico no invasivo, para el sexaje de
arahuanas Osteoglossum bicirrhosum adultas. El mismo que puede utilizarse
también para estudios de variaciones de perfiles de vitelogenina con fines de

manejo.

Los machos mas grandes de esta especie participan mas en los eventos
reproductivos que aquellos mas pequefios. Siendo ellos los que alcanzan tallas mas

grandes que las hembras.

La seleccion de hembras mediante la observacion directa (caracteristicas externas)

aun no es determinante para fines reproductivos.

Esta especie ain no se encuentra lo suficientemente domesticada para efectuar

trabajos de induccion hormonal.

Es prematuro concluir que la arahuana no responde satisfactoriamente a la

induccién de la puesta, ya que otras opciones no han sido evaluadas en este estudio.
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VII.

CAPITULO 7

RECOMENDACIONES

Evaluar otros métodos que permitan determinar la madurez sexual de esta especie.

Continuar con los ensayos hormonales hasta encontrar la dosificacion minima y

necesaria para inducir al desove controlado de esta especie.

Disminuir los procesos causantes de estrés mediante técnicas de manejo adecuados.

Podrian incluirse al protocolo de reproduccion, el uso de anestésicos.
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CAPITULO 9

IX. ANEXOS

Anexo 1. Parametros fisico y quimicos de los estanques de arahuana, Osteoglossum bicirrhosum, durante el periodo de enero a diciembre de
2011.

Parametros; Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep  Oct Nov  Dic Promedio

Estanque 7

el Reste [, 278 279 284 278 276 287 278 279 278 281 279 278 27.9+0.31

Oxigeno disuelto (mg/1) 381 390 3.84 383 376 354 369 360 357 370 3.65 3.73 3.72+0.11

PH 577 564 602 588 597 623 6.22 582 593 573 582 562 5.8910.20

Estanque 8

Temperatura (*C) 275 269 281 275 273 282 277 283 276 279 27.8 280 27.7:0.4

. ] |
Oxigeno disuelto (mg/l) 360 377 364 323 343 315 383 396 369 359 349 36 3.58+0.23

PH 6.25 6.3 5.9 579 58 593 6.13 59 576 598 599 587 5.9810.17
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Anexo 2. Reproductores de Osteoglossum bicirrhosum “arahuana” marcados e identificados

No

O O N OO U A WN =

NINNNNRR R R RRRRRR
AW N R OVIOKNO®UVIAR WN R O

CHIP

623
1394
5908
6031
6537
7345
7581
7908
9538

10342
21164
22090
22905
23155
23158
25240
25533
25645
27011
27353
29225
29288
29589
29625

Macho

X

X | X | X | X|X | X > X | X X | X

x| X

seglin sexo.

NO

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

CHIP

29917
30577
30859
1056790
1056878
1056971
1057082
1057227
1057262
1057421
1057521
1057744
1058381
1058444
1058449
2026495
2026735
2026765
2026969
2027075
2027089
2027126
2027175
7F7F143144

Sexo
Macho | Hembra
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
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