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Resumen

El desarrollo tecnoldgico para el cultivo de Gymnotus sp. es relevante porque este género tiene un impacto
socioeconomico en regiones sudamericanas donde la pesca deportiva es una actividad importante. Aunque
Gymnotus sp. se reproduce en cautiverio, la supervivencia de los alevines en los estanques puede ser
insuficiente para un sistema de cultivo. El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de diferentes
parametros reproductivos a la induccion hormonal en Gymnotus sp. con extracto bruto de hipofisis de carpa
(EBH) y hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH). Las muestras de gametos del tratamiento con EBH
se extrajeron 12 y 20 horas después de la dosis desencadenante, las muestras del tratamiento con GnRH se
extrajeron 10 y 12 horas después de la aplicacion hormonal. El porcentaje de ovocitos con vesicula germinal
periférica (%OVGP) y el diametro de los ovocitos mostraron diferencias significativas entre grupos tratados
con EBH con un intervalo captura-induccion (IC-I) de corta duracion, con reproductores en etapas avanzadas
de desarrollo gonadal. Se pudieron extraer ovocitos con ¢xito a dos hembras inducidas con EBH, 12 horas
después de la dosis desencadenante y, ademas, se extrajo semen solo de los machos inducidos con EBH. La
estimulacion con GnRH no dio resultados positivos en las diferentes dosis e IC-I utilizados, dado que no
se pudieron extraer gametos. Este trabajo es la primera descripcion de los parametros de calidad del semen
en Gymnotus sp. Futuras lineas de trabajo deberan centrarse en el manejo de variables ambientales para
establecer una estrategia de reproduccion que se pueda utilizar a nivel productivo.
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Reproductive response of Gymnotus sp. (Teleostei:
Gymnotiformes) to hormonal induction

Abstract. Technological development for Gymnotus sp. farming is relevant because this species has a socio-
economic impact in South American regions where sport fishing is an important activity. Although Gymnotus
sp. breeds in captivity, fry survival in ponds can be unacceptable for culture systems. The objective of this
work was to test the response to hormonal induction of Gymnotus sp. with carp pituitary extract (CPE) and
gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) in relation to different male and female reproductive parameters.
CPE treatment specimens were stripped 12 and 20 hours after the triggering dosage, and GnRH treatment
specimens were stripped 10 and 12 hours after hormonal application. We could obtain positive results using
CPE with a short capture-induction interval (C-II) with broodstock in mature stages of gonadal development.
Percentage of oocytes with peripheral germinal vesicle (%OPGV) and oocyte diameter showed significant
differences between groups treated with CPE. Oocytes could be successfully extracted from two females
treated with CPE and stripped 12 hours after the last dosage. Semen was only extracted from males treated
with CPE. GnRH stimulation did not give positive results because gametes could not be extracted with
different doses and C-II used. This work is the first description of semen quality parameters in Gymnotus
sp. Future works should focus on combining hormonal induction strategies with CPE and the management
of environmental variables.

Key words: artificial reproduction, hypophysation, gametes, semen, fertilization.
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INTRODUCCION

La pesca de morenas (Gymnotus sp.) constituye
una actividad economica de sustento para los pescadores
artesanales que proveen a la pesca deportiva. La pesca
deportiva ha logrado en los ultimos afios un papel de
privilegio como actividad economica en la region litoral
del pais motorizando el turismo. A la par de su crecimiento
moviliza demandas de diferentes servicios, siendo la
provision de carnada de fundamental importancia entre
ellos. Gymnotus sp. es el género mas importante por el
volumen de venta y sus aptitudes como carnada para la pesca
de grandes peces carnivoros de rio abierto en el noreste y
litoral de la Republica Argentina, Paraguay y Brasil. En
Brasil, la morena contribuye en un 50% a la captura total de
carnadas registrada en la region del Pantanal (Mato Grosso
do Sul), la cual se calcula en unos 15 millones de ejemplares
al afo (Rotta 2004). Hasta el presente, todos los ejemplares
comercializados son obtenidos del medio natural por lo
que, las poblaciones naturales de esta especie se encuentran
bajo intensa presion de pesca (Almirdn et al. 2008). Por
lo tanto, el desarrollo de herramientas tecnologicas para el
cultivo de la misma es relevante, debido a la importancia
socioecondomica en regiones donde la pesca deportiva es
una actividad economica significativa.

Aunque Gymnotus sp. se reproduce en cautiverio,
la supervivencia de los alevines en estanques puede
ser insuficiente para los sistemas de cultivo debido al
canibalismo entre especimenes de diferente tamafio
(Barrios et al. 2011). El uso de las biotecnologias aplicadas
para mejorar aspectos de la reproduccion y la nutricién
en diferentes etapas del desarrollo, teniendo en cuenta
las condiciones ambientales son necesarias para la cria
de distintas especies en piscicultura (Diaz y Neira 2005).
Un protocolo para controlar el proceso de reproduccion en
condiciones de laboratorio, podria contribuir al desarrollo
del ciclo completo de produccion. En este sentido, la
manipulacion hormonal puede permitir el uso del periodo
reproductivo con mayor eficiencia en especies de peces que
podrian reproducirse en estanques (Carrillo et al. 2009). El
control y la cuantificacion de variables que caracterizan el
evento reproductivo adquieren una relevancia fundamental
para desarrollar un protocolo adecuado para la reproduccion
artificial de una especie en cautiverio (Vazzoler 1996).

El uso de extracto bruto de hipoéfisis de carpa (EBH)
implica la inyeccion de hormonas gonadotréficas (GTH),
principalmente hormona luteinizante, para reemplazar los
estimulos que inducen la esteroidogénesis, la maduracion
gonadal y finalmente, el desove (Valdebenito 2008). La
hipofisacion se ha utilizado en la mayoria de las especies
de peces de cultivo. Este método se ha estandarizado a
una dosis de inicial con 10-20% del total de volumen a
suministrar y otra dosis desencadenante con el 80-90%
restante (Zohar y Mylonas 2001). La hipofisacion implica
la administracion de hormonas y osmorreguladores
presentes en la hipdfisis que pueden afectar negativamente
la fisiologia del pez receptor. Otros inconvenientes son la
variabilidad del EBH en el contenido de GTH Il y la posible
transmision de enfermedades (Mylonas et al. 2010).

La hormona liberadora de gonadotrofinas sintética
(GnRH) se utilizé con éxito en muchas especies de peces

con diferentes ciclos de vida (Valdebenito 2008). La GnRH
actua a un nivel diferente desencadenando una serie de
cascadas endocrinas en las células del 16bulo anterior
de la adenohipdfisis que modulan la actividad pituitaria
en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas (Carrillo et al.
2009) controlando la liberacion de GTH del hipotalamo
y proporcionando una mejor integracion de procesos
reproductivos (Mylonas et al. 2010). Las GTH endogenas
actian en las gonadas para inducir la esteroidogénesis, el
proceso de maduracion de los ovocitos y la espermiacion
(Mylonas et al. 2010). Las GnRH sintéticas demostraron
ser mas potentes y duraderas que las nativas (Valdebenito
2008). Esta hormona no tiene efectos especificos de especie
y no hay posibilidad de transmision de enfermedades
(Carrillo et al. 2009).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de
Gymnotus sp. a la induccion hormonal con EBH y GnRH
mediante la caracterizacion de diferentes parametros
reproductivos.

MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos experimentales se
realizaron bajo las normas éticas del CONCEA-Brasil y
formaron parte de la tesis doctoral de Pablo Andrés Lopez
(DOC. N° 003779 FCV-UNR). Fueron aprobados por el
Comité de Etica en Investigacion y la Junta Directiva de la
FCV-UNR (Argentina), resolucion N° 145/12.

Experimento 1: induccion hormonal con EBH.
Treinta y ocho ejemplares adultos de Gymnotus sp. (longitud
media total (Lmt) 316 + 23 mm, peso medio (Pm) 115,16
+ 30,93 g) de la cuenca del rio Grande (Estado de Minas
Gerais, Brasil) fueron capturados y transportados a las
instalaciones de animales del Departamento de Medicina
Veterinaria de la Universidad Federal de Lavras (MG,
Brasil), donde los peces se distribuyeron aleatoriamente en
tres grupos. Los ejemplares se mantuvieron en tanques de
1000 1 a 23 + 1°C, con aireacion y fotoperiodo determinado
por entrada de luz natural en noviembre, con 13 horas de
luz: 11 de oscuridad, para su aclimatacion. Los peces
fueron alimentados diariamente con lombrices de tierra y
mantenidos en ayunas 24 horas antes de la administracion de
EBH. Este periodo de aclimatacion, definido como intervalo
captura-induccion (IC-I), tuvo duracion de una semana.

El EBH se prepar6 en solucion salina esterilizada,
utilizando hipéfisis de Cyprinus carpio adultas (Argent) y
se aplico en dos dosis intramusculares diferentes, 0,5 mg
kg (dosis inicial) y 5,0 mg kg (dosis de resolucion) con
8 horas entre cada dosis. Durante la induccién y el masajeo
de la zona abdominal para obtener gametos, no se utilizaron
anestésicos. Los peces tratados con EBH se dividieron en
dos grupos; al primero (6 hembras, 9 machos) se le aplicaron
masajes sobre el abdomen en sentido caudo-craneal 12
horas después de la dosis desencadenante (EBH12),
mientras que el segundo grupo (4 hembras, 9 machos)
recibié los masajes en zona abdominal 20 horas después
de la dosis final (EBH20). Al mismo tiempo, los peces del
grupo de control (5 hembras, 5 machos) recibieron 0,5 y 1
ml de solucién salina esterilizada y fueron masajeados 20
horas después de la segunda dosis.
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Después de aplicar masajes en region abdominal,
todos los animales fueron eutanasiados por inmersiéon en
una solucién de benzocaina (200 ppm) para el muestreo de
gbénadas y determinacion del sexo.

Experimento 2: induccion hormonal con GnRH
sintética. Quince ejemplares adultos de Gymnotus sp.
(Lmt 244,1 + 8,88 mm, Pm 40,2 + 5,01 g) de la cuenca
del rio Parand (Corrientes, Argentina) fueron capturados
y transportados a las instalaciones del Centro de
Investigaciones en Piscicultura Experimental (CIPEX),
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de
Rosario (Santa Fe, Argentina). Los peces se distribuyeron
aleatoriamente en tres grupos y se mantuvieron en tanques
de 300 1 a 23 + 2,8°C con aireacion para su aclimatacion.
Los especimenes fueron alimentados diariamente con
lombrices de tierra y mantenidos en ayunas 24 horas antes
de la induccion hormonal. El IC-I fue de 16 semanas
para este ensayo, un periodo mayor al que se obtuvieron
reproducciones en sistemas seminaturales (Barrios et al.
2011). Dado que los reproductores se consiguieron en
diferente época, se mantuvieron en agua con la temperatura
adecuada hasta realizar este segundo experimento con el
mismo fotoperiodo utilizado en el anterior.

Se aplicod por via intramuscular una solucion sintética
de GnRH (GnRH, Rio de Janeiro) que contenia 4,2 pg de
acetato de buserelina ml'. Las seis hembras recibieron
una primera dosis con 0,25 ml kg' y luego de 12 horas
se les suministré la dosis desencadenante de 0,75 ml kg
I. Los cinco machos recibieron una dosis unica de 0,5 ml
kg (Sampaio Paulino et al. 2011). Los peces tratados con
GnRH se dividieron en dos grupos; al primero (2 hembras,
2 machos) se le aplico presion sobre la zona abdominal
10 horas después de la dosis desencadenante (GnRH10),
mientras que el segundo grupo (4 hembras, 3 machos) fue
masajeado 12 horas después de la dosis final (GnRH12). Los
peces del grupo de control (2 hembras, 2 machos) recibieron
0,5 y 1 ml de solucion salina esterilizada y estos especimenes
fueron masajeados 12 horas después de la segunda dosis. No
se realizo muestreo de gonadas con la intencion de establecer
un plantel de reproductores después de la experiencia.

Experimento 3: induccion hormonal con EBH y
GnRH sintética en combinacién con el manejo de las
condiciones ambientales. Teniendo en cuentalos resultados
obtenidos en los ensayos anteriores (experimentos 1 y 2)
se realizd un nuevo ensayo aplicando algunas variaciones
en las dosis hormonales, tiempo de accion y manipulacion
ambiental de determinadas variables. Veinticuatro adultos
de Gymnotus sp. (Lmt 208,7 = 17,53 mm, Pm 26,8 + 7,41
g) de la cuenca del rio Parana (Formosa, Argentina) fueron
capturados y transportados a las instalaciones del CIPEX.
Los peces se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos
y se mantuvieron en tanques de 300 1 con aireacion para
su aclimatacion. Fueron alimentados diariamente con
lombrices de tierra y mantenidos en ayunas 24 horas antes
de la aplicacion de hormonas. El IC-I fue establecido
en 8 semanas, periodo minimo en el que se obtuvieron
reproducciones en sistemas seminaturales (Barrios et al.
2011). La temporada de reproduccion en febrero, estaba
en etapa avanzada cuando se obtuvieron los reproductores

y se debid controlar el fotoperiodo para realizar el
experimento antes que el agua comience a enfriarse por
el comienzo del otofio. Durante este tiempo se mantuvo
un fotoperiodo similar al de los experimentos previos (12
horas de luz: 12 horas de oscuridad con luz artificial y se
manipuldé la conductividad del agua, agregando a cada
tanque 2 1 de agua destilada (semanalmente en las semanas
1 a 6; diariamente en las semanas 7 y 8) para disminuir
la conductividad eléctrica de la misma. El fotoperiodo
y el agua afiadida se utilizaron como factores proximal
predictivo y sincronizador, respectivamente (Vazzoler
1996). La conductividad del agua se registrdé con equipo
multiparamétrico (Hanna 9813-6, Hanna Instruments,
Smithfield, RI, EE.UU.) al inicio del experimento y antes
de la administracion de hormonas. También se introdujeron
penachos de nylon atado para simular plantas acuaticas en
todos los tanques durante el periodo de aclimatacion.

La induccion hormonal de los peces se realizd por
inyeccion a través de la via intramuscular como se describe
enlaTabla 1 de acuerdo con lo realizado en los experimentos
anteriores, peces tratados con EBH masajeados 12
horas después de la dosis desencadenante (EBH12), 2
grupos de peces tratados con diferentes dosis de GnRH
masajeados 12 horas después de la dosis desencadenante
(GnRH12-1 y GnRH12-2) y grupo control inyectado con
solucion fisiologica estéril masajeado también, 12 horas
después de la tltima aplicacion. Las muestras se trataron
secuencialmente el mismo dia. Se aplico presion sobre el
abdomen de los animales para obtener gametos 12 horas
después de la ultima dosis. Este procedimiento se realizo
sin anestesia. La temperatura del agua fue de 23 + 1°C
durante la induccion hormonal.

Tabla 1. Esquema de induccion hormonal.

Grupo n (parejas) Dosis

EBH12 4 I?Dollnrlrlﬂkkggll
a5 R
GnRH12-2 3 12]30’12;?111(;(%]
Control 2 I;DD :012 I:lllk Zgll

D (dosis): 1 ml de EBH contiene 5 mg de hipdfisis
completas. 1 ml de solucion GnRH tiene 4,2 ng acetato de
buserelina ml"'. El grupo control fue inyectado con solucion

fisiologica estéril.

No se realizé6 muestreo de gonadas con la intencion
de que los animales sean parte del plantel de reproductores
después de la experiencia.

Determinacion del sexo. En los dos dultimos
experimentos, las hembras y los machos fueron identificados
mediante ecografia con transductor plano de 5,5 MHz
(Berger LC2010, Berger, Buenos Aires, Argentina), segin
Rotta et al. (2007). Se utilizo6 esta técnica no invasiva, con
la intencion de preservar los animales para conformar un
plantel de reproductores.
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Variables reproductivas evaluadas. Se registro el
indice gonadosomatico (IGS) en ambos sexos calculado
con la férmula, IGS= PG/PT x 100 (cita), donde PG= peso
de la gonada y PT= peso total (Franga 2010). PG y PT se
determinaron con balanza Kalstein YR05595 (capacidad
min. 0,05 g; max. 310 g; precision 0,01 g). Ademas, en
las hembras se evaluaron las siguientes variables: a) se
midio el diametro de 10 ovocitos por hembra, previamente
sumergidos en solucion de Gilson (5 ml de alcohol al 60%,
44 ml de agua destilada, 0,7 de acido nitrico al 80%, 1 g
de cloruro de mercurio y 0,9 ml de acido acético glacial);
b) se calculd el porcentaje de ovocitos con vesicula
germinal en posicion periférica (%OVGPP) mediante la
observacion de 25 ovocitos de cada hembra, previamente
sumergidos en solucion de Serra (60 ml de alcohol 90%, 30
ml de formaldehido 38% y 10 ml de acido acético glacial).
Los analisis del didmetro de los ovocitos y el %OVGPP se
realizaron utilizando un microscopio 6ptico a 40X. Cuando
se obtuvieron ovocitos después del masajeo abdominal de los
reproductores, se intento la fertilizacion de los mismos. Los
ovocitos y el semen obtenidos en seco, se mezclaron dentro
de una caja de Petri y se les agregd agua inmediatamente
después, manteniéndolos luego en movimiento y con
aireacion hasta comprobar divisiones celulares.

En los machos, se evaluaron la motilidad y Ia
concentracion espermaticas. La motilidad se estimo
segun (Felizardo et al. 2010). El semen se observo
con un microscopio optico (OlympusR CX-31) a 40X,
inmediatamente después de obtenido, activado con agua
destilada en proporcion 1:4 (semen:agua). La concentracion

(A) (B)
60+ 1500+
404 10004

:
201 5004

b
0 0
Control EBHI12 EBH20 Control

espermatica (N° espermatozoides ml-1) se evalué en
una solucion compuesta por 10 ul de semen con 990 pl
de citrato de formalina (2,9 g de citrato de sodio, 4 ml
de solucion de formaldehido al 38% y agua destilada c.s.
100 ml). La concentracion de espermatozoides se estimo
utilizando una camara de Neubauer con 10 ul de semen
disueltos (Felizardo et al. 2010) .

Analisis estadistico. Los resultados se evaluaron
mediante un analisis de varianza de una via (ANDEVA)
(p<0,05) y las diferencias significativas (p<0,05) para cada
variable medida entre los grupos se evaluaron con una
prueba post hoc de Tukey. Todos los analisis se realizaron
utilizando el software JMP, version 5.1.1 (SAS Institute
Inc., Cary, NC).

RESULTADOS

Experimento 1: induccion hormonal con EBH. Con
IC-I de 1 semana, la induccién hormonal con EBH produjo
algunos cambios en las variables reproductivas registradas
en todos los animales de los grupos tratados.

El %OVGPP medio fue significativamente mayor
en los grupos tratados con EBH que en el grupo control
(Figura 1A). El diametro de los ovocitos también mostrd
diferencias significativas entre estos grupos (Figura 1B). Por
el contrario, el IGS no presento diferencias significativas
entre grupos, pero fue ligeramente superior en el grupo
EBH12 (Figura 1C). Se pudieron extraer ovocitos con éxito
de dos hembras del grupo EBH12.

©
8-

Control EBHI12 EBH20

EBHI12

EBH20

Figura 1. Valores medios (£SEM) de las variables evaluadas en hembras de Gymnotus sp. A. Porcentaje de ovocitos con

vesiculas germinales en posicion periférica (%OVGPP).
B. Diametro del ovocito. C. Indice gonadosomatico (IGS).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre
grupos (p<0,05).

Soélo se pudo extraer semen a los machos inducidos
con EBH vy, por lo tanto, la concentracion y la motilidad
espermaticas pudieron registrarse en los especimenes de
los grupos con tratamiento hormonal. En este analisis, no

se observaron diferencias significativas en ambas variables
evaluadas entre los machos tratados con EBH (Figura
2A,B). El promedio de motilidad espermatica fue superior
al 90% para ambos tratamientos (Figura 2B). Tal como se
describi6 en las hembras, el IGS en los machos del grupo
EBHI12 fue ligeramente superior al de los otros grupos,
pero estas diferencias no fueron significativas (p<0,05)
(Figura 2C).
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Figura 2. Valores medios (+SEM) de las variables evaluadas en machos de Gymnotus sp. A. Concentracion espermatica.
B. Motilidad espermatica. C. Indice gonadosomatico (IGS). Letras diferentes indican diferencias significativas entre

grupos (p<0,05).

Experimento 2: induccion hormonal con GnRH
sintética. La induccion con GnRH no logré cambios en las
gonadas relacionados a la actividad reproductiva ya que, no
se pudo obtener gametos luego del masajeo abdominal de las
hembras ni de los machos, después de 16 semanas de IC-I.

Experimento 3: induccion hormonal con EBH y
GnRH sintética en combinacién con el manejo de las
condiciones ambientales. Tanto la administracion de
EBH como la de GnRH con 8 semanas de IC-1 y el manejo
de variables ambientales, no permitieron la obtencion
de gametos en ninguno de los sexos. La reduccion de la
conductividad del agua antes de la induccién hormonal fue
entre 25 y 29 uS cm’!, lo que representd una disminucion
cercana al 30% en comparacion con el inicio del ensayo.

DISCUSION

La identificacion de reproductores maduros es la clave
que posibilita el manejo en la reproduccion artificial de
especies de peces para cultivo. La reproduccion inducida
con hormonas es una ventaja estratégica para el control del
ciclo productivo. Sin embargo, en condiciones de cultivo, los
factores ambientales pueden no activar el eje hipotalamo-
hipofisis-gonadas o el estimulo puede ser insuficiente para la
culminacién del proceso reproductivo segin el ciclo de vida
de la especie (Zohar y Mylonas 2001).

Aunque los peces de ambientes lénticos como
Gymnotus sp. no necesitan induccion hormonal para
desovar, requieren condiciones ambientales similares a la
naturaleza. La reproduccion inducida con hormonas podria
contribuir a la optimizacion de la produccion de semillas
mediante el control de la maduracion de los reproductores
y la puesta, asi como, la manipulacion del periodo
reproductivo (Andrade y Yasui 2003).

Los tratamientos hormonales para la reproduccion
artificial estimulan la maduracion de los ovocitos cuando
han terminado su desarrollo. Luego, el ovocito se liberara
en la luz del ovario (Valdebenito 2008). El proceso de
ovulacion coincide con la migracion del nticleo a la
periferia del citoplasma y la fusion de la membrana nuclear
al micropilo (Barnabé 1996).

Algunas de las variables analizadas denotaron cambios
tras la induccion con EBH. En el primer experimento,
el uso de EBH aumenté el %OVGPP en ambos grupos

tratados en relacion al grupo control. Pardo-Carrasco et
al. (2006) reportaron resultados similares en hembras de
Brycon amazonicus inducidas con EBH de carpa. Esto
podria estar asociado al progreso de la maduracion en el
proceso ovulatorio después de la inyeccion de EBH. Sin
embargo, en Gymnotus sp. la ovulacion solo ocurrié en dos
casos durante este experimento.

Aunque hubo diferencias intraespecificas, el didmetro
del ovocito también se vio afectado por la administracion
de EBH ya que, las hembras inyectadas mostraron valores
medios mas altos que las hembras del grupo control. Zanuy
et al. (2009) sugirieron que el volumen de los ovocitos
aumenta debido a la acumulacion de vitelo durante el
crecimiento secundario del foliculo ovarico. Pardo-
Carrasco et al. (2006) reportaron resultados similares en
otro estudio comparativo de tratamientos hormonales con
EBH y GnRH-a en hembras de B. amazonicus.

Los valores de IGS registrados indicaron que todas
las hembras estaban en maduracion o etapa madura de
acuerdo con Gonzalez et al. (2001) y Silva et al. (2003).
A diferencia de las dos variables descritas anteriormente,
el IGS no mostré diferencias significativas entre las
hembras tratadas y las hembras control. Asturiano et al.
(2002) describieron un aumento significativo de IGS en
hembras de Anguilla anguilla inyectadas semanalmente
con EBH y hCG de salmén durante 4 meses. Presentaron
un valor de IGS de 1% al inicio y entre 20 a 25% al final
del experimento. Las diferencias observadas en Gymnotus
sp. sugieren que las dosis de EBH y los tiempos utilizados
durante este trabajo pueden inducir cambios celulares en
los ovocitos sin modificar el peso ovarico. Los resultados
en machos de Gymnotus sp. fueron similares ya que no se
observaron variaciones en el IGS entre grupos. Los valores
de IGS en machos concuerdan con resultados previos en
esta especie, correspondientes a un estadio gonadal de
maduracion avanzada (Ishiba et al. 2009). Resende et al.
(2006) sugieren que las especies de peces que presentan
desove parcial de grupos reducidos de ovocitos en nidos,
como Gymnotus sp., cominmente no producen semen en
gran volumen. Por lo tanto, los machos tienen testiculos
poco desarrollados y muestran valores de IGS mas bajos
que especies con otras estrategias reproductivas.

En nuestro estudio, solo se pudo extraer semen con
éxito de los machos que fueron inducidos con EBH. La
motilidad espermatica promedio se consideré adecuada,
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con valores superiores al 90% en ambos tratamientos. Se
describieron resultados similares en otros estudios que
utilizaron EBH para la inducciéon (Murgas et al. 2004,
Shaliutina et al. 2012). Streit-Jr. et al. (2008) reportaron
una reduccion de la motilidad espermatica usando EBH en
Leporinus elongatus con 53,72% y 36,72%, antes y después
de la inducciéon hormonal, respectivamente.

La concentracion de espermatozoides es un
parametro importante para cuantificar la viabilidad del
éxito de la reproduccion inducida de peces (Streit-Jr. et
al. 2008). La concentracion espermatica media estuvo
entre 2 y 2,2 x 10° espermatozoides ml'. Este valor fue
inferior a la concentracion minima descrita para peces
de agua dulce brasilefios con tratamiento hormonal 4,4
X 10° espermatozoides ml' presentados en Leporinus
macrocephalus (Viveiros y Godinho 2009). El ambiente de
reproduccion podria ser la razén de este hecho, ya que todas
las especies dulceacuicolas brasilefias descritas son redfilas
y desovan huevos pelagicos, mientras que Gymnotus sp.
es lenitica y posee huevos adherentes (Vazzoler 1996,
Kirschbaum y Wieczorek 2002). El tamafio y el numero de
espermatozoides se correlacionan con el nimero de huevos
y la turbulencia del agua que genera desplazamiento de los
mismos en el momento de la reproduccion (Liao et al. 2018).

Muchas especies pueden presentar importantes
disfunciones reproductivas en condiciones de cautiverio.
Es comun que las hembras comiencen el desarrollo
gonadal pero no lleguen a la maduracion final, ovulacion
y/o desove. Por otro lado, los machos son mas resistentes al
estrés causado por las condiciones ambientales de cultivo
pero producen un menor volumen o mala calidad de semen
(Mylonas et al. 2010)

El IC-I prolongado de 8 y 16 semanas parece afectar
la respuesta a la induccién hormonal de la reproduccion
artificial en Gymnotus sp. en condiciones de laboratorio.
No pudimos obtener resultados positivos usando EBH y
GnRH en ninguno de los casos.

De Souza y de Andrade (1984) informaron sobre
la reabsorcion de ovocitos después de la captura de
peces silvestres durante el periodo de adaptacion. Este
efecto parece coincidir con el incremento del IC-I que
podria bloquear la induccion hormonal efectuada en la
reproduccion en condiciones de laboratorio.

La reproduccion ciclica de los peces de agua dulce de
las regiones templadas esta controlada principalmente por
el fotoperiodo y/o la temperatura, entre otros factores. Este
tipo de reproduccion ha sido descrita en muchas especies
de peces tropicales de América del Sur, Africa y el Sudeste
Asiatico. En esas regiones los ciclos de reproduccion
demostraron estar relacionados con diferencias entre las
estaciones seca y lluviosa (Kirschbaum y Wieczorek 2002).

Diferentes autores (Kirschbaum y Wieczorek
2002, Kirschbaum y Schugardt 2003) han demostrado
la influencia de factores ambientales en la maduracion y
regresion gonadal de diferentes peces tropicales que tienen
reproduccion ciclica o continua, incluyendo cinco especies
de Gymnotiformes sudamericanos. La maduracion podria
inducirse experimentalmente mediante la disminucion de la
conductividad del agua, el aumento del nivel y la simulacion
de lluvias. Estas -caracteristicas de las condiciones

ambientales se manifiestan en la estacion lluviosa y dan
lugar a la inundacion de los valles aluviales. La regresion
gonadal en esas especies se logrd con el aumento de la
conductividad utilizado para simular la bajante.

La manipulacion de factores ambientales como
fotoperiodo, temperatura del agua, salinidad, nivel del agua,
sustratos, etc., podria inducir a la reproduccion de los peces
en cautiverio con frecuencia. Kirschbaum y Wieczorek
(2002) reportaron el primer desove de Gymnotus carapo
en condiciones de laboratorio 125 dias después de iniciar
la reduccion de la conductividad del agua, después de 10
meses de aclimatacion, antes del inicio del experimento.
Consiguieron una disminucion de la conductividad de 80
us cm-1 como minimo, entre picos durante todo el ensayo.
Durante el experimento 3 del presente trabajo, logramos
una disminucion de la conductividad de 26 ps cm™ de
media; lo cual, podria no ser suficiente para la induccion de
la maduracion gonadal en Gymnotus sp.

CONCLUSIONES

Este trabajo es la primera descripcion de los
parametros de calidad del semen en Gymnotus sp.

Algunas variables reproductivas mostraron diferencias
significativas utilizando EBH 5 mg kg' con IC-I de 1
semana con reproductores durante el mes de noviembre.

La estimulacion con GnRH no dio resultados positivos
con las diferentes dosis e IC-I utilizados.

Futuras lineas de trabajo deberan centrarse en la
combinacion de estrategias de induccion hormonal con
EBH y el manejo del medio ambiente para simular las
condiciones naturales que previenen la regresion de las
gbnadas durante un IC-I prolongado.
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