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RESUMEN

Objetivo. Evaluar procedimientos de manejo en cautiverio de ejemplares maduros de doncella
Ageneiosus pardalis, con fines de reproduccidn y presentar una descripcion preliminar del desarrollo
embrionario y larvario para la especie. Materiales y métodos. Sobre ejemplares mantenidos en
cautiverio se adelantaron dos ensayos de reproduccién, asi: a) inducciéon con extracto de hipdfisis de
carpa EHC para la espermiacién (4 mg/kg; una dosis intraperitoneal) y para la ovulacion (0.5 y 5 mg/
kg; intraperitoneales, 0 y 12 horas); b) induccién Unicamente sobre hembras mantenidas en piletas,
sin machos presentes, recoleccidon y seguimiento de ovas. Resultados. Se comprobd la ovulacién y
la espermiacion, pero no se avanzoé en el desarrollo embrionario cuando se mezclaron los gametos
y fueron incubados. Los ensayos con hembras inducidas, sin machos presentes, confirman el
almacenamiento de esperma en los ovarios y los huevos obtenidos mostraron desarrollo embrionario
completo, lograndose eclosion de larvas y el mantenimiento de alevinos. Conclusiones. El protocolo
convencional de induccion fue efectivo en hembras y machos, pero la mezcla de los gametos no
resulté ser un procedimiento viable para la produccién de semilla en la especie. Se comprueba el
almacenamiento de esperma en las hembras y la emisidn espontdnea de huevos fertilizados al medio
cuando estas son sometidas a induccion. Tanto la forma y el tiempo de almacenamiento de esperma
como los mecanismos fisioldgicos que ocurren en la fecundacion se desconocen.

Palabras clave: Auchenipteridae, reproduccion, siluriformes (Fuente: AIMS).
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ABSTRACT

Objective. To evaluate handling procedures in captivity of mature specimens, with reproduction
purposes, of doncella Ageneiosus pardalis, and to present the first advance in the description of
embryonic and larval development for the species. Materials and methods. Several reproduction
tests were carried out in specimens maintained in captivity, as follows: a) Spermiation and ovulation
were induced with Carp pituitary extract CPE (4 mg/kg; an intraperitoneal dose for spermiation)
and (0.5 and 5 mg/kg; intraperitoneal for ovulation, 0 and 12 hours); b) only females maintained
in tanks, without males present, were induced. Eggs obtained from tanks were recollected and
observed. Results. Ovulation and spermiation were verified, but embryonic development was not
advanced when gametes were mixed and incubated. Testing with induced females, without males
present, confirms sperm storage in ovaries, and eggs show a complete embryonic development,
achieving hatching of larvae and maintenance of young fish. Conclusions. The conventional protocol
using induction was effective in females and males, but the mixed products did not prove to be a
viable procedure for seed production in the species. Sperm storage in females and spontaneous
emission of fertilized eggs in their habitat, when they were subjected to induction, was confirmed.

Form and sperm as well as physiological mechanisms occurring in fertilization are unknown.

Key words: Auchenipteridae, reproduction, siluriformes (Source: AIMS).

INTRODUCCION

En general, entre las caracteristicas morfoldgicas
que se utilizan para diferenciar entre varios
géneros de la familia Auchenipteridae se
contemplan  particularidades  morfoldgicas,
tanto en hembras como machos, que tienen
funciones especializadas asociadas a los
eventos reproductivos (1, 2). Por ejemplo, en
la descripcion que realizan Castillo y Brull (3)
de Ageneiosus magoi se confirma que para el
género es una constante la fusién de varios
radios de la aleta anal, formando un d4rgano
intromitente que en los machos permite la
transferencia directa del esperma a través de
un pseudopene o gonopodio. Aunque para los
pimelodidos en general aparece una vesicula
seminal, a la que Loir et al (4) atribuyen una
funcion secretora, esta no se presenta en
Ageneiosus; en su lugar, con posibles funciones
equivalentes de secrecién y almacenamiento,
se desarrolla entonces una especializacion del
conducto deferente posterior, de forma que
se incrementa su tamano como una ampolla
que finalmente desemboca en el gonopodio;
esta caracteristica, mas la forma elongada del
nlcleo espermatico y la fecundacién interna,
sugiere que se trata del grupo evolutivamente
mas avanzado en lo que se refiere al desarrollo
de tracto reproductivo en machos dentro de los
siliridos (4).

Castillo y Brull (3) denominan esta estructura
como vesicula intermedia pero no definen
su funcién, tanto en el proceso reproductivo
como en la posible accién para la transferencia
espermatica en Ageneiosus. En las hembras se
presenta un ensanchamiento de la porcién distal
de los oviductos, formandose un utero simple

que aloja al pseudopene durante la coépulay que,
segun Sanches et al (5), en Parauchenipterus
galeatus (Auchenipteridae) permite mantener el
esperma viable hasta el momento de la puesta,
cuando ocurre la fecundacion.

Por esta serie de adaptaciones, el manejo
reproductivo controlado con fines de produccidn
se ha asumido como de dificil logro operativo
y controlado para el género. En ese mismo
sentido, Castillo y Koepke (6) determinan que
sus observaciones en acuario sobre Ageniosus sp
son las primeras que para la copula son descritas
para cualquier especie del género; consideran
que puede ser un patron de comportamiento
equivalente para las diferentes especies de la
familia, dada la similitud de las adaptaciones
reproductivas que les son comunes.

Con base en las sinonimias (A. caucanus, A.
virgo) que para la especie referencian Maldonado
et al (10), los ejemplares de doncella utilizados
en este trabajo se asumen como Ageneiosus
pardalis Lutken, 1874. Ya en lo que se refiere
a importancia pesquera, se tiene que en el
consolidado del segundo trimestre de 2011,
la doncella representd el 4% (unas 129 Ton)
del volumen total desembarcado en la zona
del medio y bajo Magdalena (7). Si bien se le
define como especie en peligro (8), son pocos
los trabajos que se enfocan hacia aspectos
dirigidos a su conservaciéon y, de hecho, sélo
se cuenta con una referencia que aborda
particularidades de su biologia reproductiva (9);
informacion complementaria sobre bioecologia
se encuentra resefiada en Olaya et al (9), en
Maldonado et al (10) y en Mosquera et al (11).
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De trabajos experimentales con énfasis en
reproduccion controlada no se conoce de algun
registro nacional y sobre desarrollo embrionario
y larval la Unica referencia encontrada para
Auchenipteridae (Parauchenipterus galeatus) es
la de Sanches et al (5).

El objetivo del presente estudio fue describir
la serie de procedimientos que finalizaron
con la obtencion de huevos, larvas y alevinos
de doncella. Con base en las caracteristicas
morfoldgicasy la observacién de particularidades
reproductivas se propusieron también
alternativas de manejo con metas dirigidas
a disponer de una produccion constante de
semilla. La informacion se complementa con los
primeros registros de seguimiento embrionario
y larval que se reportan en Colombia para A.
pardalis.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area. El trabajo se realizd
en la estacién piscicola del Alto Magdalena
(INCODER), localizada en el municipio de
Gigante (Huila), a 960 msnm. La temperatura
media es de 24°C y pluviosidad promedio de
2450 mm al afio.

Ejemplares. Se dispuso de un plantel
compuesto por 40 individuos, entre hembras
(454.9+£128.3 g) y machos (155.8+31.5 g),
obtenidos en el embalse de Prado (Tolima).
Desde su traslado y hasta el momento del
manejo permanecieron por un periodo superior
a 90 dias en aclimatacion a las condiciones de
la estacion. Se utilizd un estanque en tierra de
600 m? que hace parte de la bateria que en el
centro se destina al mantenimiento de especies
nativas, en el que, para efectos de alimentacion,
fueron mantenidas poblaciones de alevinos de
tilapias roja, plateada y criolla.

Manejo reproductivo

Ensayo 1. En las primeras pruebas se aplicé un
procedimiento convencional de induccién a la
ovulacion y espermiacién utilizando extracto de
hipofisis de carpa (EHC), en dosis preparatoria
de 0.5 mg Kg'y 12 horas después una dosis
definitiva de 5 mg Kg! para las hembras; en el
caso de los machos se aplicé una Unica dosis de
4 mg Kg!, simultdneamente a la dosis definitiva
en las hembras. Los peces (15 hembras y 10
machos) fueron revisados continuamente vy
la medicién y registro de la temperatura se
realizé cada hora, hasta el momento en que
se confirmd la ovulacion. Mediante extrusion
los huevos fueron recolectados en recipientes
secos, pesados (con aproximacion a 0.1 g) y
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se retird una muestra para definir el diametro
pre induccion (u) y el nUmero de ovocitos g!.
Sobre cada una de las puestas se adiciond el
esperma directamente y se procedié con la
mezcla de los gametos. Después de 5 minutos
se agregd agua y los huevos se mantuvieron
en reposo por 30 minutos antes de ubicarlos
en incubadoras experimentales de flujo vertical
con 2 L de capacidad.

Ensayo 2. En el transcurso del ensayo anterior
se detectd la presencia de huevos en el fondo
de los tanques; estos fueron recolectados y
al comprobar desarrollo, se programé una
segunda serie de pruebas. La observacién de
células espermaticas en extendidos de huevos
no fecundados previamente soporté también el
disefio de las pruebas.

Asi, en piletas y siguiendo los mismos
procedimientos de induccion que fueron
aplicados en la primera fase, se mantuvd
un total de 3 hembras y 6 machos, los que
fueron observados permanentemente con el
fin de detectar la manifestacion de patrones de
comportamiento de cortejo y/o copula. En dos
tanques adicionales, en este mismo ensayo, se
colocaron 1 y 2 hembras inducidas en piletas
separadas, pero sin la presencia de machos. En
todos los casos se efectud una revision constante
sobre elfondo del tanque, con un colador plastico,
con el fin de registrar la presencia y, de ser el
caso, recolectar ovocitos, los que se dispusieron
en recipientes de vidrio de 50 ml y muestras
del material fueron retiradas permanentemente
para determinar y describir, bajo observacion
en microscopio y estereoscopio, avances en el
desarrollo embrionario.

El conjunto de registros obtenido se presenta
en forma descriptiva, con la precision temporal
de los momentos mas relevantes durante las
etapas de la evolucidon embrionaria y larval,
con su correspondiente soporte fotografico.
Igualmente se describen algunos parametros
de importancia relacionados con caracteristicas
reproductivas y anotaciones sobre manejo en
estadios tempranos.

RESULTADOS

En general, las hembras maduras son facilmente
distinguibles por el pronunciado abultamiento
abdominal que presentan. La forma aserrada
del primer radio de la aleta dorsal, la osificacién
de barbillas maxilares y la fusidon de los
primeros radios de la aleta anal permiten la
identificacion de machos maduros, en los que
la emisién de esperma por masaje es también
evidente. Aunque el dato debe ser precisado, la
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induccion con las dosis utilizadas se manifesto
en ovulacion efectiva a partir de los 625 grados
h-t, en una temperatura media de 25.5°C.

Salvo en dos ejemplares, el esperma extraido
se mostro activado en todos los demas casos;
con la adicion de agua o suero fisioldgico,
las células perdieron integridad. La figura 1
muestra aglomerados de espermatozoides que
parecerian estar confirmando la presencia de
paquetes espermaticos en los ovarios, lo que
debe ser objeto de evaluacion posterior.

Los huevos de A. pardalis tienen una coloracion
que varia de amarillo a naranja, presentan doble
membrana y, con la hidratacién finalizada, el
espacio perivitelino es relativamente reducido;
son demersales, adherentes, y en una
distribucion normal de diametro se determind
la mayor frecuencia en el rango de 1000 a 1250
M. En cantidad, se obtuvieron entre 425 y 535
huevos por gramo.

En los tanques no se observd comportamiento
de cortejo y copula entre los peces inducidos.
En las pruebas que se adelantaron con hembras
inducidas y sin la presencia de machos (ensayo
2), la ovulacién y la presencia del material
fecundado fue comprobada con la recoleccién
de huevos viables en el fondo de las piletas. El
desarrollo embrionario fue normal (Figura 2 a - h)
y la eclosion ocurrié entre las 48 y 60 horas, con
una temperatura aproximada de 22°C. Las larvas
aceptan nauplios de Artemia y aparentemente
no se presenta canibalismo. El seguimiento del
desarrollo embrionario finalizé con la eclosién de
larvas, confirmando que las hembras almacenan
el esperma en los ovarios y la fecundacién ocurre
al parecer en el momento de la puesta.

0
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Figura 1. Cortes histoldgicos de ovario de doncella.
A. Distribucion espermatica rodeando
oocitos en estadio perinucleolar (OP),
Ez: espermatozoides; B. Oocito maduro
con granulos de vitelo (GV), oocitos
inmaduros (OI) y ezpermatozoides (Ez).
Técnica H E 100x.

Figura 2. Desarrollo temprano en doncella (Ageneiosus pardalis). A. Gastrulacidn, con epibolia > al 50%; B.
Blastomeracion, 4 blastomeros; C. Organogénesis inicial; D. Organogénesis tardia; E. Larva recién

eclosionada; F,G,H. Alevinos.
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DISCUSION

El rango de didmetro de los huevos que fue
determinado (1000 a 1250 p), coincide con el
que reportan Olaya et al (9) para la especie
(1014 + 287 u); en comparacion, esta talla es
inferior a la que se registran para otras especies
del género, como A. ucayalensis (1.85 mm) y A.
valenciennesi, con 1.74 mm (5). En términos de
manejo reproductivo, A. pardalis puede desovar
espontaneamente mediante induccion con EHC.
La puesta parece ser intermitente, en tanto se
encuentran huevos de forma constante en las
piletas, lo que estaria indicando una estrategia,
por comprobar, que permitiria proceder con
la emisidon parcial en condiciones y sitios
favorables. Respecto al primer ensayo se debe
anotar que, puesto que existe la posibilidad de
que en el momento de realizar extrusion se
dispuso de huevos fértiles, las pérdidas que se
presentaron en el transcurso de la incubacion
sugieren que para la especie deben ser
valorados otros sistemas de manejo de las ovas
en esta etapa.

En los machos, que en el momento de la revision
inicial presentan emisidon de esperma, la
aplicaciéon de la hormona no es necesariamente
un factor decisivo pues la produccién seminal es
relativamente abundante aun sin induccion; de
cualquier forma, es evidente que valoraciones
posteriores sobre las caracteristicas particulares
del material espermatico deben ser objeto
de estudio, considerando también el efecto
de los inductores sobre los parametros de
calidad seminal. Con Ila presencia de un
gonopodio se elimina la necesidad de formar
paquetes espermaticos, tanto en la forma de
un espermatoforo o como espermatozeugmata
(12, 4). En los casos de fecundacién interna,
Burns et al (13) describen que, aun con algunas
variaciones entre especies, el almacenamiento
del esperma por parte de la hembra se efectiia en
agrupaciones celulares diferentes, que pueden
ser de alguno de los tipos mencionados. Como
en este caso, en los extendidos de los huevos
obtenidos por biopsia, los espermatozoides se
observaron aparentemente libres, la formacién
por parte del macho y el almacenamiento por
parte de la hembra de un empaquetamiento
tipo espermatozeugmata no es aun clara.

Grier et al (12), en una precision conceptual,
diferencian entre procesos de fertilizacion
interna y los que corresponden a una asociacion
interna de gametos. Establecen que en este
Ultimo patron de reproduccidon se incluyen
especies de las que es posible obtener huevos en
los que posteriormente se confirma desarrollo
embrionario, sin necesidad de proceder con
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procedimientos de fecundacién; dentro de los
ovarios pueden presentar células espermaticas,
pero sin embriones en formacion, lo que hace
la diferencia con aquellas especies en las que
hay fecundacién interna. Este fue precisamente
el caso observado en la doncella, pues hay una
evidente introduccion de espermatozoides vy
los huevos viables obtenidos proceden de una
fecundacién realizada en el momento de la
puesta, lo que corrobora los registros que Loir et
al (4) establecen para la familia. Se desconoce
para las especies de Ageneiosus el tiempo en
el cual el esperma puede ser almacenado y
mantenerse viable hasta la ovoposicion (14), y
no estan descritos los mecanismos involucrados
en la fecundaciéon cuando ocurre la puesta. La
recoleccion permanente de huevos dentro de
las piletas sugiere la posibilidad de que una
hembra pueda desovar en varios sitios y no de
forma total en una sola localidad, lo que tendria
relacidon con la estrategia reproductiva derivada
de la asociaciéon interna de gametos que se
traduce con el almacenamiento de esperma.

La construccién de nidos o la utilizacion de otro
tipo de estructuras para el desove son cuestiones
de comportamiento reproductivo que aln deben
ser definidas. También persiste el interrogante
sobre la posibilidad de que se presente copula
directamente en los estanques o, que en el
momento de la captura los ejemplares ya
disponian de material espermatico almacenado.
Como se menciond, el lote disponible se
mantuvo en aclimatacion por mas de 90
dias, por lo que la capacidad de sostener la
integridad del esperma en un extenso periodo
de tiempo es una cuestidon por resolver y que
aun requiere seguimiento experimental. Con
base en lo anterior, se plantean las siguientes
consideraciones de manejo reproductivo en
cautiverio para la especie:

a) De demostrarse que existe copula en el
interior de los estanques, el control de la
reproduccion en cautiverio se debe puntualizar
en la aplicacion del inductor exclusivamente
sobre las hembras, en las dosis descritas y
con las cuales se confirmd respuesta positiva.
En consecuencia, se puede proceder con la
recoleccion continua de los huevos (cuya
viabilidad se comprobd), directamente en los
tanques en los que se mantienen las hembras
inducidas.

b) La extrusién de hembras ya ovuladas es
una segunda opcidén, lo que tendria la ventaja
operativa de disponer de un soélo lote para
manejo en incubacion.

c) De no ocurrir cépula en cautiverio, la explicacion
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que tiene la presencia de huevos fertilizados
observada en estos ensayos solamente estaria
dada si se asume que las hembras capturadas
ya disponian del material espermatico en los
ovarios. Siendo esta la situacion, los esquemas
de obtencion de larvas para un programa de
produccidon constante pueden sustentarse
en la captura de hembras maduras, proceder
con la induccién descrita y disponer de
huevos aplicando cualquiera de las opciones
determinadas anteriormente; por tanto, se
confirmaria que no hay necesidad de trabajo
sobre los machos.

En definitiva y con base en lo observado, la
obtencién de ovocitos viables en A. pardalis es
técnicamente factible. Ahora bien, se debe aclarar
que por las caracteristicas de los huevos y el
tiempo relativamente largo que tiene el desarrollo
embrionario que, como se menciond, en media
puede ser de unos 1250° ht. Los aspectos
relacionados con la adaptacién y mejoramiento
de los sistemas de incubacién y el manejo de
procedimientos de mantenimiento de larvas y
alevinos se deben contemplar como la base de
futuras lineas de investigacion.

En conclusién, la respuesta a la induccion en las
dosis definidas como convencionales demostro
ser efectiva para promover la ovulacion y la
espermiacion; en este caso la obtencion directa por
extrusion y la posterior mezcla de los gametos no
se considera como un procedimiento técnicamente
practico para la produccion de semilla viable para
la especie.

Las estructuras anatomicas especializadas para
la reproduccion confirman la adaptacion para
la intromision del esperma del macho hacia la
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hembra, lo que se corrobora con la presencia
de espermatozoides en extendidos de huevos
obtenidos sin haber efectuado la mezcla artificial
de gametos; se desconoce tanto si se presenta
copula en estanques como el tiempo en el que
el material espermatico se sostiene viable en los
ovarios. También queda por resolver si las células
espermaticas se encuentran en forma libre dentro
de los ovarios o en la forma de empaquetamiento
tipo espermatozeugmata.

La ovulacién y la puesta en hembras inducidas se
presentan en las piletas de manejo; el material
recolectado es viable en términos de desarrollo
embrionario, eclosion, larvicultura y alevinaje
temprano.

El tiempo de desarrollo embrionario y larval,
relativamente extenso para especies de clima
calido, implica proyectar la evaluacion de diferentes
equipamientos para mejorar la eficiencia durante
la incubacion.
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