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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la eficacia del extracto de pituitaria de
paiche (EPP) en la induccion de Brycon amazonicus “sabalo cola roja”. Se
utilizaron 27 parejas de B. amazonicus (1.94+ 0.24 kg de peso y 50.78 = 2.22
cm de longitud en machos y 2.28 + 0.38 kg de peso y 49.32 + 11.39 cm de
longitud en hembras). Se aplicaron en dos dosis los inductores hormonales de
EPP (el 10% y 90% del total), con intervalo de 12 horas. Tres dosis
hormonales de EPP se aplicaron, en el caso de las hembras: T1: 3,0 mg/kg,
T2: 4,0 mg/kg y T3: 5,5 mg/kg. En machos: T1: 0,5 mg/kg, T2: 1,0 mg/kg, T3:
1,5 mg/kg. Las hembras inducidas con EPP respondieron positivamente a la
ovulacion encontrando diferencias significativas (P<0.05), siendo los T1y T2
que alcanzaron los mejores indices de ovulacién con 77.73 % y 88.87 %
respectivamente, respecto a la tasa de eclosion también se encontraron
diferencias siendo el T2 el mejor con 40.21 %. Los machos de B. amazonicus
inducidos con EPP, respondieron positivamente a la espermiacion obteniendo
88.87% siendo este valor igual para el T1 y T2, respecto a la calidad
espermatica, la variable volumen seminal mostro diferencias donde el T3
mostro mayor volumen con 20 ml en promedio, se observaron diferencias
respecto a la concentracion espermatica y el espermatocrito teniendo que a
mayor dosis de aplicacion del EPP disminuye la concentracion espermatica y
el espermatocrito. De acuerdo a los resultados obtenidos, se recomienda la
dosis de 4.0 mg/kg de EPP (T2), ya que tuvo efectos positivos en la ovulaciéon
y tasa de eclosién. Por otro lado, todas las dosis respondieron a la
espermiacion pero la dosis de 0.5 mg/kg (T1) es la mejor por los altos valores
de concentracién espermatica y espermatocrito.

Palabras clave: induccion, hipofisis, Arapaima gigas, Brycon amazonicus,
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ABSTRACT

The objective of the study was to determine the efficacy of paiche pituitary
extract (EPP) in the induction of Brycon amazonicus "red-tailed tarpon". 27
pairs of B. amazonicus were used (1.94 + 0.24 kg of weight and 50.78 + 2.22
cm of length in males and 2.28 + 0.38 kg of weight and 49.32 £ 11, 39 cm in
length in females). The hormonal inducers of EPP (10% and 90% of the total)
will be applied in two doses, with an interval of 12 hours. Three hormonal doses
of EPP are applied, in the case of females: T1: 3.0 mg/kg, T2: 4.0 mg/kg and
T3: 5.5 mg/kg. In males: T1: 0.5 mg/kg, T2: 1.0 mg/kg, T3: 1.5 mg/kg. The
females induced with EPP responded positively to ovulation, finding significant
differences (P<0.05), with T1 and T2 reaching the best ovulation rates with
77.73% and 88.87% respectively, regarding the hatching rate, differences
were also found. T2 the best with 40.21%. The males of B. amazonicus
induced with EPP, responded positively to spermation, obtaining 88.87%, this
value being the same for T1 and T2, with respect to sperm quality, the variable
seminal volume showed differences where T3 showed greater volume with 20
ml in On average, differences were observed with respect to sperm
concentration and spermatocrit, with a higher dose of EPP application
decreasing sperm concentration and spermatocrit. According to the results
obtained, the dose of 4.0 mg/kg of EPP (T2) is recommended, since it had
positive effects on ovulation and hatching rate. On the other hand, all doses
responded to spermiation but the dose of 0.5 mg/kg (T1) is the best due to the
high values of sperm concentration and spermatocrit.

Keywords: induction, hypophysis, Arapaima gigas, Brycon amazonicus.

Xii



INTRODUCCION

La reproduccion es el proceso vital mas importante de los organismos vivos
solo asi garantizamos la supervivencia y perpetuacion de las especies,
consecuentemente el control de los ciclos reproductivos de los peces
sometidos a induccion hormonal en cautiverio se convierte en uno de los

factores mas importantes para asegurar el éxito de la acuicultura 12,

En consecuencia, en décadas pasadas en diferentes paises de Sudamérica
como Brasil, Venezuela, Colombia y Peru se ha desarrollado e investigado la
reproduccion artificial habiendo alcanzado a la fecha importantes resultados
con diferentes especies amazonicas entre ellas tenemos: Colossoma
macropomum “gamitana”?, Piaractus brachypomus “paco” Pseudoplatystoma
punctifer  “doncella”™ y Brycon amazonicus “sabalo cola roja”™ 7, bajo
diferentes protocolos de induccion ya conocidos. El extracto pituitario de carpa
(EPC), es la que mejores resultados ha alcanzado si se compara con
hormonas analogos como el Conceptal y Ovaprim y ello ha llevado hacer
considerada la de primera eleccion en la induccién hormonal de caracidos
amazodnicos?, sin embargo la hormona EPC, presenta un alto costo, y a esto
se suma que en la ciudad de Iquitos y sobre todo en la Amazonia peruana no
se cuenta con una empresa establecida que se dedigue a la venta de esta

hormona por lo que nos vemos en la necesidad de obtener por importacion.

Ante lo expuesto la tendencia actual es la busqueda de otras hormonas con
ventajas fisiolégicas y econdmicas que se conviertan en alternativa o sustituto
y la hipofizacion con especies nativas de la zona despiertan interés mas aun
de tratarse su obtencion de uno de los peces mas grandes de agua dulce del
mundo como es el Arapaima gigas “paiche” y esto ha tomado interés en
aprovechar las pituitarias o hip6fisis del paiche provenientes de la piscicultura
o de las cuotas de manejo de la Reserva Nacional Pacaya Samiria (RNPS)
que se estima de 200 a 400 ejemplares que son sacrificados anualmente® vy
gue hasta la fecha no se le dio ningun uso a su hipdfisis, convirtiendose en
una alternativa muy interesante su utilizaciéon y validacibn como inductor

hormonal en los centros de reproduccion de peces amazonicos.



Bajo ese contexto el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo
general: Determinar la eficacia del extracto de pituitaria de paiche (EPP) en la
reproduccion inducida de Brycon amazonicus “sabalo cola roja”, en lquitos,

Perd.

En cuanto a los objetivos especificos correspondieron a determinar la eficacia
de tres dosis del extracto de pituitaria de paiche (EPP), en la estimulacién de
la ovulacion final de B. amazonicus “sabalo cola roja”, determinar la eficacia
de tres dosis del extracto de pituitaria de paiche (EPP), en la tasa de eclosién
y desempefio reproductivo de B. amazonicus , determinar la eficacia de tres
dosis del extracto de pituitaria de paiche (EPP), en la estimulacion de la
espermiacion B. amazonicus, determinar la eficacia de tres dosis del extracto
de pituitaria de paiche, en la calidad espermatica de B. amazonicus, registrar
los pardmetros de calidad de agua durante la incubacion de los huevos de B.
amazonicus y finalmente Desarrollar un protocolo para la aplicacién del

extracto de pituitaria de paiche, en la reproduccién inducida de B. amazonicus.

Lo cual busca generar informacion cientifica para desarrollar la tecnologia
ideal del uso de la hipdfisis o pituitaria de paiche en la reproduccién inducida

de B. amazonicus “sabalo cola roja”.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

1.1.1. Estudios de reproduccion artificial con extracto de pituitaria de

especies icticas amazonicas.

En 2014, se realiz6 un estudio cuyo propaésito fue determinar el efecto de dos
concentraciones de pituitaria de las especies Anodus elongatus “yulilla”,
Prochilodus nigricans “boquichico”, y Potamorhina latior “yahuarachi”, a
reproductores de Piaractus brachypomus “paco”. Las dosis suministradas de
cada pituitaria fueron de 2.5 y 5.0 mg/kg de peso en hembras y los machos
de 1.0 y 1.5 mg/kg. Después de realizado las inducciones hormonales se
procedieron a liberar a las parejas al no desovar, sin embargo en la dosis de
2.5 mg/Kg de pituitaria de las tres especies utilizadas en el estudio, mostraron
una leve respuesta al inductor hormonal dado que se pudo notar signos de
dilatacion de la parte ventral del pez, ademas de la migracion del nacleo. En
las hembras inducidas con pituitaria de “boquichico” con la dosis de 5.0 mg/Kg
no llegaron a desovar observandose al final prolapso posiblemente por la
sobredosis de la hormona, observandose endurecimiento abdominal.
Concluyendo que esta especie no respondié favorablemente frente a las dosis

determinadas®.

En 2010, se evalud la eficiencia hormonal de la pituitaria o hipdfisis de
Prochilodus mariae “coporo”, como agente inductor sustituto, en la
reproduccion inducida de la misma especie. La especie donadora fue
mantenida y evaluada en estanques con el objetivo de conocer el indice
gonadosomatico; extraccion de la pituitaria, deshidratacion, almacenaje y
prueba del material. Para conocer la efectividad de la hormona utilizaron
tanques circulares de 3,000 litros, con tres parejas de P. mariae “coporo”,
utilizando 2 tratamientos, un testigo y con 4 repeticiones. El primero consistio
en la inoculacion de la hormona de Carpa (2 mg kg-1), el segundo con hipofisis
de coporo (2 mg kg?) y el testigo con suero fisiol6gico (1 ml). Se extrajeron y

almacenaron un total de 107 glandulas de 127 ejemplares utilizados, con un



porcentaje de pérdida del 15%. Los resultados del bioensayo muestran que
los dos tratamientos con extractos hormonales dieron resultados positivos en
inducir el desove del coporo y no difieren significativamente al comparar las
medias de eficiencia a=0,05. En conclusiéon es factible la sustitucion del
material hormonal importado de Carpa como agente inductor de las especies
reofilicas, por extractos hipofisarios homoplasticos en la reproduccién de

inducida del coporo?®.

En 2010, se hizo una investigacion utilizando como inductor hormonal el
extracto de hipofisis o pituitaria de Geophagus proximus “bujurqui”
provenientes de la pesca, en la reproduccion inducida de Piaractus
mesopotamicus. Al final del estudio obtuvieron resultados positivos donde
algunas hembras respondieron al tratamiento liberando sus ovocitos en
promedio 1,880 ovocitos/gramo, en el caso de los machos se dio la
espermiacion pero de todas maneras evaluar otras dosis para mejorar el
volumen y la productividad del esperma no descartan. Los autores concluyen
que hubo una respuesta positiva en la reproduccion inducida utilizando
extracto hipofisario de G. proximus y que esta podria ser una alternativa viable
y eficaz para su uso de su hipdfisis en la reproduccion inducida de P.

mesopotamicus?!t.

1.1.2. Estudios de reproduccion inducida en peces con la hormona

hipéfisis de carpa y otras hormonas de origen sintético.

En 2018, se utilizaron tres inductores hormonales (EPC: 5 mg/kg en hembras
y 2 mg/kg en machos, Conceptal: 2.5 ml/kg en hembras y 1.5 ml/kg en machos
y Ovaprim: 0.50 ml/kg en hembras y 0.25 ml/kg en machos) en reproductores
de Brycon cephalus donde se utilizé en dos dosis de inductores hormonales
(dosis inicial del 10% del total y dosis final o desencadenante del 90% en un
intervalo de 12 horas de diferencia, los resultados de esta investigacion
mencionan que las hembras solo respondieron positivamente a la ovulacion
con la hormona extracto de pituitaria de carpa (EPC), con indices de ovulaciéon
del 66.6%, tasas de fertilizacion promedio de 78.6 + 4%, desove promedio de

195 + 72 g por hembra y la eclosién ocurrio entre las 10 a 12 horas post

4



fecundacion. En el caso de los machos con respecto a la influencia de las tres
hormonas utilizadas sobre la espermiacion y calidad espermatica el EPC
mostros mejores resultados positivos en la espermiacién, ademas los
volumenes fueron mayores, asi como en espermatocrito. Finalmente, los
autores validan el uso del inductor hormonal extracto pituitario de carpa en la

ovulacién y espermiacion de B. cephalus “sabalo cola roja” .

En el afio 2015, con la especie Brycon cephalus probaron tres tratamientos
de la hormona Ala6, Pro9Net-mGnRH + metoclopramide (Ovopel), en las
siguientes dosis: [V pellet’kg (T1), % pellet/kg (T2) and 1V pellet/kg (T3)] y un
grupo control (T0O), que solo recibié aplicaciones de solucion fisiolégica (0.9%
NacCl). Todos los tratamientos se aplicaron en una sola dosis. Evaluaron la
influencia de las diferentes dosis en la espermiacién y calidad espermatica de
B. cephalus, al final del experimento el T3 mostré el volumen seminal mas alto
(4.66 + 1.52 ml) y fue significativamente diferente en comparacién con T1, T2
y TO, en relacion a la motilidad espermatica, T2 y T3 fueron significativamente
superiores. Sin embargo, con los parametros seminales de concentracion
espermatica, pH y osmolalidad no se evidencio diferencia significativa entre

tratamientos 12.

En un estudio realizado el afio 2014 en la ciudad de Iquitos, utilizaron el
extracto de pituitaria de carpa (EPC) en la reproduccion inducida de Brycon
amazonicus “sabalo cola roja”, durante los ensayos experimentales utilizaron
13 hembras y 16 machos al final de todo el proceso de induccién todas las
hembras desovaron y solo 5 tuvieron fertilidad negativa. El desove ocurrié a
las 5.68 + 0.53 horas, a una temperatura del agua de 28.12 + 0.61 °C, lo cual
equivale a 159.01 £ 14.5 horas—grado. Las hembras que se utilizaron en el
estudio tuvieron como peso promedio 2,310 = 143,2 g, un promedio de
1497,60+14,57 6vulos/gramo; la tasa de fertilizacion fue 68,80 £ 1,9% vy la

eclosion fue 53,59 + 8,7% 13,

El 2006, realizaron un estudio en la reproduccion artificial en Brycon
amazonicus en la ciudad de Colombia, donde utilizaron cinco tratamientos:
tres con la hormona mGnRH-a (analogo de mamifero del factor liberador de

gonadotropinas) con las dosis (10, 15, y 20 pg/kg en una sola dosis), uno con



extracto de pituitaria de carpa EPC (4.4 mg/kg en dos aplicaciones) y un
tratamiento control donde se aplico solucién salina (0.9%). Se evaluaron las
variables cuantitativas y cualitativas (volumen, concentracion espermatica, el
espermatocrito, la tasa de fertilidad, porcentaje de espermatozoides, motilidad
y tiempo de activaciéon) del esperma de B. amazonicus. Al final del
experimento concluyeron que la hipéfisis de carpa, influye en la fluidez del
esperma, aumentando el volumen y disminuyendo la concentracion
espermatica por otro lado la hormona mGnRH-a, no produce ningin cambio

cualitativo y cuantitativo en el esperma del B. amazonicus 4.

En un estudio realizado el afio 2006, evaluaron el uso de las hormonas
extracto de pituitaria de carpa (EPC) y el andlogo de mamifero de la hormona
liberadora de gonadotropinas (mMGnRH-a) en la maduracion final y ovulacién
del Brycon amazonicus. Probaron ocho tratamientos: seis con mGnRH-a (10,
15y 20 pg/kg en una sola aplicacién y 10, 15 y 20 pg/kg en dos aplicaciones
del 10 y 90%, respectivamente) una con EPC (5.5 mg/kg en dos aplicaciones,
10 y 90% en un intervalo de 12 horas) ademas un control de solucion salina
al 0.9%. Al final del experimento el 83.3% de las hembras inducidas con EPC
desovaron a las 6.7 + 0.14 horas y a una temperatura de incubacién de 26.9
+ 0.18 °C, el numero de huevos en promedio por hembra fue 117.6 + 6.8 gy
1469.6 + 34.1 huevos por gramo. La tasa de fertilidad en promedio fue de 55.3
+ 6.1%. Es importante mencionar que las hembras inducidas con mGnRH-a y

solucion salina no desovaron *

Arias y colaboradores el afio 2006 realizaron un estudio sobre los indicadores
del ciclo reproductivo del Brycon amazonicus, en cautiverio. En el estudio
evaluaron los indices gonadosomatico, hepatosomatico y de grasa
vicesorosomatica, desarrollo gonadal y estos fueron relacionados durante los
muestreos mensuales con los valores de factor de condicidn, diametro
ovocitario y pluviosidad. Concluyendo al final del estudio que la época de
reproduccion de B. amazonicus se inicia en la época de lluvias al igual que en

la naturaleza 1.

En otra investigacion desarrollado en Colombia, evaluaron la efectividad de la

hormona extracto pituitaria de carpa (EPC), en la reproduccion inducida y



produccion de alevinos de Brycon henni, con la finalidad de determinar el
tiempo de latencia utilizando la hormona EPC. En el experimento utilizaron 20
parejas de reproductores en dos dosis de EPC (0.5 + 5.0 mg/kg de peso
corporal). De los resultados mencionan que de las ocho hembras que
desovaron solo dos fueron exitosas, obteniendo en promedio 136.2 gramos
de desove. De estos se extrajeron, fertilizaron e incubaron 1421 huevos
mostrando una sobrevivencia de embrién a larva de 25% y de larva a alevino
de 35.7% .

El afilo 2001, en un estudio seleccionaron y caracterizaron reproductores
hembras de Brycon cephalus para inducir a la reproduccién, para ello
seleccionaron por medio caracteres externos (vientre abultado y papila
urogenital sobresaliente y rojiza) y fueron caracterizados a través de
morfologia de los ovocitos es decir por medio de la distribucion de frecuencia
porcentual del didmetro de los ovocitos ademés de observaciones
estructurales y finalmente del factor de condicion Kn, como método
alternativo. Las hembras de B. cephalus fueron distribuidos en tres grupos. El
primer grupo (A) presento altos indices de fertilizacion y la distribucion de
frecuencia porcentual del didmetro de los ovocitos con dos modas distintas
una de 939.0 um y la otra de 1001.6 um y factor de condicion mayor a 1.
Mientras el segundo grupo (B) las tasas de fertilizacion fueron bajas en
comparacion al grupo anterior (A) y la moda del diametro de los ovocitos fue
1001.6 pym y el factor de condicién préximo a 1 y finalmente el grupo (C) que
también respondieron a la aplicacion hormonal presentaron ovocitos mayores
con diametros del ovocito alrededor de 970.3 y 1032.9 ym y el factor de

condicién menores a 1 18,

1.1.3. Estudios sobre protocolos de extraccion de pituitaria en peces

amazdnicos.

El afio 2017 en un estudio en Brasil, tuvo como objetivo principal realizar y
documentar todos los procesos de colecta y extraccion de la hipofisis o
pituitaria de Colossoma macropomum “gamitana”, con la finalidad que se
convierta en una herramienta auxiliar en estudios que involucran trabajos de

reproduccion inducida de peces, en ello consideraron fotografias y descripcion



paso a paso de cada proceso hasta llegar finalmente a localizar la pituitaria o
hipdfisis de la gamitana siendo esta la especie mas cultivada y estudiada en

paises de Sudamérica *°.
1.2. Bases teodricas

2.2.1. Aspectos generales de Brycon amazonicus.

Brycon amazonicus es un pez reofilico de la cuenca del rio Amazonas esta
presente en Brasil, Colombia, Bolivia, Guyana, Venezuela y Peru donde es
llamado comunmente “sabalo cola roja” es de habitos omnivoros, tiene un
cuerpo alargado y comprimido, cabeza ancha ligeramente convexo de

agradable sabor, llevandolo a tener gran demanda en los mercados?.

2.2.2. Piscicultura de Brycon amazonicus en la region Loreto.

Las bondades que presenta esta especie al ser cultivada en estanques son:
rapido crecimiento, facil aceptacion de alimento balanceado, facil manejo en
cautiverio y alta demanda por el poblador amazonico para su consumo. La
disminucién de poblaciones naturales ha despertado interés en su crianza al
hecho de ser considerada una especie con alto potencial para la piscicultura
amazoénica en la region Loreto, en la actualidad esta especie puede ser
reproducida en cautiverio gracias al uso de diferentes hormonas sean de
origen homoplasticos (hipofisis de peces) y heteroplasticos (de otro origen que

no sea peces) como el Ovaprim mostrando deferentes resultados’ %°.

2.2.3. Reproduccién de peces

La reproduccién es el proceso biolégico mas importante de los seres vivos ya
que solo asi garantizamos la supervivencia de la especie, los recursos
pesqueros actualmente vienen agotandose por multiples actividades que se
desarrollan y ante ello la acuicultura surge como una actividad de gran interés
por que ayuda a minimizar el impacto hacia los peces?!. En la actividad
acuicola uno de los procesos mas importantes que se desarrolla es la
reproduccion inducida y alcanzar ello garantiza obtener importantes y
constantes volimenes de produccion?. Por décadas se ha venido estudiando
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la reproduccion inducida y en el paso de los afios hasta la actualidad la técnica
se fue perfeccionando alcanzando importantes avances de protocolos de
induccion hormonal con especies como Colossoma macropomum, Piaractus
brachypomus, Pseudoplatystoma fasciatun y Brycon amazonicus en
diferentes paises de Sudamérica. En este capitulo conoceremos aspectos

generales relacionados a la inducciéon hormonal en peces.

2.2.4. El ambiente y el proceso reproductivo

La reproduccién de peces esta controlada por diversos factores como:
ambientales, sociales, neurales, endocrinos y nutricionales. En las regiones
tropicales la reproduccion de los peces esta ligado a la estacion de las lluvias
donde al parecer la temperatura juega un papel importante en el desarrollo
gonadal®?. El fotoperiodo y las lluvias alteran el nivel de las aguas de los rios,
facilitando el desplazamiento migratorio de los reproductores de este modo en
las regiones tropicales la estacion de lluvia es determinante para el inicio de
la maduracion reproductiva de los peces como fue demostrado en especies
como Semaprochilodus insignis, Semaprochilodus taeniurus, Colossoma

macropomum y Brycon sp?3.

2.2.5. Reproduccion en cautiverio

Los peces de interés en la acuicultura sufren una especie de disfuncion
reproductiva este trastorno resulta probablemente del estrés inducido en
cautiverio®, y a esto se suma la falta de estimulos ambientales para poder
alcanzar la maduracion final de los ovocitos, ovulacion y desove. Este
fendmeno que ocurre a los peces en cautiverio hace que la hipofisis no libere
gonadotropinas (GtH siendo esta hormona la encargada de desencadenar el
desove y la espermiaciont. Consecuentemente ante este problema
mencionado se hace necesario la induccion hormonal como Unica alternativa

para obtener alevinos en beneficio de la actividad acuicola.



2.2.6. Bases hormonales de la reproduccién de peces

Los factores endocrinos son los principales agentes que actian en el
desarrollo gonadal de los peces a pesar de la influencia de los factores
ambientales. El sistema endocrino de los peces esta relacionado al sistema
nervioso Yy juntos trabajan coordinando el proceso reproductivo. La recepcion
de estimulos ambientales y de hormonas sintéticas por los receptores
sensoriales desencadena una lluvia de eventos en un eje que envuelve
organos como el hipotalamo, la pituitaria y las gonadas a través de la

liberacién de hormonas principalmente esteroides?.

2.2.7. Gonadotropinas en peces

En estudios han demostrado la evidencia de que los peces elaboran dos tipos
distintos de hormonas gonadotropicas. La accién ovulatoria se adscribe
Unicamente a una de ellas cuyo contenido de glucoproteina es alto®®. Y la otra
tiene glucoproteina bajo y se cree que actlla en la Vitelogénesis?® 27, Al
comprobarse la existencia de estas hormonas en los peces condujo
posteriormente al desarrollo de protocolos de induccion hormonal para inducir

la reproduccién en cautiverio y dar inicio a la técnica de hipofizacién?8.

2.2.8. Hipofizaciéon

Consiste en el uso de la hipdfisis o glandula pituitaria en extractos con la
finalidad de inducir la maduracion final, ovulacion y desove de los peces. Al
inicio las glandulas eran recolectadas en cualquier época del afio de peces
adultos de diferentes sexos; mas tarde, se descubrio que pituitarias extraidas
durante la época de desove natural eran mas efectivas por que contenian
mayor cantidad de hormonas gonadotropinas principalmente la hormona
luteinizante?®. La conservacion de la hipéfisis de peces consiste en almacenar
en acetona y cambiarlos cada ocho horas por un tiempo de 24 horas para su
deshidratacion seguidamente son triturados en suero fisiologico e
inmediatamente se procede a inyectar al pez de interés recomendandose para
peces tropicales una dosis de 55 a 5,75 mg/kg del peso corporal
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administradas con un intervalo de 12 horas y con dos inyecciones, destacando
la hipdfisis de carpa la que mayor uso ha dado en la reproduccion inducida de

peces.

2.2.9. Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y analogos
(GnRHL)

Los métodos modernos de induccion hormonal se han centrado en el uso de
hormonas liberadoras de gonadotrofinas (GnRH), que realizan el control de la
glandula pituitaria en su produccion de gonadotrofinas (LH y FSH o GtH-l y
GtH-II) 30:31, Con el uso de analogos sintéticos (LH-RHa y GnRHa) que segun
investigaciones dieron resultados positivos en la ovulacion se empez6 a tomar
interés y masificar su uso®, probando su uso en numerosas especies como
como la carpa3®?; salménidos®* 3. Una inyeccion de GnRH produce un
incremento en los niveles plasméaticos de GtH en muchos peces, pero por un
tiempo corto. La corta vida de las GnRH es por la accion de endopeptidasas

que se encuentran en la hipdfisis, higado y rifion3®.
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1.3. Definicion de términos basicos

Reproduccién inducida: es el conjunto de técnicas o métodos que

sustituyen a los procesos naturales de reproduccion?.

Induccién hormonal: uso de una hormona sintética con la finalidad de

estimular la ovulacion o espermiacion?.

Hipofisacidon: Inyeccion de extractos de hipofisis o pituitaria a peces de

interés en la acuicultura?.

Dosificacion: Es la cantidad de sustancia a utilizar que dependera del origen

del producto y del peso de animal fundamentalmente?.

Biopsia ovarica: Es la extraccion de algun tejido en este caso ovocitos
introduciendo una canula por el conducto ovopositor de las hembras para

observa la posicion del ntcleo de los ovocitos?.

Desove: Es la accion y efecto de liberar ovocitos o esperma en gran parte de

los peces que presentan fecundacion externa?.

Madurez: Es la fase final del proceso de maduracion donde el pez alcanza la

capacidad de poder reproducirse?.

Espermiacion: liberacion de espermatozoides al exterior?.

Ovulacioén: Es un proceso reproductivo comienza con la ruptura folicular y la

expulsién del oocito?.

Fecundacién: Es el proceso sexual que consiste en la union de los productos

gonadales es decir 6vulos y espermatozoides?.
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Vitelogénesis: Este proceso se caracteriza por el crecimiento del oocito y
esto se debe por la presencia de material nutritivo es decir vitelo en el interior

del ooplasma?.

Incubacion: Este proceso exclusivo de peces ocurre en incubadoras de fibra
de vidrio de forma cénica que tiene flujo vertical y que permite controlar los
parametros ambientales que permiten que los huevos fecundados completan
todo su desarrollo embrionario hasta la eclosion y finalmente se convierten

en larvas®’.

Glandula: érgano encargado de producir y liberar sustancias necesarias para

el vital funcionamiento del organismo?.

Hormona: es una sustancia quimica producida por alguna parte del cuerpo y

cuyo objetivo es regular la funcién de un determinado 6rgano?.

Pituitaria o hipofisis: Es una glandula endocrina y compleja situado en la
base del craneo controla la actividad de otras glandulas, regula las funciones
del organismo como el desarrollo y la actividad sexual?.

Gonadotropinas: Son distintas hormonas secretadas por la hipdfisis que
intervienen directamente en la reproducciéon, haciendo que se elabore y

segregue la hormona luteinizante y la hormona foliculoestimulante?.

Hormona luteinizante (LH): es una hormona gonadotrdpica producida por la
hipofisis o glandula pituitaria actuando en el caso de los machos regulando la
secrecion de testosterona y en las hembras la secrecion de progesterona

controlando la maduracion de los foliculos?.

Hormona foliculoestimulante (FSH): hormona gonadotrépica producida por
la hipdfisis. En las hembras produce la maduracion de los ovocitos y en los
machos la produccién de espermatozoides esta hormona junto a la hormona

luteinizante trabajan sinérgicamente en los procesos reproductivos?.
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CAPITULO II: VARIABLES E HIPOTESIS

2.1. Variables y su operacionalizacion

Unidad de investigacion: Brycon amazonicus
Variables:
Variables independientes

Tratamientos con extractos de pituitaria de paiche, para la reproduccion

inducida de séabalo cola roja, B. amazonicus:
En hembras: ovulacion

= T1: 3,0 mg/kg
= T1: 4,0 mg/kg
= T1:5,5mg/kg

En machos: Espermiacion

= T1:0,5mg/kg
= T1:1,0 mg/kg
= T1:1,5mg/kg

Variables dependientes:

Esta directamente relacionado con el efecto que produce los diferentes
tratamientos de extracto de pituitaria de paiche en la reproduccién de B.

amazonicus, sabalo cola roja en los siguientes parametros

= Diametro de los ovocitos

» Fecundidad relativa

» Tasa de fecundacion

» Tasa de eclosién

= Volumen seminal

= Concentracion espermatica

» Espermatocrito
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Definicion conceptual

Con respecto a la variable independiente se utilizé tres tratamientos diferentes
del extracto de pituitaria de paiche en la reproduccién inducida de B.
amazonicus y con respecto a las variables dependientes estos fueron
producto del efecto de estas dosis de extracto de pituitaria de paiche durante

la incubacién de los huevos y sobre la calidad espermatica de B. amazonicus
Definicion operacional:

Utilizamos diferentes dosis de extracto de pituitaria de paiche para asi conocer
el efecto en la reproduccién inducida de sabalo cola roja en la ovulacion y
espermiacion ademas se evaluo el diametro de los ovocitos, la tasa de
fecundacion y eclosién durante el proceso de incubacién de los ovocitos
fecundados y por ultimo se estudié la calidad espermatica conociendo el
volumen seminal, el espermatocrito y concentracion espermatica por efecto

de las diferentes dosis de extracto de pituitaria de paiche.
Indicador:

Para la variable independiente los indicadores fueron presencia y ausencia. Y
para las variables dependientes fue la tasa de fecundacién, fecundacion
eclosioén, espermatocrito en porcentaje (%), liquido seminal en volumen (ml) y

diametro de los ovocitos en milimetro (mm).
Instrumento:

Fueron los cuadernos de apuntes, ademas de fichas para ensayos

reproductivos propias del lugar donde se desarroll6 la investigacion
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2.2.

Formulacion de la hipotesis

El extracto pituitario de paiche (EPP) influye positivamente en la

reproduccion inducida de Brycon amazonicus “sabalo cola roja”.

El extracto pituitario de paiche (EPP) no influye positivamente en la

reproduccion inducida de Brycon amazonicus “sabalo cola roja”
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CAPITULO IlIl. METODOLOGIA
3.1. Tipoy disefio de lainvestigacion
3.1.1. Tipo de investigacion

La investigacion es tipo experimental, se utilizd un disefio completamente al
azar que consto con tres tratamientos experimentales en diferentes
concentraciones de extracto pituitario de paiche y su efecto en la ovulacion y

espermiacion de Brycon amazonicus “sabalo cola roja”.

3.1.2. Disefo de la investigacién

Unidades experimentales

Dentro de las instalaciones del laboratorio de reproduccién inducida de peces
del CIFAB, se utilizé 06 tanques rectangulares de cemento revestidas de
mayolica color blanco con dimensiones de 0,75 x 0,7 x 0,9 m y volumen de
500 litros (llustracion 1), donde se coloco las parejas de reproductores de B.
amazonicus para realizar los ensayos reproductivos utilizando el extracto de

pituitaria de paiche con tres tratamientos y tres repeticiones.

llustracion 1. Unidades experimentales (tanques de mayodlica)
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Disefio estadistico

Para esta investigacion se utilizd un disefio experimental al azar, con tres
tratamientos: T1=extracto de pituitaria de paiche, administrado en dosis de:
3,0 mg/kg en hembras y 0,5 mg/kg en machos; T2=extracto de pituitaria de
paiche, administrado en dosis de: 4,0 mg/kg en hembras y 1,0 mg/kg en
machos y T3= extracto de pituitaria de paiche, administrado en dosis de: 5,5
mg/kg en hembras y 1,5 mg/kg en machos. A esto se suma tres replicas por

cada tratamiento, en un esquema factorial de 3x3 (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos utilizados en la presente investigacion

Hembras Machos

Tratamien - Dosis hormonal Interva
to con repeticiones o
EPP lra 2da 1ra 2da
Hembra Macho
3.0 0.5
T1 Ti1R1 TI1R2 T1R3 10% 90% 50% 50% 12h
mg/kg  mag/kg
T2 T2R1 T2R2 T2R3 4.0 1.0 10% 90% 50% 50% 12h
mi/kg ml/kg
T3 T3R1L T3R2 T3R3  °° L5 " 100 90% 50% 50% 12h
mi/kg mi/kg

Tiempo del estudio
El periodo de duracion de los ensayos experimentales fue de 100 dias, los
resultados que se obtuvieron nos permitié llegar a los objetivos planteados en

el presente estudio.

3.2. Poblacién y muestra

Para los ensayos reproductivos se utiliz6 54 peces de la especie B.
amazonicus “sabalo cola roja”, que conformaron 27 parejas (9 parejas por
cada tratamiento experimental) pertenecientes a una poblacion de 120
individuos las cuales se encontraron en el estanque N° 11 del Centro de
Investigaciones Fernando Alcantara Bocanegra (CIFAB), las cuales ya se

encuentran adaptados a los trabajos de piscicultura (llustracién 2).

18



llustracion 2. a. muestreo de reproductores de sabalo b. transporte de reproductores de

Brycon amazonicus.

3.2.1. Area de estudio

La investigacion se desarroll6 en las instalaciones del Centro Investigaciones
Fernando Alcantara Bocanegra (CIFAB) perteneciente a la Direccion de
Investigacion en Ecosistemas Acuaticos Amazénicos (AQUAREC) del
Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (IIAP). Situado al margen
derecho del Kilometro 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. (llustraciéon 3), Imagen
Satelital cortesia de Google Earth ver. 6.1.0.5001.

llustracion 3. El circulo de amarillo muestra el lugar donde se desarrollé el experimento
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3.3. Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

Obtencion de la glandula pituitaria de Paiche

La glandula pituitaria de paiche utilizado en esta investigacion fue obtenida de
reproductores de paiche mayores de 160 centimetros de longitud total. Se
colectaron en la quebrada Yarina de la Reserva Nacional Pacaya Samiria en
marco del programa de manejo pesquero de la especie Arapaima gigas
durante el mes de julio-setiembre del afio 2019. La extraccion de la hipofisis o
glandula pituitaria se llevé a cabo de acuerdo al manual publicado por el IIAP
y el informe técnico sobre propagacion artificail elaborado por Woynarovich 37:
38, Al momento de la extraccion de la glandula in situ se colecto las glandulas
de peces que presentaban génadas en avanzado estado de madurez sexual
- estadio Ill, IV y V*, con la finalidad de alcanzar alta concentracion de

hormonas (llustracion 4).

llustracién 4. a. ovas de Arapaima gigas “paiche” b. testiculo de Arapima gigas

Técnica de extraccion y conservacion de las pituitarias de paiche

Luego de haber sacrificado ejemplares de paiche, localizado y extraido la
pituitaria de paiche procedimos a su deshidratacién sumergiéndola en acetona
pura por 48 horas cambiandole el liquido a las 8, 12 y 24 horas (llustracién 5).
Para su almacenamiento definitivo se dejé secar con una toalla de papel y se
guardo las glandulas secas en frascos de vidrio para su conservacion final. Es
importante mencionar que todo el proceso de extraccion y conservacion de
las pituitarias de paiche estan en base al manual publicado por el instituto de

Investigaciones de la Amazonia peruana 38,
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llustracién 5. a. extraccion de la pituitaria de paiche b. glandula pituitaria de paiche.

Seleccién de reproductores de sédbalo colaroja

Se selecciond 27 reproductores hembras que presentaron el vientre abultado
y la papila rojiza y esto se complemento realizando biopsia ovarica a través
de una canula para obtener una muestra de ovocitos los cuales fueron
sumergidos en solucién serra y con la ayuda de un microscopio se observo a
posicion del nucleo seleccionando solo aquellos que tuvieron el mayor
porcentaje de nilcleo en migracion?®. En los tres ensayos realizados en el
mes de noviembre se tiene que mas del 30% de los ovocitos tenian ndcleo en

migracion.
Y en el caso de los machos fueron seleccionados 27 reproductores que

emitieron esperma al leve contacto en el abdomen, estos presentaban liquido

seminal viscoso de color blanco y de aspecto lechoso (llustracion 6).
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llustracién 6. a. macho de Brycon amazonicus con esperma y b. hembra de Brycon

amazonicus gravida.

Biometria de los reproductores de Brycon amazonicus.

Se utilizaron reproductores de B. amazonicus “sabalo cola roja” de cuatro
afnos de edad los machos pesaron en promedio 1.94 + 0.24 kg, y las hembras
2.28 + 0.38 kg. La longitud en el caso de los machos fueron 50.78 + 2.22 cm
y las hembras 49.32 + 11.39 cm (Tabla 2).

Tabla 2. Biometria en reproductores de Brycon amazonicus “sabalo cola roja”.

MACHOS HEMBRAS
valores Longitud Longitud
Peso (kg) (cm) Peso (kg) (cm)
valor promedio 1.94 50.78 2.28 49.32
desviacion estandar 0.24 2.22 0.38 11.39
valor minimo 1.38 47 1.92 0.78
valor maximo 2.54 57 3.32 57

Desempefio reproductivo en hembras

Registro de Horas/grado

Al finalizar las inducciones es decir la primera y segunda dosis se comenzo a
registrar la temperatura cada hora con la finalidad de estimar las horas/grado

o el “tiempo de latencia” (llustracion 7).
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llustracién 7. Registro de horas grado

indice de ovulacion

Se calculé dividiendo el total de hembras que ovulan entre el nimero total de

hembras tratadas*!.

indice de ovulacion = total de hembras ovuladas/total de hembras tratadas.

Fecundidad

Para determinar la fecundidad total o absoluta primero pesamos la cantidad
de ovocitos desovados, seguidamente cogimos una muestra de
aproximadamente 1 gramo Yy fijamos en formol al 5% e hicimos su conteo en
laboratorio. Para encontrar la fecundidad de cada hembra tratada se uso la
formula de*?:

F=nxGlg
Donde:
F = Fecundidad (numero de ovocitos desovados por hembra)
n = Numero de ovocitos en la submuestra
G= Peso (g) de los ovocitos desovados por hembra

g = Peso (g) de la submuestra

Fecundacién

Durante este proceso estuvimos atentos a los indicios de desove una vez
identificado levantamos a la hembra y con las manos ejercimos una leve

presion en la cavidad abdominal recibiendo los ovocitos en un recipiente de
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plastico y pesando el total de ovocitos desovados. En el caso de los machos
también ejercimos una presion leve con las manos para obtener el esperma
cuidando de no contaminar la muestra con algun tipo de liquido durante el
proceso. Finalmente se mezcld los productos sexuales en seco con la ayuda
de una pluma cerca de 1 min aproximadamente, una vez finalizado la mezcla

se adiciono agua con la finalidad de alcanzar la fecundacion.

Incubacion de huevos de Brycon amazonicus

Para esta fase que permiti6 el desarrollo embrionario de B. amazonicus se
uso incubadoras tipo Woynarovich de forma conica y cuyo material es de fibra
de vidrio con flujo vertical de 40 litros de capacidad, cada incubadora tuvo
aireacion permanente y un flujo ascendente de agua (llustracién 8). Por otra
parte, para calcular el numero de huevos incubados se empled el método
volumétrico que consistio en medir 10 ml de agua en una probeta graduada
de 30 ml y por desplazamiento del volumen de agua se estimo6 el niamero

promedio de huevos hidratados en 10 ml realizando como minimo 3 réplicas*3.

llustracién 8. a. incubadoras de flujo vertical (Woynarovich) y b. proceso de incubacion de

huevos fecundados de Brycon amazonicus.

Determinacion de la tasa de eclosidon de los huevos de Brycon
amazonicus

La tasa de eclosion (%) se calculd relacionando el nimero de larvas viables

de muestras con el total de 6vulos no eclosionados#4.
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El nimero de larvas obtenidas se estimé por medio del método volumétrico
con la siguiente ecuacion:
N = VZnilk
Ddnde:
V = volumen del agua con larvas;
ni = es el numero de larvas en la muestra;
k = es el nUmero de muestras y

N = nGmero total de larvas

Desempefio reproductivo en machos

Espermiacion en Brycon amazonicus con EPP

La espermiacion fue calculado en términos de porcentaje de acuerdo al
namero de machos que evacuaron es decir que emitieron esperma en
respuesta a diferentes dosis de extracto de pituitaria de paiche multiplicado

por 100 y dividido por el nUmero total de machos tratados.

Porcentaje de espermiacion = total de machos evacuados x 100/total de
machos tratados.

Evaluacion de la calidad espermatica en Brycon amazonicus con EPP

Después de aplicada la hormona extracto de pituitaria de paiche en machos
seleccionados de la especie B. amazonicus se procedio a ejercer una simple
presion en la cavidad abdominal para obtener el semen que procedimos a
estudiar la calidad del esperma a través de las siguientes variables

espermaticas (llustracion 9).
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llustracién 9. a. evaluacion del esperma en microscopio y b. muestra de esperma utilizado

para conteo de espermatozoides

Volumen:

El semen obtenido de los machos se midi6é directamente dentro de un tubo
aforado milimetrado y esto sirvié para calcular la cantidad el nUmero total de
espermatozoides presentes en la muestra de cada macho tratado (llustracion
10).

llustracién 10. a. muestra de semen de Brycon amazonicus y b. colecta de esperma de

Brycon amazonicus con tubo milimetrado.

Color:

Esta caracteristica nos permitié conocer indirectamente la concentracion

espermatica del semen de los peces.

La concentracidon espermatica

Es el numero de espermatozoides por unidad de volumen expresado en

millones de espermatozoides por yL o por ml. Para hacer los calculos
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utilizamos una camara de Neubauer lo cual ha sido utilizado con éxito en
animales domésticos*® y en peces?t. El proceso constituyo en diluir el semen
a través de micropipetas y luego se coloca una gota en la camara Neubauer,
se sigue con el recuento individual de los espermatozoides localizados en
cinco (0,2 mm2) de los 25 subcuadros del cuadro central (1,0 mm2), Una vez
contados los espermatozoides, la concentracion espermatica se calculd

usando la siguiente formula:

CE=n/(AxPxD)
Donde:
CE = concentracién espermatica (numero de espermatozoides.juL-1)
n = numero promedio de espermatozoides contados en los cinco subcuadros
de las dos cuadriculas.
A = area de la cAmara de Neubauer contada (generalmente 0.2 mmz2)
P = profundidad de la camara (0,1 mm)
D = dilucion del semen (por ejemplo 1/1200, en Brycon)

Espermatocrito:

Es la relacion entre el volumen de las células empacadas y el volumen total
de la columna de semen centrifugado multiplicado por 100 y expresado en

porcentajes®’.

Movilidad espermatica:

Los espermatozoides de los peces son inmdviles y solo se activan en pleno
contacto con algin material acuoso y en el caso de la reproduccién inducida
se suele utilizar agua destilada para determinar el tiempo de activacion. A la
muestra de semen se coloca una gota de agua y se cronometroé el tiempo que

permanecen en movimiento.

Monitoreo de la calidad de agua en la incubacion

Durante los ensayos reproductivos, registramos la temperatura (°C), el pH,
conductividad eléctrica, solidos totales disueltos y oxigeno disuelto (mg/l) con

un Multiparametro HANNA HI 9829. También se registré el amonio, del agua
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con un AQ-2 de Kit LaMotte. Con una frecuencia de registro de datos al inicio,
durante y al finalizar el proceso de incubaciéon de los 6vulos de Brycon

amazonicus.

3.4. Técnicas de procesamientos y analisis de los datos

La informacién que se obtuvo durante los ensayos reproductivos con el uso
de pituitaria de Paiche en la ovulacion y espermiacion nos sirvié para realizar
un andlisis de varianza (ANOVA), utilizando el programa estadistico
SigmaPlot® version 11,0 y se empled la prueba de post andlisis o Prueba de
Tuckey donde se encontro diferencias significativas. El criterio de significancia
fue de p<0,05, y se verifico previamente la normalidad (Test de Shapiro-Wilk).

3.5. Aspectos éticos

La informacién que se generd en este estudio es confidencial, respetando
estrictamente los aspectos éticos universales e institucionales concerniente a
las referencias bibliogréficas y derechos de autoria y finalmente durante los
ensayos reproductivos es decir la manipulacién de los ejemplares de B.
amazonicus, sabalo cola roja no eran sometidos a malos manejos que atente

contra la vida de los ejemplares.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. indice de Ovulacion.

En el gréfico 1, al inducir a hembras de Brycon amazonicus tres diferentes
dosis de extracto de pituitaria de Paiche (EPP), se obtuvo los siguientes
porcentajes de respuesta hormonal en el desove: T1: 77.73 %, T2: 88.87 % y
T3: 33.30 %. Al realizar el analisis de varianza (ANOVA), se determind que si
existen diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05), fijando el T1

y T2 son iguales y el T3 es diferente a ellos.

Gréfico 1. Porcentaje de respuesta hormonal en hembras de Brycon amazonicus, con tres

diferentes dosis de hipdfisis de Paiche.
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4.2. Tasade eclosion

Respecto a la variable tasa de eclosion al utilizar tres diferentes dosis de EPP
en la induccién de Brycon amazonicus obtuvimos los siguientes resultados:
T1 (3.0 mg/kg): 20.34 %, T2 (4.0 mg/kg): 40.21 % y T3 (5.5 mg/kg) 3.50 %.
Segun el andlisis de varianza, encontramos diferencias significativas entre los

tratamientos (p<0.05), siendo el T2 el mejor (Gréfico 2).

Gréfico 2. Tasa de eclosién en hembras de Brycon amazonicus, con tres diferentes dosis de
hip&fisis de paiche.
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4.1. Grados-horas en lareproduccion de Brycon amazonicus.

Los resultados muestran que en promedio las horas grado en la reproduccion
de Brycon amazonicus producto de las tres diferentes dosis del extracto de
hipdfisis de paiche, son 204.91, 202.21 y 200.35, para los tratamientos T1 (3.0
mg/kg), T2 (4.0 mg/kg) y T3: 5.5 mg/kg, respectivamente, es decir el desove
ocurrié entre las 5 horas y 6 horas después de la segunda dosis de induccion
hormonal (Gréfico 3).

Grafico 3. Grados horas en la reproduccion de Brycon amazonicus, con tres diferentes dosis

de hipdfisis de paiche
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4.2.1. Desempefio reproductivo en hembras de Brycon amazonicus con
EPP.

En la tabla 3, se observa el desempefo reproductivo de 8 hembras que
alcanzaron la eclosion final. El desove ocurre en promedio a las 5.4 horas, el
peso promedio del desove es 189.5 g y esto representa el 9.0% del peso total
de la especie Brycon amazonicus. La fecundidad absoluta en promedio es

230,181 ovocitos y el numero de 6vulos por gramo fue de 1267.2.
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Tabla 3. Desempefio reproductivo de Brycon amazonicus inducidos con EPP.

., N°
Peso de Peso REEin promedio N° total de
Hora de peso del o
N las del de ovécitos larvas/mad
A desove desovey p
hembra desove 6vulos/l desovado re
(h) peso total
s (9) (9) 5 g.de =
(%)
desove
1 2160 5.05 290 13.4 1129.38 327520 70274
2 2430 5.31 149 6.1 1583.17 235892 60450
3 1940 5.46 178 9.2 1194.12 212553 41208
4 2225 5.42 212 9.5 854.28 181048 19030
5 1920 5.55 228 11.9 1173.57 267573 101459
6 2120 5.01 189 8.9 891.79 168548 88665
7 2065 6 140 6.8 1786 250040 55215
8 2010 5.65 130 6.5 1525.2 198276 50235
x 2108.8 5.4 189.5 9 1267.2 230181 60817

4.3. Espermiacion en Brycon amazonicus con EPP

Al inducir a reproductores machos de Brycon amazonicus tres diferentes
dosis de extracto de pituitaria de Paiche (EPP), obtuvimos los siguientes
porcentajes de respuesta hormonal (espermiacion): T1 (0.5 mg/kg): 88.87 %,
T2 (1.0 mg/kg): 77.73 % y T3 (1.5 mg/kg) 88.87 % (Grafico 4). Al realizar el
analisis de varianza (ANOVA), determinamos que no existen diferencias

significativas entre los tratamientos (p>0.05).

Graéfico 4. Porcentaje de respuesta hormonal en machos de Brycon amazonicus, con tres

diferentes dosis de pituitaria de paiche.
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Normalmente el esperma tuvo una coloracion blanco marfil. EI tiempo que

permanecen en movimiento para nuestro estudio fue de 43.3 segundos.
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Respecto a la variable volumen seminal producto de la induccion con
hipdfisis de paiche a Brycon amazonicus, se obtuvo diferentes volumenes. Al
realizar el andlisis de varianza, se determiné que si muestran diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05). Comprobandose que el T1 con
la dosis de 0.5 mg/kg de EPP obtuvo menor volumen (6.17 £ 0.76 ml) y es
diferente a las demas dosis (tratamientos) que mostraron mayor volumen
(Grafico 5).

Gréfico 5. Volumen seminal en Brycon amazonicus, con tres diferentes dosis de pituitaria de

Paiche.
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Referente a la variable concentracién espermatica obtuvimos los siguientes
valores promedios T1 (0.5 mg/kg): 10.73 + 1.83 T2 (1.0 mg/kg): 6.69 £ 1.29 y
T3 (1.5 mg/kg): 7.03 + 0.34 (Grafico 6), segun el ANOVA aplicado
comprobamos que si existen diferencias significativas siendo el T1 diferente a

los demés tratamientos (p<0.05).

Gréfico 6. Concentracién espermatica en Brycon amazonicus, con tres diferentes dosis de

pituitaria de Paiche.
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En el Grafico 7, se analizo el
espermatocrito donde se obtuvo los siguientes valores medios: T1 con 11.73
+£0.31%, T2: con 8.20£1.39 % y T3: 7.10 £ 1.65 % y haciendo el ANOVA se

determindé que si existen diferencias significativas entre los tratamientos,

ultimo parametro conocido como

donde el T2 y T3 soniguales y el T1 es diferente a ellos (p<0.05).

Grafico 7. Valores promedios de espermatocrito en Brycon amazonicus, con tres diferentes

dosis de pituitaria de Paiche.
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4.3.1. Pardmetros fisicos quimicos del agua durante la incubacion de
huevos de Brycon amazonicus

En latabla 4, se muestran los valores promedios de los principales parametros
fisicos y quimicos del agua registrados cada 3 horas post fecundacién (hpf)
durante la incubacion de la especie Brycon amazonicus. Solo el amonio fue

medido al inicio registrando 0.0 mg/L y al final 0.09 mg/L.

Tabla 4. Valores promedios de los parametros fisicos y quimicos en la

incubacion de Brycon amazonicus.

o Solidos .
Conductividad oxigeno
Temperatura H Eléctrica (uS/ Totales disuelto
del agua (°C) P em) H Disueltos >\
(mg/L) J
O hpf 27.41+0.16 7.17 £0.41 74.8 £55.4 37.00+£3.08 7.75%0.80
3hpf 27.38+0.10 7.27 £0.08 70.6 £ 2.07 35.40+x0.89 7.53x0.80
6 hpf 27.31+0.11 7.36 £0.10 70.2£0.48 35.20+x045 7.73+0.87
9 hpf 27.31+0.02 7.30 £ 0.03 69.67 = 0.58 34.67+0.58 7.93+1.23
12 hpf 27.29 +0.02 7.30 £ 0.05 69. 33+ 1.15 34.670.59 7.68£0.39
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4.4.

Protocolo de aplicacion de la hipofisis o pituitaria de paiche en la
reproduccion inducida de Brycon amazonicus

A. PREPRACION DE LA PITUITARIA O HIPOFISIS DEL PAICHE.

Los extractos de pituitaria o hipofisis de paiche debidamente
conservadas son retirados y colocados en un desecador por un maximo
de dos dias para la absorcion de humedad (llustracién 11 ay 11b).
Realizar la trituracion de las hipdfisis o pituitarias de paiche con un
mortero y pilén hasta dejarlo en particulas muy finas. (llustracion 11c y
11d).

Luego estos extractos de la hormona son pesados en balanza analitica
de acuerdo al peso de los reproductores de sabalo y colocados en papel

canson y rotulados (llustracion 9e y 9f).

B. PROCESO DE INYECCION DEL EPP EN REPRODUCTORES DE

Brycon amazonicus “sabalo cola roja”

Se recomienda utilizar segun nuestro resultados las de 4 mg/kg de peso
corporal en hembras y 0.5 mg de peso corporal en machos de Brycon
amazonicus.

Seguidamente la dosis de la hormona pituitaria de paiche es colocado
en un recipiente de plastico de 2 ml (llustracion 9g).

Agregamos 1.5 ml de suero fisioldgico dentro del recipiente y agitamos
por un minuto (llustracion 99).

Luego con una jeringa de 3 ml absorbemos toda, la mezcla quedando
listo para ser utilizado en las inducciones (llustracién 9h).

Finalmente inyectamos la hormona pituitaria de paiche en la zona

intraperitoneal o muscular (llustracion 9iy 9j).
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llustracion 11. Procesos de aplicacion de la hormona pituitaria de paiche en la reproduccion

inducida de Brycon amazonicus (a-j).
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CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

5.1. Tratamientos hormonales con extracto de pituitaria de paiche (EPP)

Los mejores indices de ovulacion (88.7%) y tasa de eclosion (40.21%) se
obtuvieron con la dosis de 4 mg/kg de extracto de pituitaria de paiche (EPP)
en la reproduccion inducida de Brycon amazonicus que corresponde al
tratamiento 2. En el caso de los reproductores machos de B. amazonicus la
dosis mejor en la espermiacion y calidad espermatica fue de 0.5 mg/kg de
EPP que corresponde al tratamiento 1. Estos efectos positivos obtenidos se
deben probablemente a que las dosis utilizadas tanto en hembras como en
machos han tenido la concentracion necesaria de hormonas gonadotropinas
y dentro de ella destaca la hormona Luteinizante (LH) presente en la pituitaria
de paiche que desencadenaron una serie de procesos fisiolégicos a nivel eje
cerebro-hipotalamo-génadas?, haciendo que como producto final se obtenga

el desove y la espermiacion en la especie B. amazonicus con EPP.

Este estudio se convierte en la primera investigacion en probar su eficacia, ya
que habiendo realizado una busqueda exhaustiva en las diferentes fuentes
cientificas no hemos encontrado trabajo similar donde utilicen pituitaria de
paiche con la especie B. amazonicus “sabalo cola roja” objeto de estudio y
tampoco en otras especies amazobnicas utilizadas ampliamente en la
reproduccion inducida como es: Colossoma macropomum “gamitana’,
Piaractus brachypomus “paco”, Prochilodus nigricans “boquichico” y
Pseudoplatystoma punctifer “doncella”. Sin embargo hemos encontrado
investigaciones que utilizan la hipdfisis o pituitaria de otras especies
amazonicas tal es el caso que en el afio 2010 probaron la eficiencia hormonal
de la hipdfisis de Prochilodus mariae como agente inductor sustitutorio en la
reproduccion inducida de la misma especie, los resultados del experimento
fueron positivos con 58.3% en inducir el desove de Prochilodus mariae 1°. En
otro estudio en el mismo afio 2010 utilizaron como inductor hormonal el
extracto de pituitaria de Geophagus proximus “bujurqui” en la reproduccion
inducida de Piaractus mesopotamicus, donde obtuvieron resultados positivos

donde el 16.7% de las hembras tratadas alcanzaron la ovulacion final'l. Y en
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nuestra region Loreto especificamente la ciudad de lquitos solo se hizo un
estudio el afio 2014 donde utilizaron como inductor hormonal los extractos de
las pituitarias de Anodus elongatus “Yulilla®, Prochilodus nigricans
“Boquichico”, y Potamorhina latior “Yahuarachi”, a reproductores de Piaractus
brachypomus “Paco”, al final de todo el experimento las dosis utilizadas de 2.5
mg/Kg y 5.0 mg/Kg no tuvo efecto positivo en el desove final de hembras

gravidas de Piaractus brachypomus °.

Por otro lado existen varios estudios donde utilizaron la hormona de amplio
uso en la reproduccién artificial de peces y sobre todo amazédnicas y que no
utiliza la pituitaria de una especie amazonica si no una especie originaria de
europa occidental como es la hipdfisis de carpa. En ese sentido en un estudio
de induccién hormonal con la especie Brycon cephalus todas las hembras
llegaron a desovar u ovular (100%), con la hormona pituitaria de carpa en la
dosis de 5.5 mg/kg ademas obtuvieron una tasa de eclosién de 53.39% vy
fecundidad relativa de 1497.60 6vulos/g 2. En el afio 2018 con la misma
especie otro autor obtuvo una ovulacion del 66.6% de las hembras tratadas y
una tasa de eclosién en promedio de 81.38% y una fecundidad relativa de
1,273 £ 29 évulos/g ’. Y en un estudio realizado en Colombia con la hormona
extracto de pituitaria de carpa (EPC) en la especie Brycon amazonicus donde
el 83.3% de las hembras inducidas desovaron y obtuvieron una tasa de

eclosion del 51% y fecundidad relativa de 1468.6 + 34.3 6vulos/g *°.

Es importante mencionar que los mejores resultados en la reproduccién
artificial de peces amazonicos se han conseguido con hipofisis de peces
siendo el proceso conocido como Hipofizacion ampliamente usado en la
reproduccion artificial de peces en la regién neotropical % 3 3, En este estudio
resaltamos una vez mas los buenos resultados obtenidos con la hipofisis o
pituitaria de paiche, ademas que es una especie nativa de la zona y no se
tendria que importar como pasa con el extracto de pituitaria de carpa (EPC)

gue tiene un alto costo en el mercado.

Respecto a la dosis menor de 3 mg/kg de EPP que corresponde al tratamiento

1 de nuestro estudio las hembras alcanzaron el desove, es decir hubo una
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respuesta positiva pero la tasa de eclosion fue de 20.34% es decir bajo en
comparacion a los demas tratamientos quizas esto se deba a que la dosis de
concentracion de la pituitaria de paiche no fue lo suficiente 3”38, y esto se
puede corroborar con lo utilizado el aflo 2014 con la dosis menor de 2.5 mg/Kg
las hembras tratadas con pituitarias de Anodus elongatus “yulilla”,
Prochilodus nigricans “boquichico”, y Potamorhina latior “Yahuarachi”, a
reproductores de Piaractus brachypomus “paco”, las hembras no desovaron
sin embargo, se pudo notar signos de dilatacion de la parte ventral del pez,
ademas de la migracién del nicleo®. Y con la dosis mayor de 5.5 mg/kg de
EPP que pertenece al tratamiento 3 utilizado en nuestro estudio, algunas
hembras prolapsarony la tasa de eclosion fue de 2.34%, corroborando estos
resultados tenemos que en un estudio realizado en el afio 2010 con su dosis
mayor de 5.0 mg/Kg de las pituitarias de las especies amazonicas: de Anodus
elongatus “yulilla”, Prochilodus nigricans “boquichico”, y Potamorhina latior
‘yahuarachi”, a reproductores de Piaractus brachypomus “paco”, no llegaron
a desovar observandose al final prolapso posiblemente por la sobredosis de
hormona wusado, ademas observaron endurecimiento abdominal no

respondiendo favorablemente a sus dosis planteadas®.

Respecto a los pardmetros de calidad de agua en la incubacién de huevos de
Brycon amazonicus utilizando el extracto de pituitaria de paiche no hemos
encontrado trabajos similares a nuestro estudio ni utilizando en otras especies
en la induccion pero si hemos encontrado literatura con otros tipos de
hormonas donde evallan la calidad de agua en la incubacién de huevos de
sabalo cola roja. Donde 7, menciona los valores de calidad de agua durante la
incubacion de huevos de Brycon cephalus utilizando tres clases de hormonas
fueron: temperatura: 28.8 £ 0.12 °C, oxigeno disuelto 6.07 £ 0.12 mg/l y el pH
6.44 £+ 0.08, mientras tanto en otro estudio, los parametros fisico quimicos del
agua presentaron pequefa variacion, con valores promedios de 27.6 + 0.1 °C
de temperatura, 7.9 £ 0.4 mg/l de oxigeno disuelto y 6.5 + 0.1 de pH; habiendo
ellos utilizado el EPC y mGnRH-a en B. amazonicus con el fin determinar la
maduracién final y ovulacién!4. Siendo estos valores que se mencionan

cercanos a lo registrado en nuestro estudio solo con ligeras variaciones.
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En otro estudio mencionan 3, los pardmetros en la incubacién de huevos de
Brycon cephalus utilizando EPC fueron: 28.3 + 0,37 °C, con nivel de oxigeno
5.46 £ 0,34mg/L y pH 6.20 £ 0,16 UIl. Frente a lo expuesto podemos observar
ligeras variaciones respecto a los valores de calidad de agua en la incubacién
de huevos de especies amazonicas y esto podemos corroborar en el libro de
reproduccion de peces en el tropico?, donde mencionan que los valores
recomendados en la incubacién respecto a la temperatura es 27° C, y a

menores valores de temperatura menor sera el proceso de incubacion.

Respecto al oxigeno disuelto en la incubacion los valores de 5y 6 mostraron
mejores tasas de eclosion en la especie Brycon erythropterum utilizando EPP
en sus ensayos experimentales “®. En otro estudio observaron que
concentraciones menores a 3 mg/l de oxigeno disuelto disminuyen hasta un
30% la tasa de eclosion 3 . Mientras que en nuestro estudio estuvieron en 7.5
mg/l con ligeras variaciones. En los centros de reproduccion de peces
tropicales la incubacion suele realizarse entre valores de 5y 7 mg/l de oxigeno
4950 debido a que bajas concentraciones tienen efecto letal sobre los

embriones 3 48,

Los machos de Brycon amazonicus “sabalo cola roja” criados en cautiverio
alcanzaron a producir esperma en este estudio y esto se evidencio durante
la evaluacion y seleccidon de estos reproductores en campo en los meses de
octubre y noviembre, ademas evidenciamos semen facilmente al realizar una
ligera presién en la cavidad abdominal y al llevar a estos al laboratorio y utilizar
como inductor hormonal el extracto de pituitaria de paiche (EPP), con las tres
diferentes dosis evidenciamos que se produce la espermiacion pero el
volumen y la calidad del esperma son diferentes. En otros estudios que
trabajaron en la reproduccion inducida en la misma especie es decir B.
amazonicus, pero teniendo como inductor hormonal el extracto de pituitaria de
carpa (EPC) también mencionan que los machos produjeron esperma sin
necesidad de inducir solo al realizar leve presion en el abdomen e incluso
antes de utilizar el inductor hormonal en los experimentos estos ya
presentaban semen 2 7. Los machos no solo del genero Brycon incluso

especies como Colossoma macropomum “gamitana”, Piaractus brachypomus
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“paco”, y Pseudoplatystoma punctifer “doncella” también expulsan esperma

sin la necesidad de inducirlos hormonalmente 2 3,

Sin embargo las disfunciones reproductivas que ocurren en las especies
debido principalmente a las condiciones de cautiverio que son criadas limitan
que el semen producido sea de calidad y el volumen no sea suficiente?’,
incluso en un estudio realizado en machos de la especie Paralichthys dentatus
‘lenguado marino” capturados en el medio natural durante la estacion
reproductiva y trasladados a cautiverio, produjeron esperma con ausencia de
espermatozoides mdviles y semen muy Vviscoso que no permiti6 mezclarse
adecuadamente con el agua y por lo tanto fue incapaz de fertilizar los
ovocitos®!, por otro lado estudiando reproductores machos de Brycon
amazonicus inducidos con pituitaria de carpa observaron un aumento con
respecto al volumen obteniendo valores de 9.6 ml y sin el uso de ningun
inductor hormonal produjo 1.8 ml #°. Si esto lo llevamos a escala comercial
esta produccion de semen seria inadecuada para satisfacer los procesos de
seminacion artificial*®. Asi que para estimular la espermatogénesis y aumentar
el liquido seminal y la calidad espermatica, un proceso de induccién hormonal
debe ser lo ideal 4’ y en nuestro estudio con la aplicaciéon del extracto de
pituitaria de paiche en la reproduccion inducida de B. amazonicus

recomendamos su uso en la dosis de 0.5 mg/kg de EPP para machos.

La seminacion artificial es clave para garantizar el éxito en la produccion de
alevinos producto de la técnica de reproduccién inducida en peces. La
cantidad y calidad de semen que producen los peces depende de muchos
factores desde el tipo de especie, época del afio, tipo de hormona, tiempo de
latencia y hasta de la habilidad de la persona que manipula estos ejemplares
46 en ese sentido en nuestro estudio a mayor dosis de la hormona extracto de
pituitaria de paiche (EPP) obtuvimos mayor volumen seminal, donde el
tratamiento 1 con la dosis de 0.5 mg/kg dio un volumen de 6.17 £+ 0.76 ml, y
con la dosis mayor que corresponde al tratamiento 3 (1.5 mg/kg), fue de 15.67
+ 5.86 ml de esperma. Haciendo busqueda de literatura cientifica no
encontramos estudios similares al nuestro donde empleen la pituitaria de

paiche en la espermiaciébn de Brycon amazonicus y otras especies con
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potencial acuicola en amazonia, sin embargo en un estudio donde emplearon
un inductor hormonal diferente como es la pituitaria de carpa encontraron que
a mayor uso de la pituitaria de carpa en la espermiacién de las especies
Brycon siebenthalae y Rhamdia sebae obtuvieron mayor volumen de semen
47y en un estudio realizado el afio 2015 probaron diferentes dosis de la
hormona ovopel en la espermiacion de Brycon cephalus y también
encontraron que a mayor dosis empleada obtuvieron mayor volumen de
esperma 2, evidenciando que las hormonas inducen la mayor produccién de

esperma en los peces.

Con respecto a la concentraciobn esperméatica y a los valores de
espermatocrito en nuestro estudio con la menor dosis de 0.5 mg/kg (T1)
obtuvimos 10.73 * 1.83 (x10° sptz/uL) y con la mayor dosis de 1.5 mg/kg fue
7.03 + 0.34 (x10° sptz/uL) y con el espermatocrito también experimentamos
lo mismo donde con el tratamiento 1 obtuvimos 11.73 % y con la dosis mayor
fue de 7.10 %, lo cual significa que a mayor dosis de la hormona extracto de
pituitaria de paiche (EPP) empleado menor fueron los valores encontrados de
concentracion espermatica y de espermatocrito resultados similares también
fueron reportados por 47, donde utilizaron como inductor hormonal el extracto
de pituitaria de carpa en Brycon siembenthalae y Rhamdia cebae,
encontrando menor concentracion espermatica y espermatocrito al final del

experimento.

Ademas en otro estudio desarrollado el afio 2012, observaron que
Pseudoplattystoma reticulatum luego de la induccion hormonal con EPC con
una dosis de 2.5 mg/kg produjeron la reduccion de la concentracién
espermatica en 50 % al igual que el espermatocrito 53, este hecho también fue
observado en Saliminus maxillosus **, donde se produjo una reduccién de
alrededor del 18% en la concentracion espermatica después de haber
inducido con EPC, sin embargo en un estudio desarrollado en la ciudad de
Iquitos utilizando EPC aumento el volumen seminal pero disminuyé la
concentracion espermatica y el espermatocrito mientras que utilizando la
hormona ovaprim en el mismo estudio los machos de Brycon cephalus

experimentaron un aumento de la concentracién espermatica mientras que las
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otras variables como espermatocrito y volumen seminal se vieron disminuidos
7.

Finalmente determinamos que el extracto de pituitaria de paiche utilizado en
nuestro estudio con la especie Brycon amazonicus a mayor dosis empleada
inducen la produccion de esperma en cuanto a volumen pero disminuyen la
calidad seminal reduciendo los valores de concentracion espermatica y
espermatocrito. Este mismo fendmeno que se menciona también experimenta
el uso del extracto de pituitaria de carpa y el ovaprim en la especie Brycon
amazonicus Yy otras especies diferentes que fueron utilizados en otros

estudios tal como se mencionan en parrafos arriba.
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CAPITULO VI: PROPUESTA

Que en la ciudad lquitos se instale una planta de procesamiento o un
laboratorio donde se elabore extractos de pituitarias de especies amazonicas
empezando con el paiche e ir incluyendo en el tiempo otras especies de gran
porte presente en nuestros rios amazoénicos y procedentes de estanques de
cultivo también. Con el fin de comercializar dichas hormonas a las
instituciones publicas, privadas o empresas que realizan o trabajan la
reproduccion artificial, empezando por el mercado local y poco a poco ir

produciendo a gran escala e ir cubriendo el territorio nacional.

Que las asociaciones de pescadores artesanales que trabajan con programas
de manejo pesquero en la Amazonia peruana abastezcan de la hipofisis del
paiche y de otras especies amazdnicas, previa capacitacion por especialistas
en la materia, en la obtencién de las hipdfisis en campo. En consecuencia
esto permitirA generar recursos economicos a los pobladores locales,
mejorando sus calidades de vida y sobre todo contribuir con el desarrollo

sostenible de la piscicultura en la Amazonia.

43



CAPITULO VII: CONCLUSIONES

La dosis hormonal de 4.0 mg/kg del EPP (Tratamiento 2), fue la mejor respecto
al porcentaje de respuesta hormonal con 88.87% en la ovulacion final de

Brycon amazonicus “sabalo cola roja”.

El tratamiento dos (T2), con la dosis de 4.0 mg/kg de EPP es la que mejores
resultados mostré con una tasa de eclosion del 40.21% en la reproduccién

inducida de Brycon amazonicus.

El tratamiento uno (T1) con la dosis de 0.5 mg/kg de EPP, es la dosis
recomendable en la espermiacién de Brycon amazonicus, con un porcentaje

de respuesta hormonal del 88.87 %.
La dosis de 0.5 mg/kg (T1) del EPP es la que mejores resultados mostro

respecto a los principales pardmetros de calidad espermatica evaluados en la

reproduccion inducida de Brycon amazonicus.

Se muestra un protocolo sencillo de preparacion y aplicacidon del extracto de

pituitaria de paiche (EPP) en la induccién de Brycon amazonicus.

Los parametros fisicos y quimicos del agua, se mantuvieron constantes en

todo el proceso de incubacion hasta la eclosion de Brycon amazonicus.
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CAPITULO VIII: RECOMENDACIONES

Que los centros de reproduccion inducida de peces amazonicos, en adelante
utilicen la pituitaria de paiche en la induccion de Brycon amazonicus “sabalo
cola roja” y de esta forma ir no dependiendo de la importacion de la hipdfisis

de carpa.

En base a los resultados obtenidos en la presente investigacion,
recomendamos que se realicen otros estudios con otras especies como:
Piaractus brachypomus “paco” y Pochilodus nigricans “boquichico” sobre el

uso y validacion con la glandula pituitaria de paiche.

En el futuro los trabajos de investigacion que se desarrollen incluyan estudios
para conocer el perfil y valores hormonales del extracto de pituitaria o hipd&fisis

de paiche, ademas que se realicen en las especies que seran inducidas.

Que los trabajos en adelante relacionados al uso del extracto de pituitaria de
paiche (EPP), utilicen dosis diferentes teniendo como base los resultados
positivos encontrados en nuestro estudio con Brycon amazonicus “sabalo cola

roja”.

Que alguna entidad estatal o privada en el futuro empiece a procesar y
transformar la pituitarias o hipdfisis del paiche, tomando en cuenta en primer
lugar un analisis de costo- beneficio y de esta forma darle valor agregado y
convertirlo en un producto clave y esté disponible para su uso en los centros

que trabajan en la reproduccién inducida de peces.
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ANEXOS



Base de datos de reproductores machos de B. amzonicus

Anexo 1: Instrumento de recoleccion de datos

DOSIS (0.5 mg/Kg de P.V) ~ Cantidad de

Tratamiento Repeticion Sexo Peso  Longitud hormona Efecto
(kg)  (cm) DE(50%) DD (50%) utilizada (mg)
M 254 55 0.64 0.64 1.28 Positivo
1° M 218 50 0.55 0.55 1.10 Positivo
M 21 50 0.53 0.53 1.05 Positivo
14 M  1.565 57 0.39 0.39 0.78 Positivo
k=) 2° M  1.815 51 0.45 0.45 0.90 Positivo
E M 1.93 52 0.48 0.48 0.96 Positivo
© M 185 52 0.47 0.47 0.93 Positivo
3° M 2 50 0.50 0.50 1.00 Positivo
M 22 51 0.55 0.55 1.10 negativo
Promedio 20 52.13 0.50 0.50 1.01 -
DOSIS (1.5 ml/Kg de P.
. . Peso = Longitud ( ’ Y Canticad e
Tratamiento Repeticion Sexo (k) (cm) DE(50%) DD (50%) _f]grmona Efecto
utilizada (ml)
M 197 48 0.99 0.99 1.98 Positivo
1° M | 2.06 50 1.03 1.03 2.06 Positivo
M 199 49 0.99 0.99 1.98 Positivo
2 M 210 54 1.05 1.05 2.10 Positivo
E» 2° M 166 51 0.83 0.83 168 Positivo
o M 188 48 0.94 0.94 1.88 negativo
— M 185 47 0.93 0.93 " 185 negativo
3° M 166 50 0.83 0.83 " 166 Positivo
M 190 49 095 095 " 190 Positivo
Promedio | 190 = 4963 095 095 1.90 -
_ DOSIS (1.5 ml/Kg de P.V) Cantidad de
Tratamiento Repeticion Sexo PESO Longitud 0 0 hormona Efecto
ko)~ (6m)  DE(50%) DD (50%) ilizada (mi)
- M 214 51 161 161 : 322 Positivo
M 218 53 1.63 1.63 3.26 negativo
M 210 51 158 158 " 316 Positivo
o N M 170 50 127 127 : 254 Positivo
> M 138 48 1.04 1.04 2.08 Positivo
E_ M 165 49 1.23 123 : 2.46 Positivo
— 3 M 200 52 150 150 i 2.99 Positivo
M 200 52 1.50 1.50 3.00 Positivo
M 194 51 146 146 | 2@ Positivo
Promedio 1.90 50.78 142 142 2.85 -



Anexo 2: Base de datos de reproductores hembras de B. amazonicus

)OSIS (3.0 mg/Kg de P.\ Cantidad

. de
. - Longitud
Tratamiento Repeticion Sexo Peso (kg) (cm)  DE (10%) DD (90%) ho_rmona Efecto
utilizada
(mg)
H 2.43 53.00 0.73 6.56 7.29 Positivo
1° H 2.16 47.00 0.65 5.83 6.48 Positivo
H 3.15 52.00 0.95 8.51 9.46 Positivo
2 H 2.32 54.00 0.69 6.26 6.95 negativo
? 2° H 2.25 54.00 0.67 6.06 6.73 Positivo
= H 3.32 52.00 0.99 8.95 9.94 Positivo
© H 2.385 53 0.72 6.43 7.15 negativo
3° H 2.065 56 0.62 5.57 6.19 Positivo
H 2.1 47.5 0.63 5.67 6.30 Positivo
Promedio 2.5 52.63 0.75 6.77 7.52 -
YOSIS (4.0 ml/Kg de P.v Cantidad
. de
. . Longitud
Tratamiento Repeticion Sexo Peso (kg) (m)  DE (10%) DD (90%) ho.r(nona Efecto
utilizada
(ml)
10 H 1.94 48 0.78 6.98 7.76 Positivo
H 2.81 57 1.12 10.10 11.22 Positivo
H 1.97 50 0.78 7.09 7.87 Positivo
2 20 H 2.12 52 0.85 7.63 8.48 Positivo
Em H 1.92 50 0.77 6.91 7.68 Positivo
o H 2.00 49 0.80 7.20 8.00 Positivo
~ 30 H 2.21 51 0.88 7.94 8.82 Positivo
H 1.95 50 0.83 7.00 7.83 negativo
H 2.20 51 0.88 7.92 8.80 Positivo
Promedio 211 " s088 7 08 | 761 - 8.t48 ] -
_ N Longitud 2OSIS (5.5 mi/Kg de P.y ~aMt0a
Tratamiento Repeticion Sexo Peso (kg) (cm)  DE(10%) DD (90%) ) de Efecto
- 0rmona
H 2.17 49 1.19 10.74 11.93 negativo
1° H 2.10 48 1.15 10.75 11.95 Positivo
H 2.06 49 1.13 10.17 11.30 negativo
2 H 2.23 51 1.22 11.01 12.23 Positivo
? 2° H 2.20 50 121 10.89 12.10 negativo
0 H 2.37 53 1.30 11.73 13.03 negativo
okt H 2.03 52 1.11 9.89 11.00 negativo
3° H 2.02 51 111 9.99 11.10 Positivo
H 2.08 52 1.14 10.27 11.41 negativo
Promedio 2.14 50.56 1.17 10.60 11.78



Anexo 3: indice de espermiacion y ovulacion.

indice de espermeacion

T1(0.5mg/kg) |T2 (1.0 mg/kg)|T3 (1.5 mg/kg) |FONTES DE VARIACAO GL sQ am
rl 100.00 66.60 66.60 Tratamentos 2| 247.902| 123.951
r2 100.00 66.60 100.00 Erro 6(22.3 e+02| 371.853
r3 66.60 100.00 100.00
X 88.87 71.73 88.87 F= 0.3333
ds 19.28349899| 19.28349899| 19.28349899|(p) = 0.7315
1
wols  Graph Statistics  Transforms Toolbox  Pharmacology  Window  Help
= =5 B0 /|50 2 -
D x x ==E== A iz cali[f]je
=L
P N N T N TP PN AN [ N TP F N N I T T T
p 4 I
pne Way Analysis of Variance lunes, Junio 07, 2021,23:37:42
Data source: Data 1 in Notebook§
Normality Test: Passed (P=0830)
Equal Variance Test:  Passed (P=1.000)
Group Name N Missing  Mean Std Dev SEM
Coll 3 0 71733 19283 11.133
Col2 3 0 38867 19.283 11.133
Col 3 3 0 33300 0.000 0.000
Source of Variation DF 88 MS F P
Eetween Groups 2 5183927 2592.963 10.460 0011
Fesidual 6 1487 413 247.902
Total 8 6673340

Comparisons for factor:
Comparison Diff of Means
Col2wvs Col3 53.567
Col2wvs Coll 11.133
CollwsColl 44,433

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.854

3 q

3 6113
3 1225
3 4888

All Parwise Multiple Companson Procedures (Tukey Test):

P P<0.050
0.012 Yes
0.67% No
0.031 Yes

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statisticall v significant difference (P =0.011).



Anexo 4: Andlisis estadistico de la tasa de eclosion

Omne Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebookl
Normality Test: Passed (P=0.3%91)

Equal Variance Test:  Passed (P = 0.130)

chance; there is a statistically significant difference (P = 0.003).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.980

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P
Col2ws Col 3 36.707 3 833  0.003
Col2ws Coll 19.873 3434 0043
Collws Col3 16.833 3 3832 0078

Group Name N Missing  Mean Std Dev SEM
Coll 3 0 20337 2.302 1444
Col2 3 0 40210 11.428 6.598

Col 3 3 0 3.503 6.068 3.303
Source of Variation DF S8 MS

Between Groups 2 2025.690 1012.843 17.4594
Residual 6 347.373 57.896

Total 8 2373.063

wviernes, Noviembre 20, 2020, 23:20:20

F

P<0.050
Yes
Yes

No

0.003

10.5 Andlisis estadistico de la calidad espermatica

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

Argurvo  Editar

EMA Teste ANOVA: um critério
Grafico

FONTES DE VARIAGAO

sQ

Tratamentos

Erro

2
b

F =

168.722

7.0464:

(p) =

Média (Coluna 1) =

Média (Coluna 2) =

Média (Coluna 3) =

Tukey:

Médias (1a 2)=

Médias (1a 3)=

Médias (2a 3)=

0.0269
6.1667
15.0000
16.6667
Diferenca
8.8333
9.5000
0.6667

71.833

44218
4.7555
0.3337

(p)
< (.05

= (.05

ns




pne Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Noteboaok3

Normality Test: Passed (P =0.738)
Equal Variance Test:  Passed (P=0.378)
Group Name N Missing  Mean Std Dev
Coll 3 ] 10.733 1.834
Col2 3 0 6.603 1288
Col3 3 ] 7.027 0345
Source of Variation DF S8 MS
Between Groups 2 30172 15.086
Besidual & 10281 1.713
Total 8 40433

martes, Setiembre 01, 2020, 13:57:15

SEM

1.05%

0.743

0.199

F P
8.804 0.014

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a stafistically significant difference (P = 0.016).

Power of performed test with alpha=0.050: 0.779

All Pairwise Multiple Comparison Procedures {Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0.050
Collws Col2 4.040 3 5346 0022 Yes
Collws. Col3 3707 304905 0031 Yes
Col3wvs Coll 0333 i 0441 0948 No

One Way Analysis of Variance martes, Setiembre 01, 2020, 14:32:07
Data source: Data 1 in Notebookl2

Normality Test: Passed (P = 0.060)

Equal Variance Test:  Passed (P = 0.70%)

Group Name N Missing  Mean Std Dev SEM

Coll 3 ] 11.733 0.3506 0.176

Col2 3 ] §200 1389 0.802

Col3 3 ] 7.100 1.646 0.950

Source of Variation DF S5 MS F P
Between Groups 2 35.162 17381 11.143 0.010
Eesidual 7 @467 1578

Total 3 44629

The differences in the mean values among the treatment zroups are greater than would be expected by
chance; there i1s a stafistically sigmificant difference (P = 0.010).

Power of petformed test with alpha=0.050: 0.878

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparnisons for factor:

Comparison Diff of Means P q

Collws Col3 4633 3 6.389
Collws Coll 3.533 3 4872
Col2ws Col 3 1.100 3 L1517

P P=0.050
0.010 Yes
0.032 Yes
0.363 No



Anexo 5: Tabla de operacionalizaciéon de variables

Variables y Indicadores Indicador indices
definicién
En Hembras:
ovulacion
Presencia y
Ve = T1:30 malkg ausencia
~ Variables . T2 40 indice de
independientes S ovulacién
= T3:55
Dosis de extractos
de pituitaria de En machos:
paiche (EPP): T1, '
T2 y T3 para | espermiacion. Presencia y
machos Y| « T1:05 ausencia
hembras. ’ mg/kg Porcentaje de
= T2:10 respuesta
= T3:15 hormonal
e H° Tasa de
e Numero de eclosion
En Hembras: ovocitos Horas
ovulacion e % grados
Variables Fecundidad
dependientes: desempefio
reproductivo
Respuesta a las
dosis del extracto e Percepcion Color
de pituitaria de visual movilidad
paiche (EPP) e ml espermatica
En machos: e x106 Volumen
espermiacion. 0sptz/pL (,:oncentrau
e % on
e S espermética
espermatocr
ito
Parametros de e °C e temperatura
calidad de agua e mllL e oxigeno
e Ul disuelto
. | e pSicm * pH
fisicos y quimicos | mg/L) e conductivida
d eléctrica
e solidos
totales

disueltos




