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RESUMEN

Se determino el efecto de un analogo de GnRH sobre la maduracion final ovocitaria y
los perfiles plasmaticos de testosterona (T), 173 Estradiol (E2) y 17a, 20B

dihidroxiprogesterona (17a, 203 DP) en ejemplares de E. ringens. Para ello, individuos
de esta especie fueron capturados en la Bahia del Callao fueron acondicionados al
cautiverio en tanques de 10 m* con aeracién constante, temperatura del agua de 16 °C,
recirculacion de agua de mar y alimentacién ad libitum durante un periodo de un mes.
Una vez que los peces alcanzaron la madurez gonadal, fueron tomados al azar y

anestesiados con tricaina (80 mg L™) para luego inyectarles 0,005 ng GnRHa g™* de

peso corporal; 0,005 pg GnRHa g™ de peso corporal + 0,01 mg DOM g™ de peso
corporal y 0,9 % de solucion salina. Como GnRHa se empleo acetato de buserelina y
como antidopaminergico se empled domperidona. Transcurridas 0, 12, 24 y 48 h post
inyeccion (pi) grupos de peces fueron sacrificados mediante sobre exposicion de
tricaina con la finalidad de extraer las génadas y colectar la sangre en tubos Eppendorf.

El efecto de la hormona sobre la maduracion final ovocitaria fue determinado en base al
analisis histoldgico de las gonadas, mientras que su efecto sobre los perfiles de los
esteroides mencionados se determind en base a la cuantificacion plasmética mediante

radioinmunoanalisis.

Los resultados sugieren que la inyeccién de acetato de buserelina a 0,005 pg g™ de peso
corporal induce la maduracion final ovocitaria en hembras maduras de E. ringens 12
horas pi, culminando con el desove entre las 24 y 48 horas pi. Por otro lado, la
combinacion de esta hormona con domperidona tendria un efecto retardante sobre la
activacion de dicho proceso. Se determind ademas, que los niveles plasmaticos de E2
disminuyen durante la maduracion final ovocitaria y luego de producirse el desove se
incrementan. Finalmente, se sugiere que el 17a, 203 DP podria estar implicado en la
activacion de la maduracion final ovocitaria sin llegar a ser el principal MIS de la

anchoveta.



ABSTRACT

The present work had a main objective determine the effect of an analogue of GnRHa
on the final oocyte maturation and on the hormonal profiles of testosterone (T), 173
Estradiol (E2) and 17a, 208 dihidroxiprogesterone (17a, 20 DP) in Peruvian anchovy
Engraulis ringens. Individuals of this species were captured in Callao Bay, conditioned
in 10 m® tanks with constant aeration, water temperature of 16 °C, recirculation of
seawater and fed ad libitum for a period of one month. Once fish reached gonadal
maturity they were taken at random and anesthetized with Tricaine (80 mg L™), and
injected with 0,005 ug GnRHa g™* BW; 0,005 pg GnRHa g* BW + 0,01 mg DOM g*
BW and 0,9% of saline solution. Busereline acetate was used as GnRHa and
domperidone as antidopaminergic. After 0, 12, 24 and 48 h post injection (pi) groups of
fish were sacrificed by means of over exposition of tricaine with the purpose to extract
the gonads and to collect the blood in Eppendorf tubes. The effect of the hormone on
the final maturation was determined based on histological analysis of the gonads, while
its effect on the steroids hormones profiles was determined based on plasmatic
quantification using RIA.

These results suggest that busereline acetate injection of 0,005 ug g™ body weight has
an inductor effect on final oocyte maturation in mature females of E. ringens 12 hours
pi, ending with spawning between 24 and 48 hours pi. In the other hand, the
combination of this hormone with domperidone could have a delaying effect on the
activation of this process. Also, it was determined that plasmatic levels of E2 during the
final oocyte maturation decrease and then increase after spawning. Finally, it is
suggested that 17a, 203 DP could be implicated in the activation of final oocyte
maturation without ending up being main MIS of the anchovy



1. INTRODUCCION

Los notables cambios presentados en la biomasa, “stock” desovante y reclutamiento de
las poblaciones de peces hacen que los modelos de evaluacion, tanto conceptuales como
numéricos, sean cada vez mas complejos (Pauly & Palomares, 1989); por ello, fuentes
de datos, complementarias a los provenientes de estudios en campo serian de gran

apoyo.

En el Per(, la pesqueria esta sustentada principalmente por la anchoveta peruana
Engraulis ringens, por lo que la evaluacion de los niveles poblacionales de esta especie
ademas de la determinacion de sus caracteristicas biologico-pesqueras son

conocimientos de gran interes.

Experimentos en laboratorio permitirian ajustar ciertos parametros pesqueros, tales
como frecuencia de desove, edad de foliculos post ovulatorios, o proporcionar datos que
no pueden ser obtenidos del medio natural a fin de permitir la mejor comprension de
procesos bioldgicos. En ese sentido, el control de la reproduccion en cautiverio de la
anchoveta peruana, se muestra como una necesidad para disponer de material biolégico

en pruebas experimentales a posteriori.

Debido a las complicaciones presentadas en la reproduccién de peces en cautiverio que
dificultan la maduracion gonadal o inhiben el desove (Garcia, 1995), el uso de
hormonas exdgenas resulta ser un método practico frente a esta problemaética (Patifio,
1997). La induccion de la maduracion final y desove de peces en cautiverio es un tema
que se viene desarrollando desde la década de 1930, principalmente con fines piscicolas
en peces de agua dulce (Peter et al., 1988; Godinho & Godinho, 1986) y en algunos

peces marinos como salmones y robalos (Rottmann et al., 1991).

Inducciones en la anchoveta empleando hormonas exdgenas permitird comprender el

proceso de maduracién final y desove el cual podra permitir a futuro evaluar el estado



reproductivo de la especie no solo a nivel histoldgico sino también a nivel hormonal.
Ademas permitira validar o ajustar parametros reproductivos necesarios para el calculo
de la biomasa desovante, tal como edades de foliculos post ovulatorios (Santander,
1984).

El presente trabajo determind el efecto de un analogo de hormona liberadora de
gonadotrofina (GnRHa) sobre la maduracion final ovocitaria y los perfiles hormon

plasméticos de Testosterona, 173 Estradiol y 17a, 20p dihidroxiprogesterona en E.
ringens asi como también establecié la relacion entre los niveles plasmaticos de T, E2 y
17a, 20B DP durante el proceso de maduracién final, desove y post desove con la

finalidad de comprender el proceso de maduracién final ovocitaria y desove.



2. ANTECEDENTES

La manipulacién del control ambiental para reproducir peces silvestres en cautiverio es
factible en pocas especies (Suquet et al., 2005), por ello, el uso de métodos quimicos
resulta ser una alternativa ante esta problematica (Patifio, 1997). Dichos métodos estan
basados en el mecanismo secuencial hipotalamo-hipéfisis-génada, mecanismo que
puede ser controlado en cada uno de sus tres niveles, inhibiendo o promoviendo

respuestas en el proceso reproductivo (Garcia, 1995).

Desde la década de 1930 hasta mediados de 1970 se desarrollaron técnicas de
hipofisacion (Garcia, 1995), las que siguen siendo usadas hasta la actualidad (Adebayo
& Fagbenro, 2004). Estas técnicas se basan en inyectar CPE (extracto de pituitaria de
carpa), SPE (extracto de pituitaria de salmdn) y/o cualquier extracto a partir de hipofisis

de peces para inducir la maduracion final y el desove (Leong, 1971).

Posteriormente, a mediados de 1970 se empezaron a desarrollar técnicas que estimulan
la produccién de gonadotrofinas enddgenas por la hipdfisis del pez inducido (Garcia,
1995). Estas técnicas estan basadas en el uso de hormonas liberadoras de gonadotrofinas
(GnRH) de mamiferos o analogos estructurales de ellas como [D-Ala®, Pro’-NEt]-
GNnRH, D-Ala®-LHRH etilamina, desGly'®-LHRH etilamida y desGly**-D-Ala’- LHRH

etilamida.

Experimentos en laboratorio han comprobado que los GnRH analogos (GnRHa) son
méas efectivos que los GnRH nativos debido a la modificacion en su estructura
molecular, la cual evita la degradacién de la hormona por acciones enzimaticas de
endopeptidasas (Zohar et al., 1990). Estas modificaciones consisten en la sustitucién de
los aminoacidos de las posiciones 5-6 y 9-10 por aminoacidos dextro rotatorio y grupo

etilamina, respectivamente (Goren et al., 1990).

Por otro lado, se ha demostrado que el mecanismo secuencial hipotdlamo — hipdfisis -

gonada esta regulado por sistemas de retroalimentacion negativo y positivo dependiente



de estradiol (Peter & Yu, 1997) o por un control dopaminérgico dependiente de
dopamina (DA) (Richard et al., 1988).

La DA es un neurotransmisor que al interaccionar con sus receptores D2 en las células
gonadotrofas de la hipéfisis (Chang et al., 1990) bloquea la liberacion de LH, es decir
obstaculiza la accion de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH) (Peter
& Yu, 1997). Combinaciones de antagonistas de DA como pimozide (PIM),
metoclopramide (MET) o domperidona (DOM) con anélogos de GnRH efectiviza la
accién del GnRHa induciendo la ovulacion y el desove en especies con un fuerte control

dopaminérgico (Richard et al., 1988).

Varios trabajos se han llevado a cabo al respecto. Brzuska y Adamek (1999) obtuvieron
100% de desoves del pez siluriforme Silurus glanis empleando LHRHa-etilamida 'y PIM
en dosis de 20 pg Kg' y 10 mg Kg*, respectivamente. Sin embargo, utilizando
Ovaprim [(D-Arg6, Pro9-NEt) sGnRH + DOM] en dosis de 0,33 ml Kg™ obtuvieron el
mismo porcentaje de desoves pero ovocitos de menor calidad. Asimismo, Tan-Fermin
en 1991 empleando una combinacién de 0,05 ug g* LHRHa + 1 pg g* PIM obtuvo
100% de ovulacién 16 a 20 horas post inyeccion en hembras de Clarias macrocephalus
(Tan-Fermin & Emata, 1993).

Por otro lado, ademés de emplear extractos de hipofisis, GnRH nativos y GnRH
analogos, se han empleado gonadotrofinas (GtH). Estas hormonas lipoproteicas
placentarias o hipofisiarias que estimulan el desarrollo y actividad hormonal de las

gonadas, estan clasificadas segun su origen.

Las gonadotrofinas obtenidas de mamiferos utilizadas en la induccién de peces pueden
ser hipofisiarias (LH, hormona luteinizante; FSH, hormona foliculo estimulante) o
placentarias (HCG, gonadotrofina corionica humana; PMSG, gonadotrofina sérica de
yegua prefiada) (Garcia, 1995), mientras que las gonadotrofinas provenientes de peces
son de origen hipofisiario y son la GtH-1 y GtH-1l, funcionalmente homologas a la FSH
y LH, respectivamente (Swanson, 1991 CIT. en Patifio, 1997; Yaron et al., 2003).



En general la gonadotrofina més empleada en sus diferentes denominaciones
comerciales es la HCG. Leong (1971) inyectando HCG en dosis de 25, 50 y 100 Ul/ pez
no obtuvo desoves de anchoveta del norte Engraulis mordax; pero utilizando
combinaciones de HCG con SPE o CPE consiguié desoves 18 horas después de la
segunda inyeccion. Pruebas preliminares en el IMARPE muestran una escasa respuesta

a esta hormona por parte de E. ringens (comunicacion personal).

Toda esta secuencia de respuestas hormonales tiene como blanco al ovocito folicular,
unidad bésica del ovario (Nagahama, 1987; Redding & Patifio, 1993), el cual consta de
una célula germinal central (ovocito) y células somaticas (células foliculares), estas

ultimas diferenciadas en dos monocapas, la teca y la granulosa (Tresierra, 2002)

En las células de la teca se producen una serie de reacciones enzimaticas que pueden
seguir dos rutas diferentes, segun se trate de la fase de crecimiento ovocitario o de la
maduracion final (Figura 1). En la primera fase, la cual corresponde al crecimiento del
ovocito, la progesterona luego de varias transformaciones es convertida a testosterona
(T). Este androgeno atraviesa la membrana basal y entra a las células de la granulosa
donde es convertida a 17p Estradiol (E2) por accion de la P450 aromataza (P450 arom).
El E2 estimula la sintesis y secrecion hepatica de la vitelogenina, la que es incorporada
en el citoplasma del ovocito en crecimiento (Nagahama, 1987) (Figura 2).

La segunda fase, que corresponde a la maduracién final ovocitaria, permite la formacion
de las hormonas inductoras de la maduracion (MIS) como la 17a, 20B
dihidroxiprogesterona. Para ello, la 17a hidroxyprogesterona (17P) sintetizada en las
células de la teca a partir de la progesterona, atraviesa la membrana basal y entra a las
células de la granulosa donde es convertida en MIS por la enzima 2083 hidroxiesteroide
deshidrogenasa (203-HSD) (Nagahama, 1997), reactivando la meiosis y permitiendo asi

la maduracion final del ovocito con el consiguiente desove (Nagahama et al., 1983)

Nagahama et al. (1983) demostraron que el MIS més efectivo en la induccion a la
maduracion final en Plecoglosus altivelis, Oncorhynchus rhodurus, Salmo gairdneri y
Carassius auratus es el 17a, 20p dihidroxiprogesterona (17a, 208 DP), aunque en

algunos perciformes como Morone sp., Micropogonias undulatus se ha identificado al



170, 208, 21 trihidroxiprogesterona (17a, 2083, 21 DP) como el MIS en esas especies
(Mylonas et al., 1998; Trant et al., 1986; Trant & Thomas, 1989)

Estudios sobre los niveles circulante s de hormonas reproductivas en salménidos (tipo
sincronico) son consideradas el perfil clasico de hormonas circulantes en peces (Yan et
al., 1992; Tyler et al., 1991). Sin embargo, los niveles plasméaticos de estas hormonas
reproductivas vana depender del tipo de desarrollo ovérico de la especie, es decir tipo
sincronico, tipo grupo sincronico o tipo asincrénico (Barrios, 2005; Asturiano et al.,
2002; Rinchard et al., 1993; Migaud et al., 2003).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtenciodn de peces y su acondicionamiento en cautiverio

Anchovetas provenientes de la Bahia del Callao fueron capturadas utilizando de sistema
de red izada y atraccion con luces (Foto 1), colocadas en tanques de 300L y
transportadas al Laboratorio de Biologia Experimental del IMARPE. Los peces fueron
acondicionados al cautiverio por un periodo de 4 semanas en tanques de 10 m® con
temperatura del agua a 16 °C, recirculacion de agua de mar, fotoperiodo de 8 horas luz /
16 oscuridad y alimentados con alimento microencapsulado el cual fue reemplazado

gradualmente por alimento extruido (4,61 Kcal g™)

Transcurrida la fase de acondicionamiento, peces de tallas mayores a 14 cm fueron
trasladados a tanques de 2 m* (Foto 2) con temperatura del agua a 16 °C, recirculacion
de agua de mar, fotoperiodo de 8 horas luz / 16 oscuridad y alimentados ad libitum con
alimento extruido (4,61 Kcal g™*) por un periodo de dos a tres semanas hasta alcanzar su

madurez gonadal (Espinoza et al., 2006)

3.2 Inyeccion de Hormonas

Los peces fueron anestesiados con Tricaina a una concentracién de 80 mg L™ durante 4
minutos y luego se les inyectd intraperitonealmente (entre la aleta pélvica y el poro
genital) la hormona con y sin el antidopaminérgico, y la solucidn salina utilizando aguja
hipodérmica N° 29 (Foto 3).

Se evaluaron 2 tratamientos hormonales los que incluyeron acetato de buserelina
contenida en Conceptal® como analogo de hormona liberadora de gonadotrofina
(GnRHa) y DOM contenida en Netaf como antidopaminérgico. A pesar que la DOM no
potencia el efecto del GnRHa sobre el desove en E. ringens (Cisneros et al., 2006), se
incluyeron tratamientos con este antidopaminérgico para evaluar su efecto sobre la

maduracién final ovocitaria.



Los tratamientos fueron: 0,005 pg de GnRHa g™ de peso corporal; 0,005 pg GnRHa g™
de peso corporal + 0,01 mg DOM g™ de peso corporal; control con solucién salina al
0,9 % y control sin tratamiento alguno. Se evaluo el efecto de los tratamientos sobre los
niveles plasméticos de hormonas esteroideas y sobre la maduracién final de los ovocitos
a0, 12, 24 y 48 horas post inyeccion (pi). Por cada tratamiento se inyectaron tandas de
5 peces hasta tener como minimo 5 peces o como maximo 15 peces por tratamiento. El

numero de peces por tratamiento se establecio a partir de pruebas preliminares.

TRATAMIENTO DOSIS
H GnRHa 0,005 pg g™
HD GnRHa + Domperidona 0,005 pg g+ 0,01mg g™
SS Solucién Salina 0.9%
Sl Sin inyeccion

Transcurrido las 0, 12, 24 y 48 horas de pi, los peces fueron sacrificados mediante una
sobre exposicion en tricaina (80 mg L™) para luego proceder a la obtencién de sangre y

extraccion de las génadas.

3.3 Extraccidn de las gbnadas y analisis histoldgico

Debido a la falta de dimorfismo sexual en los ejemplares de anchoveta, se determino el
sexo de los peces al momento que fueron extraidas las gonadas, considerando en el

analisis solo las gonadas de hembras de anchoveta.

Las gonadas fueron procesadas mediante la técnica de infiltracion de parafina
(Humason, 1979); para lo cual se tom6 una muestra de cada gonada (aproximadamente
Y, de la gonada total) para deshidratarla, aclararla e infiltrarle parafina en un procesador
automdtico de tejidos LEICA modelo TP1020 (Foto 4). Luego que las muestras
estuvieron inmersas en parafina se les coloc6 en moldes modelo Paraflex para ser

cubiertos nuevamente con parafina y formar un blogue por muestra.



Las muestras fueron cortadas a 7 um de espesor con un micrétomo LEICA modelo
RM2125RT, montadas en laminas portaobjetos, secadas y coloreadas con hematoxilina-
eosina en un coloreador automatico de tejidos LEICA modelo Autostainer XL. La
observacion de los cortes histologicos se realizo en un microscopio optico Nikon
modelo Eclipse E400 con aumentos de 100X a 400X.

Para identificar el estadio de madurez de los ovocitos después de cada tratamiento se
utilizé la catalogacion de Hunter y Macewicz (1983) para la anchoveta del norte E.
mordax. El efecto de cada tratamiento sobre la maduracion final ovocitaria fue
determinado en base a la cuantificacion de hembras con ovocitos vitelogenados (OV),
ovocitos con nucleo migratorio (ONM), ovocitos hidratados (OH) y foliculos post
ovulatorios (FPO); considerando como estadio de madurez del pez al estadio ovocitario

mas avanzado encontrado en la génada.

3.4 Determinacion de Hormonas Esteroideas en plasma

Para obtener las muestras de sangre, los peces fueron cortados diagonalmente en el
pedunculo caudal, la sangre fue colectada en tubos Eppendorf de 1,5 ml de capacidad
bafiados con heparina sodica. Las muestras fueron mantenidas a 5 °C y luego
centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante fue colocado en tubos

Eppendorf de 1,5 ml de capacidad y almacenado a ~20 °C hasta su posterior analisis.

Se cuantificaron los niveles plasmaticos de la Testosterona (T), 17 Estradiol (E2) y
17a, 20B dihidroxiprogesterona (17a, 203 DP) en los laboratorios de la Seccion
Oceanografia de la Universidad de la Republica, Montevideo — Uruguay empleando
técnicas de radioinmunoensayo (RIA) segin metodologia descrita por Barrios (2005).
Para ello, fue necesario preparar para cada hormona los siguientes productos quimicos:
solucién TPG, solucion stop, trazadores y antisueros.

Solucién TPG:



Empleada para retomar los esteroides de las muestras, preparar la curva estandar y diluir
los antisueros y trazadores. Compuesta por solucion buffer fosfato (50 mM, 150 mM,
NaCl, pH 7,4) y gelatina 0,1 %.

Solucion Stop:
Empleada para detener la reaccion de competencia entre el antigeno marcado (trazador)
y el antigeno no marcado, separando la fase libre de la fase ligada. Contiene 500 mg de

carbdn, 50 mg de dextran T/70 diluido en solucién buffer fosfato.

Trazadores:

Son los esteroides radiomarcados. La cuantificacion de su radioactividad fue empleada
para determinar la cantidad del esteroide problema. Los trazadores [1, 2, 6, 7-H]-
Testosterona [sp.act.] = 95.0 Ci mmol™ y [2, 4, 6, 7-*H]-17B-Estradiol [sp.act.] = 92.0
Ci mmol™ fueron comprados, mientras que *H-17, 20 DP por no estar disponible
comercialmente fue sintetizado en el laboratorio de la Seccion Oceanografia de la
Universidad de la Republica. De estos trazadores se tomo una muestra de 100 ul las que
fueron diluidas con TPG hasta una concentracion entre 9000 — 13000 cpm (cuentas por

minuto)

Antisueros:

Los antisueros empleados en este trabajo fueron obtenidos por inmunizacion de
conjugados en conejos (esteroides unidos a albdmina sérica bovina) (INRA, Rennes,
Francia). Los antisueros empleados, anti-Testosterona, anti-173 Estradiol y anti-17a,
20 dihidroxiprogesterona, fueron diluidos con solucion TPG de una proporcion de
1/50 a una proporcién de 1/1600, 1/400 y 1/3000, respectivamente.

Por otro lado, los esteroides de las muestras fueron aislados por doble extraccion usando
una mezcla de acetato de etilo: ciclohexano (1:1). Una vez evaporada la mezcla, los
esteroides se retomaron en 800 ul de solucion TPG. Los componentes para la corrida

del RIA fueron los siguientes:

Cuentas Totales (T):



Es el valor de CPM maximo de la hormona marcada radiactivamente, equivale al 100%
de cpm. Es la mezcla de la solucién TPG con el trazador, no lleva solucién Stop debido

a que no ocurre ninguna reaccion de competencia.

Cuentas no especificas (Ns):
Nos da el valor del cpm producto de ninguna reaccion de competencia entre el trazador
y la muestra, su resultado esta calificado como el valor de error del RIA. Es la mezcla

de solucion stop con el trazador.

Pegada Méaxima (Bo):
Nos proporciona el valor de pegada maxima (mayor valor de cpm) que puede dar la
union del antisuero con el trazador. Es la mezcla de la solucion TPG, el trazador y el

antisuero.

Curva estandar:

Se establecio con 11 diluciones conocidas a partir de esteroides no radiomarcados (E2,
Ty 170, 20 DP). Estas diluciones fueron mezcladas con sus respectivos trazadores y
antisueros, estos Ultimos a concentraciones conocidas. A partir de los cpm registrados
de la competencia entre el esteroide no radiomarcado y el trazador por el antisuero, se
establecieron los valores tedricos de cpm para cada concentracion. Esto fue necesario
para interpolar los valores de cpm de la muestra y determinar la cantidad de esteroides
por tubo en cada una de ellas. El limite de la curva estandar fue determinado en 3

pg/tubo.

Valor de muestra:

El valor de cpm es el resultado de la competencia de ligazon entre el trazador y los
esteroides de la muestra por el antisuero. Son los esteroides separados del suero y
retomados en solucién TPG, estos esteroides fueron mezclados con sus respectivos

trazadores y antisueros.

Luego de haber distribuido los T, Ns, Bo, curva estdndar y muestras en tubos de 7 ml se
les incubo a 18 °C por 20 horas, tiempo estimado para asegurar que ocurra la reaccion
de competencia de ligazon en los tubos que contenian el Bo, la curva y las muestras. La

reaccion fue detenida a 0 °C empleando solucién stop (menos los totales), en seguida
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los tubos fueron vortexeados, incubados a 2-3 °C durante 15 minutos y centrifugados a
4000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante fue trasvasado a tubos de centelleo de 5
ml, y luego se les agregd 4 ml de liquido de centelleo (Foto 5) para medir su
radioactividad en un contador de centelleo beta Beckman modelo LS 6000IC (0 a 19
mEv). Los valores de cpm de las muestras fueron interpolados con los valores de cpm

de la curva estandar para determinar la cantidad de esteroide por ml de sangre.

3.5 Analisis de datos

Para cada tratamiento se evaluaron las frecuentas de estadios ovocitarios y los niveles
plasmaticos de Testosterona, 17f Estradiol y 17a, 203 dihidroxiprogesterona a las 0,
12, 24 y 48 horas pi a fin de evidenciar algun efecto producido por el GnRHa. Por otro
lado, se correlaciond los niveles plasmaticos de T, E2 y 17a, 208 DP con los OV,
ONM, OH, FPO-0 y FPO-1 para tratar de establecer el nivel hormonal esteroideo segun
el estadio de maduracion final, desove y post desove. Este analisis solo integré los datos
de las hembras inyectadas con GnRHa ya que los controles no presentaron avance de

estadios mas alla de OV.

3.6 Andlisis Estadistico

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre los estadios de
maduracion final de las hembras tratadas con GnRHa y GnRHa+DOM se emplearon
tablas de contingencia. Los datos de niveles plasmaticos esteroideos fueron
trasformados con Log 10, la normalidad de los datos y homogeneidad de varianzas se
evalud utilizando los tests estadisticos Lilliefors y F max, respectivamente. Para
determinar la existencia de diferencia significativa entre los niveles plasmaticos
esteroideos a diferentes tiempos de pi se utiliz6 ANDEVA de una via y el test de Tukey
para las comparaciones multiples, mientras que para determinar si habia diferencias
entre los tratamientos se utiliz6 el test t-student con ajuste bonferroni. Los niveles
plasmaticos de T, E2 'y 17a, 203 DP en los estadios ovocitarios de la maduracion final y

desove se analizaron con ANDEVA de una via y para las comparaciones multiples se
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utilizo el test de Tukey (Systat, version 11.1). El nivel de probabilidad utilizado en

todos los casos fue de 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efecto del GnRHa sobre la maduracion final ovocitaria.

No se encontro diferencias significativas entre las frecuencias de estadios ovocitarios de
los peces no tratados y los inyectados con solucion salina (tabla de contingencia, p >
0,05) por lo que se les consideré como un solo grupo control (C) (Tabla 1).

El andlisis histoldgico mostrd que las hembras tratadas con H y HD presentaron OV a

las 0 horas pi al igual que todas las hembras del grupo control (Figura 4).

Las hembras tratadas con H y HD evaluadas a las 12 y 24 horas pi mostraron génadas
con OV, ONM, OH y FPO sin presentar diferencias significativas (tabla de
contingencia, p>0,05); sin embargo, las hembras que fueron evaluadas por 48 horas, si
presentaron diferencias significativas entre la frecuencia de estadios ovocitarios (tabla

de contingencia, p = 0,032) (Figura 4).

Las hembras tratadas con H que fueron evaluadas a las 0 horas pi solo mostraron en sus
goénadas OV, transcurridas las 12 horas pi empez0 a observarse ONM (55,6%) luego, a
las 24 horas pi ademas de las hembras con ONM (41,7%) se registraron hembras con
OH (25%) y FPO-0 (25%). Finalmente, 48 horas pi se observd hembras con FPO-1
(45,5%), hembras con OV (27,3%), hembras con ONM (18,2%) y hembras con OH
(9,1%) (Figura 4a).

Al igual que las anchovetas tratadas con H, las hembras tratadas con HD evaluadas a las
0 horas pi solo mostraron OV. Sin embargo, 12 horas pi ademas de observarse hembras
con ONM (38,5%) se registraron FPO-0 (7,7%); a las 24 horas pi se observaron OH
(21,4%) y FPO-0 (7,1%). Posteriormente, 48 horas pi solo se observaron hembras con
OV (77,8%) y con OH (22,2%) (Figura 4b).
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4.2 Efecto del GnRHa sobre los niveles plasmaticos de hormonas esteroideas.

No se encontré diferencias significativas entre los niveles plasméticos de los peces no
tratados y los inyectados con solucién salina (chi cuadrado, p > 0,05) por lo que se les

consider6 como un solo grupo control (C).

Testosterona

En todos los tratamientos (HD, Hy C) los niveles de T presentaron la misma tendencia,
no encontrandose diferencias significativas entre ellos (test t-student con ajuste
bonferroni, p > 0,05) mientras que si las hubo al comparar los valores a los diferentes
tiempos de pi (ANDEVA de una via, p < 0,001) determinando que el grupo de 12 horas

pi es significativamente diferente que los demas (Test de Tukey, p < 0,05) (Figura 5a).

Los niveles més altos de T se observaron 12 horas pi, siendo 7289 pg/ml en las tratadas
con H y 7255 pg/ml en las tratadas con HD, luego 24 horas pi estos valores
disminuyeron hasta 1939 pg/ml en H y 1612 pg/ml en HD. EI grupo control también
present6 su maximo nivel a las 12 horas pi (6883 pg/ml) disminuyendo a las 24 horas

pi, hasta 2001 pg/ml (Figura 5a).

173 Estradiol

No se hallaron diferencias significativas entre los valores de E2 de los tratamientos test
t-Student con ajuste bonferroni, p > 0,05) pero si entre los valores de E2 a diferentes
tiempos de pi (ANDEVA de una via, p = 0,010). El test de Tukey determind que los
niveles de E2 a 48 horas pi fueron significativamente diferentes a los demaés (p < 0,05).
Por otro lado, el E2 presentd una tendencia creciente conforme transcurrié el tiempo de
pi, alcanzando su maximo nivel a las 48 horas pi, siendo 1610 pg/ml en H, 2218 pg/ml
en HD y 2067 pg/ml en el grupo control. (Figura 5b).

17, 204 dihidroxiprogesterona
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Para el caso de 17a, 203 DP se encontr6 diferencias significativas entre los tratamientos
H y C (test t-student con ajuste bonferroni, p < 0,05), sin embargo no se observaron
diferencias significativas entre los valores hormonales a diferentes tiempos de pi
(ANDEVA de una via, p = 0,115) (Figura 5c).

4.3 Niveles plasmaticos de T, E2 y 17a, 203 DP durante el proceso de maduracion

final, desove y post desove en hembras de E. ringens inyectadas con GnRHa.

Testosterona

Los niveles de T en hembras con OV, ONM, OH, FPO-0 y FPO-1 fueron 3347 pg/ml,
5490 pg/ml, 2413 pg/ml, 1470 pg/mly 3093 pg/ml, respectivamente. No se encontraron
diferencias significativas entre los niveles de T plasmatica en los estadios de
maduracion final ovocitaria (ANDEVA de una via, p = 0,347) a pesar que los niveles de

T en hembras con ONM hayan sido ligeramente mayores (Figura 6a).

17 g Estradiol

En el transcurso de la maduracion final, desove y post desove los niveles circulantes de
E2 fueron incrementandose desde 883 pg/ml en hembras con OV hasta 2338 pg/ml en
hembras con FPO-1. Se observaron diferencias significativas entre los valores de E2
(ANDEVA de una via, p = 0.045). El test de Tukey determind que las diferencias de
estos valores se encontraron en las hembras con ONM y las hembras con FPO-1 (p =
0,020) (Figura 6b).

17, 204 dihidroxiprogesterona
No se encontro diferencias significativas (ANDEVA de una via, p = 0,413) entre los

niveles de 17a, 20 DP de los estadios de maduracion final ovocitaria y post desove,

variando los valores entre 325 pg/ml en OV y 408 pg/ml en FPO. (Figura 6c).
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5. DISCUSION

5.1 Efecto del GnRHa sobre la maduracién final ovocitaria.

Los OV son ovocitos fisiolégicamente inmaduros para ser evacuados, por ello el
estimulo hormonal endégeno por parte de la LH es necesario para que éstos reinicien la
meiosis y activen la maduracion final (Nagahama, 2000). Sin embargo, algunas especies
de peces reprimen este proceso bajo condicion de cautiverio, razén por la cual el
estimulo con hormonas exodgenas o analogos de ellas es una alternativa ante esta

problematica (Garcia, 1995).

Trabajos anteriores han demostrado que la anchoveta peruana bajo condiciéon de
cautiverio alcanza la maduracion gonadal pero no se activa la maduracion final de los
ovocitos ni se produce el desove (Espinoza et al., 2006). Sin embargo, los resultados del
presente trabajo demuestra que el estimulo hormonal exdgeno con un analogo de GnRH
logra activar la maduracidn final ovocitaria en individuos de anchoveta en cautiverio. El
éxito de la activacion de dicho proceso esta condicionado en inyectar hembras con
ovocitos vitelogenados, de lo contrario la GnRH inyectada conllevaria a la sintesis de
FSH y no de LH (Nagahama, 1987).

Las gonadas de las hembras evaluadas 12 horas pi presentaron ONM, evidenciando asi
que el uso del conceptal activa la maduracion final ovocitaria, la que consiste en la
migracion de la vesicula germinal a la periferia por accion de 17a, 20 DP 6 17a,
20B, 21 TP (Nagahama, 1987). Experimentos en Mugil cephalus mostraron que la
activacion de la maduracion final se producia 24 horas después de haber sido inyectados
con CPE y LHRHa (Tamaru et al., 1991).

Si bien la activacion de la maduracion final ovocitaria se evidencié 12 horas pi con la
presencia de ONM, el avance de este proceso se corrobord 24 horas pi cuando las
hembras tratadas con H y HD presentaron en sus gonadas ONM OH, y FPO-0,
confirmando asi que se estaba produciendo el desove de los ovocitos.
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A diferencia de los peces tratados con H 48 horas pi, no se produjo ningun avance en la
maduracion final de los peces tratados con HD, lo que plantearia un posible efecto
retardante por parte de la DOM. Similares resultados fueron obtenidos por Prat et al.
(2001), quienes plantearon que combinaciones de GnRHa+PIM no solo no mejoran el

efecto del GnRHa sino que inhibe el efecto de la hormona en Dicentrarchus labrax.

Debido a la presencia de OH y FPO-0 a las 24 horas pi en hembras tratadas con H, se
espero que a las 48 horas pi el porcentaje de hembras con FPO-1 hubiese sido cercano
al 100% y no 45,5%. Esto indica que a pesar de la eficacia de la hormona como inductor
del desove, la dosis suministrada no fue suficiente para permitir una liberacion continua
de LH; debido posiblemente a una rapida degradacion de la cantidad de GnRHa
suministrada por accion de endopeptidasas. Trabajos en perca plateada revelaron que
empleando una dosis de 0,02ug g'1 de GnRHa solo se conseguia un 42,9% de desove,
pero empleando dosis mayores de 0,03-0,04 pg g™ se conseguia un 100% de desove
(Levavi-Sivan et al., 2004).

Las técnicas de inyeccién a manera de dosis preparatoria y desencadenante son
utilizadas principalmente con gonadotrofinas (Peter & Yu). Sin embargo, esta
metodologia ha sido empleada también al inyectar GnRH y GnRHa, con la finalidad de
prolongar el tiempo de vida media de los mismos (Garcia, 1995, Prat et al., 2001). Tal
es el caso utilizado por Firat et al. (2005) en lubina europea Dicentrarchus labrax,
donde la aplicacion de 0,02 ng g™ de LHRHa en dos dosis, desencadend la maduracion

final y el desove.
Sin embargo, la ventaja de utilizar una sola dosis de hormona es que se evita el estrés de
los peces producto de la manipulacion; lo cual ha tenido resultados favorables en

especies como Heterobranchus bidorsalis y Bidyanus bidyanus (Levavi-Sivan et al.,
2004; Adebayo & Fagbenro, 2004).

5.2 Efecto del GnRHa sobre los niveles plasmaticos de hormonas esteroideas
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Los niveles de T plasmatica luego de que los peces fueran inyectados con la hormona,
mostraron su mayor incremento 12 horas pi, tiempo en el cual el porcentaje de peces
con ONM fueron mayores. Estos resultados coinciden con los presentados en Mugil
cephalus donde este incremento resultaria ser una sefial al cerebro o hipdfisis de que la
gonada se encuentra madura (Tamaru et al., 1991). Asimismo, estudios en
Dicentrarahcus labrax, revelaron que el pico maximo de T se produce 24 horas pi,

previo al rompimiento de la membrana de la vesicula germinal (Prat et al., 2001)

El incremento de E2 plasmético en E. ringens tuvo su méaximo valor después del
desove, aproximadamente 48 horas pi. La anchoveta, por ser un pez de tipo asincronico
presenta génadas con ovocitos previtelogenados y en plena vitelogenesis (Murua &
Saborido-Rey, 2003), esto implica una sintesis continua de vitelogenina en el higado
por accion del E2 presente (Le menn et al., 2000), por otro lado este aumento de E2
estaria implicado en el reclutamiento de nuevas ovogonias para el siguiente bache de
desove, como lo descrito para otras especies con génada de tipo asincronico (Devlin &
Nagahama, 2002).

Cuando los ovocitos dejan de incorporar vitelogenina en su citoplasma y se activa la
maduracion final con la migracion de la vesicula germinal, la actividad de sintesis de la
P450 arom decae, no habiendo conversion de T a E2 (Nagahama, 2000). Sin embargo,
estudios en Pagrus auratus determinaron que el incremento de T y E2 plasmatico
dentro del tiempo en que se producen los desoves, se debe a una actividad
esteroidogénica propia de foliculos con ovocitos en plena vitelogénesis que se

encuentran en la misma goénada (Pankhurst & Carragher, 1992).

Los bajos niveles de E2 en E. ringens entre las 0 y 12 horas pi coinciden con los
mayores porcentajes de hembras con OV y ONM donde la sintesis de MIS aun no se
produce o recién comienza, respectivamente. Sin embargo, a las 24 y 48 horas pi
cuando los porcentajes de hembras con OH y FPO aumentaron, este incremento durante
el desove y post desove se debe a los ovocitos previtelogénicos y en plena vitelogénesis

que contiene la gonada (Figura 3f).
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En los peces del grupo control los niveles de T y E2 a diferentes tiempos de pi no
presentaron diferencias significativas con los niveles de los peces tratados con HD y H.
Tratamientos de peces control puestos en tanques no acoplados al sistema de
recirculacién podrian haber descartado un posible efecto feromonal por parte de los

peces inyectados con la hormona.

Tomando el cuenta que los niveles de 17a, 2038 DP de los peces tratados con H fueron
significativamente mayores que los del grupo control, hace suponer en primera instancia
que el MIS implicado en la activacion de la maduracién final del ovocito de E. ringens
sea el 17a, 20p DP. Sin embargo, no se registrd diferencia significativa entre los niveles
del MIS a diferentes tiempos de pi, posiblemente por no haber realizado el muestreo de
sangre justo en el momento que se increment6 el MIS, momento que ocurre durante un

corto tiempo y cuando la vesicula germinal empieza a romperse (Nagahama, 1994).

Al respecto, estudios in vitro han revelado que luego de ser sintetizado el 17a, 203 DP
éste es detectable alrededor de un maximo de 2 horas explicando asi su rapido
metabolismo (Migaud et al., 2003).

Los resultados muestras que el efecto de la inyeccion de GnRHa sobre la activacion de
la maduracion final de ovocitos de E. ringens se produjo 12 horas pi aproximadamente,
momento en el cual se observd mayor proporcién de hembras con ONM y 12 a 36 horas
més tarde se produjo el desove. Posiblemente el periodo de 12 horas no permitid
detectar el pico maximo de este MIS entre 12 y 24 horas pi; momento que coincide con

el rompimiento de la membrana de la vesicula germinal.

Similares resultados fueron obtenidos por Prat et al. (2001), quienes no encontraron
diferencias significativas entre los niveles de 17a, 208 DP plasmaticos en
Dicentrarchus labrax, infiriendo que la elevacion de este MIS pudo haber ocurrido

entre las 48 horas luego de la segunda inyeccion y el desove.
En Mugil cephalus el resultado del andlisis del 17a, 203 DP mostr6 que a las 30 horas

pi se produjo el maximo nivel de este MIS, tiempo posterior a la migracion de la

vesicula germinal y previo al desove (Tamaru et al., 1991). Del mismo modo, estudios
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en Bidyanus bidyanus mostraron que este esteroide se incrementd gradualmente luego
de la inducciéon con GnRHa, mostrando su maximo nivel 12 horas antes del desove
(Levavi-Sivan et al., 2004).

Por otro lado, la similitud de los niveles de 17a, 208 DP durante todo el experimento
haria suponer que no se trate del MIS de E. ringens, sino posiblemente el 17a,
20B, 21 TP. Lamentablemente no se pudo disponer de este esteroide para realizar su
cuantificacion en los plasmas de anchoveta. Una de las primeras especies en las que se
determind la funcion de MIS al 17a, 20B, 21 TP fue Micropogonias undulatus (Trant &
Thomas, 1989). Valores promedios alrededor de cero de 17a, 208 DP en Dicentrarchus
labrax sugirieron al 17a, 208,21 TP como el MIS en esta especie (Alvarifio et al.,
1992)

Asimismo, se ha observado la coexistencia de 17a, 208 DP y 17a, 203,21 TP en
Morone saxatilis (Mylonas et al., 1998) y Morone Chrysops (Mylonas et al., 1997)
comprobandose la funcion de ambos como MIS en estas especies. Asturiano en el 2000

sugirid que es posible que en algunas especies se presente un doble rol en ambos
esteroides (Prat et al., 2001). Asimismo, Barrios (2005) propuso que podria existir una
accion sinergica entre el 17a, 20p DP y el 17a, 20B3, 21 TP en Micropogonias furnieri,
proponiendo que la funcién inductora de la maduracion recae en el 17a, 20B, 21 TP, asi

como en otros perciformes (Trant & Thomas, 1989; Thomas, 1994).

5.3 Niveles plasmaticos de T, E2 y 17a, 208 DP durante el proceso de maduracién

final, desove y post desove en hembras de E. ringens inyectadas con GnRHa.

Los niveles circulantes de hormonas esteroides en plasma dependen de la organizacion
del ovario y de su desarrollo ovocitario, es decir, los peces con desarrollo ovarico de
tipo sincronico, grupo sincrénico o asincronico presentan perfiles hormonales

plasmaticos diferentes.
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En las gonadas de los peces de tipo asincronico se encuentran presentes ovocitos en
todos los estadios de desarrollo, por lo que estos peces no estan sujetos a una etapa
reproductiva especifica en el afio ni a un solo desove en su vida como los peces de tipo
grupo sincronico y sincronico, respectivamente. El grupo asincronico esta representado
por géneros como Merlucius, Scombers, Engraulis y en general todos los peces
peldgicos pequefios (Murua & Saborido-Rey, 2003). Muy pocos estudios acerca de los
cambios en los niveles esteroideos plasmaticos relacionados con el desarrollo ovocitario
se han realizado en este tipo de peces, contrariamente a los estudios realizados en peces

con desarrollo gonadal tipo sincrénico y grupo sincrénico (Rinchard et al., 1993)

En este trabajo, los niveles de T en correlacion con los estadios ovocitarios no
mostraron una fluctuacion que permita proponer alguna funcién de este andrégeno
sobre la maduracién final. Estudios anteriores determinaron que no esta claramente
establecido en rol de la T como hormona esteroidea en las hembras (Rinchard et al.,
1993), pero si como precursor en la sintesis de E2 (Nagahama, 1994). Sin embargo,
experimentos en Gobio gobio (Rinchard et al., 1993) muestran que el incremento en los
niveles de T al final de la vitelogénesis indicaria la madurez alcanzada por los ovocitos
listos para ser ovulados, segin observaciones de Kobayashi et al. (1987). En la
anchoveta peruana este incremento de T se produjo cuando las hembras reportaron

ONM, estadio que coincide con el momento previo a la ovulacion.

Para el caso del E2 los resultados muestran una disminucion de los niveles plasmaticos
de E2 a medida que avanzaba la maduracion final de los ovocitos, y un incremento
considerable luego de producirse el desove. Estudios en Sardinops melanostictus, pez
de tipo asincronico, revelan que el E2 aumenta a medida que los granulos de vitelo
ocupan el citoplasma, disminuyendo cuando la vesicula germinal empieza su migracion
(Murayama et al., 1994). Del mismo modo, en Gobio gobio, la disminucién del E2 se
produce a medida que empieza la maduracion final de los ovocitos y se incrementa
luego en post desove (Rinchard et al., 1993). La sintesis de E2 va a depender de la
necesidad de vitelo por los ovocitos, es decir mayor sintesis cuando el ovocito esta en
crecimiento y menor sintesis cuando esta completamente vitelogenado (Le Menn et al.,
2000; Nagahama 1987).
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Los resultados de T y E2 en E. ringens, si bien no se ajustan a los perfiles hormonales
clasicos de salmon (Estay et al., 1998), se asemejan a los presentados en otras especies
gue no necesariamente tienen una gonada de tipo asincronico (Rinchard et al., 1993;
Barrios, 2005). Por ejemplo, estudios en Micropogonias furnieri han sefialado que las
fluctuaciones de T si bien no fueron significativas estan relacionadas a la funcién
precursora del andrdgeno, y el incremento significativo de E2 esta asociado a estadios

ovaricos en regresion (Barrios, 2005).

Varios trabajos acerca de los perfiles hormonales y su relacion con los diferentes
estadios ovocitarios u ovaricos en especies de tipo grupo sincronico se han llevado a
cabo, estos resultados revelan que la T, contrario al E2, no muestra un patrén comun en
las especies de ese tipo (Mylonas et al., 1998; Migaud et al., 2003; Asturiano et al.,
2002). Tal es el caso de Morone saxatilis (Mylonas et al., 1998) y Perca fluviatilis
(Migaud et al., 2003) donde se determinaron que los niveles de T fueron maximos antes
del rompimiento de la vesicula germinal y a partir de la ovulacion, respectivamente. Sin
embargo, en ambas especies los niveles de E2 fueron maximos en la vitelogénesis y

minimos a medida que esta finalizaba y empezaba la migracion del nicleo.

Por otro lado, estudios en Dicentrarchus labrax, revelaron que los niveles de T y E2
presentan variaciones importantes durante su etapa reproductiva, mostrando un
incremento de T previo al de E2, lo que confirmaria su rol como precursor en la sintesis

de este estrogeno (Asturiano et al., 2002).

La homogeneidad de los niveles de 170, 203 DP en los estadios ovocitarios analizados
podria ser explicada por dos razones. La primera razén incurriria en la falta de muestreo
de sangre en el momento en que el esteroide alcanzé su maximo nivel como se
menciond anteriormente. Experimentos en laboratorio demostraron que este incremento
de MIS se da por un corto periodo de tiempo y ocurre justo antes de la ovulacion,
cuando la membrana de la vesicula germinal se rompe (Mylonas et al., 1997; Mylonas
et al., 1998; Murayama et al., 1994; Tamaru et al., 1991).

La segunda razon que explicaria la falta de variacion de los niveles de este MIS en los
OV, ONM, OH, FPO-0 y FPO-1 es que quizas no se trate del MIS en E. ringens, como

en Micropogonias furnieri donde los niveles de 17c, 208 DP tampoco mostraron
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variacion alguna previo ni durante el desove (Barrios, 2005). Al realizar el seguimiento
del 17a, 20p DP a lo largo del desarrollo ovocitario de tratarse del MIS de E. ringens se
podria identificar un incremento significativo justo antes del desove como lo
manifestado en otras especies (Migaud et al., 2003; Murayama et al., 1994; Rinchard et
al., 1993)

Por otro lado, experimentos en otras especies marinas como Cynoscion nebulosus
(Thomas, 1994), Dicentrarchus labrax (Asturiano et al., 2002) y Morone saxatilis
(Mylonas et al., 1998) han coincidido con la presencia del 17a, 20p, 21 TP plasmético
momentos previos al desove, de esta manera y como se ha mencionado anteriormente,
no se descarta la posibilidad que el MIS implicado en la maduracidn final y desove en la

anchoveta peruana sea el 17a, 203 21 TP.
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6. CONCLUSIONES

La inyeccion intraperitoneal de acetato de buserelina a 0,005 pug g™ en una sola
dosis activa la maduracion final ovocitaria de hembras maduras de E. ringens 12

horas después de haber sido suministrada.

La combinacion de acetato de buserelina con domperidona tendria un efecto

retardante sobre el proceso de maduracion final ovocitaria y desove.

La inyeccion del GnRHa evidencié que los perfiles hormonales de E2

disminuyen durante la maduracion final y se incrementan en post desove.
Se sugiere que el 17a, 20B DP podria estar implicado en la activacion de la

maduracion final ovocitaria de E. ringens sin llegar a ser el principal MIS en este

proceso, pudiendo recaer esta funcion en el 17a, 208, 21 TP.
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7. RECOMENDACIONES

1. Probar si dosis mas altas o fraccionadas incrementan el efecto de la GhnRHa sobre
la liberacion de gonadotrofinas endogenas a fin de conseguir un menor tiempo de

respuesta 0 un mayor porcentaje de desove.

2. Comparar los niveles hormonales de T, E2 y 17a, 20p DP de individuos silvestres
y en cautiverio de E. ringens para poder descartar el efecto que pudiese tener el

confinamiento en cautiverio sobre la secrecién de los mismos.
3. Realizar estudios sobre los niveles hormonales de T, E2 y 17a, 20 DP durante la

maduracion final en otros peces de interés pesquero y/o acuicola del Peru a fin de

entender sus procesos reproductivos para un mejor manejo.
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Anexo 1. Caracterizacion histolégica de los ovocitos de la anchoveta del norte

Engraulis mordax segun descripciones de Hunter y Macewicz:

Ovocitos Vitelogenados (OV) (Figura 3a).

Los ovocitos estdn completamente vitelogenados, los granulos de vitelo han ocupado
todo el espacio citoplasmatico, desde la periferia de su membrana hasta la zona
perinuclear. Estos granulos de vitelo por ser eosinéfilos hacen que los ovocitos se tifian
de color grosella. La posicion de la vesicula germinal o ndcleo es central. Las células de
la granulosa tienen una forma rectangular y ancha en cortes cruzados y sus paredes son
evidenciadas claramente en cortes sagitales. La zona radiata es ancha, estriada y

eosinofila.

Ovocitos con ndcleo migratorio (ONM) (Figura 3b).
La vesicula germinal del ovocito migra hacia la periferia; los granulos de vitelo
empiezan a fusionarse unos con otros para formar una masa continua de vitelo que

mantiene afinidad por la eosina.

Ovocitos Hidratados (OH) (Figura 3c).

La hidratacion empieza cuando la vesicula germinal ha completado su migracion a la
periferia, la vesicula germinal de un ovocito hidratado no es visible porque después de
terminar de migrar al polo animal la membrana nuclear se desintegra dispersando su
contenido. Durante la hidratacion, todos los globulos de vitelo se fusionan en una sola
placa y el ovocito se expande grandemente, estrechando las células de la granulosa y la
teca. Los ovocitos hidratados son los mas efimeros de todas las clases de ovocitos, la

hidratacion ocurre antes de las 12 horas previas al desove.

Foliculos post ovulatorios del dia cero (FPO-0) (Figura 3d).

Luego de la ovulacion, cuando el foliculo se rompe, las células foliculares aparecen
como cordones o pliegues. Las células de la granulosa, las cuales han sido extensamente
estiradas durante la hidratacion, aparecen alargadas y estrechas con un nucleo
prominentemente largo y central, mientras que las células de la teca estan mas

claramente definidas y adheridas a las células de la granulosa. La degeneracion de los
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foliculos parece empezar luego de las 6-8 horas post desove, siendo la primera sefial de

la degeneracion la presencia de pocos nucleos picnéticos en las células de la granulosa.

Foliculos post- ovulatorios del dia uno (FPO-1) (Figura 3e).

Estos foliculos estan muy encogidos o colapsados y tienen menos dobleces, por ello
tiene una forma menos irregular que los foliculos del dia cero. El lumen, el cual es
mucho mas reducido, puede contener algun material granular, pero en menor cantidad
que en los foliculos del dia cero. Las células de la granulosa no estan ordenadas y son
pocas las células que aun tienen sus paredes intactas, la capa de células tecales esta

presente aunque no es muy distinguible.
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Tabla 1. Frecuencia de hembras que presentaron ovocitos vitelogenados (OV), ovocitos
con nucleo migratorio (ONM), ovocitos hidrataos (OH) y foliculos post ovulatorios

(FPO) tratadas con y sin solucion salina luego de las 0, 12, 24 y 48 horas post

inyeccion.

Tiempo de evaluacion (horas)
0 12 24 48
oV 3 7 5 6
Sin ONM 0 0 1 0
Inyeccion OH 0 0 0 0
FPO 0 0 0 0
ov 3 7 17 6
Solucién ONM 0 0 0 0
Salina OH 0 0 0 0
FPO 0 0 0 0
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Figura 3. Cortes histoldgicos de los ovocitos y foliculos post ovulatorios de Engraulis ringens.
a) Ovocitos vitelogenados (OV), b) Ovocitos con nucleo migratorio (ONM), ¢) Ovocitos
hidratados (OH), d) Foliculos post ovulatorios del dia cero (FPO-0), e) Foliculos post
ovulatorios del dia uno (FPO-1), f) Ovocitos previtelogenados (OPV) en la misma gonada
donde hay foliculos post ovulatorios (FPO) lo que indica que mientras se produce el desove
también se produce el reclutamiento de nuevos ovocitos.
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Figura 4. Efecto de GnRHa 0,005ug g™ (a), GnRHa 0,005ug g*+DOM 0,01 mg g™ (b) y
control (c) sobre la maduracién final ovocitaria. Los nimeros sobre las barras indican la
cantidad de peces inyectados. Solo se observo diferencia significativas entre los tratamientos
a las 48 horas post inyeccion (tabla de contingencia, p=0,032).
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Figura 5. Efecto de GnRHa 0,005ug g™ (H), GnRHa 0,005ug g™*+DOM 0,01 mg g™ (HD) y
control (C) sobre los niveles plasmaticos de Testosterona (a), 173 Estradiol (b) y 17a,
20 dihidroxiprogesterona (c) en hembras de anchoveta peruana. Las letras sobre las barras
indican las diferencias entre los niveles plasmaticos esteroideos; n: nimero de peces tratados.
Sélo se registraron diferencias significativas en los niveles de T y E2 a diferentes tiempos de
pi (p<0,05). El test de Tukey determind que las diferencias ocurrian a las 12 y 48 horas pi,
respectivamente. Para 17a, 208 DP solo se registro diferencia significativa entre los
tratamientos (t-.student con ajuste bonferroni, p <0,05)
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20PB dihidroxiprogesterona (c) durante el proceso de maduracion final, desove y post desove
en hembras de E. ringens tratadas con GnRHa 0,005ug g (H) y GnRHa 0,005ug g™'+DOM
0,01 mg g™ (HD). Las letras sobre las barras indican las diferencias entre los niveles de E2; n:
nimero de peces tratados. S6lo se registraron diferencias significativas entre los niveles
plasmaticos de E2 en los diferentes estadios de maduracién final (ANOVA de una via,
p>0,05), el test de Tukey determino que la diferencia ocurria entre las hembras con ONM y
con FPO-1 (p = 0.020)
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FOTOS
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Foto 1. Captura de anchoveta empleando sistema de red izada y atraccién con luces

Foto 2. Tanques de experimentacion de 2m®.
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Foto 5. Procesamiento de las muestras de esteroides para el RIA.
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GLOSARIO

C: Grupo control que incluye a los peces inyectados con solucién salina y los que no
fueron inyectados.
DOM: Domperidona.

E2: 17 Estradiol.

FPO: Foliculo post ovulatorio.

FPO-0: Foliculo post ovulatorio de 0 dias.

FPO-1: Foliculo post ovulatorio de 1 dia.

FSH: Hormona foliculo estimulante.

GnRH: Hormona liberadora de gonadotrofina.

GnRHa: Analogo de hormona liberadora de gonadotrofina.

Gonada tipo asincronico: Presenta ovocitos en todos los estadios de desarrollo sin
llegar a dominar algun estadio en particular. Sélo cuando ocurre la hidratacion se
observa claramente un grupo de ovocitos con didametro muy diferente, el desove
no esta sujeto a una etapa reproductiva establecida. Ejemplo: Engraulis ringens,
Scomber japoniccus.

Gonada tipo grupo sincronico: En este tipo de génada se pueden diferenciar al menos
2 poblaciones de ovocitos en cualquier momento del desarrollo, una poblacion de
ovocitos grandes y una poblacion heterogénea de ovocitos mas pequefios. Los
ovocitos de mayor tamafio son desovados en la etapa reproductiva en curso
mientras que los mas pequefios son desovados en la siguiente. Ejemplo:
Hippoglossus hippoglossus, Scophthalmus maximus.

Gonada tipo sincrénico: Todos los ovocitos de la gonada desarrollan y ovulan al
mismo tiempo; este tipo de ovario se encuentra en peces que desovan una vez en
su vida y luego mueren. Ejemplo: Oncorhynchus sp. Anguilla sp.

GtH: Hormona gonadotrofina.
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H: Se refiere a las hembras tratadas con GnRHa.

HD: Se refiere a las hembras tratadas con GnRHa+DOM.

LH: Hormona luteinizante.

OH: Ovocitos hidratados.

OPV: Ovocitos previtelogenados.
NM: Ovocitos con ndcleo migratorio.
OV: Ovocitos vitelogenados.

pi: Post inyeccion.

T: Testosterona.

17a, 208 DP: 170, 20p dihidroxiprogesterona.

17a, 20B, 21 TP: 17a, 20, 21 trihidroxiprogesterona.
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