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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la eficacia, y el efecto sobre la puesta, de distintas
dosis de GnRHa, en la induccion de reproductores de corvina (Argyrosomus regius), nacidos en

cautividad.

En el trabajo, se utilizaron corvinas nacidas en cautividad, procedentes del stock del ICCM y
marcados con PIT (TROVAN Ltd. Reino Unido), los cuales se detectaron usando el lector Power
Tracker V' (AVID, Reino Unido). Los ejemplares fueron anestesiados utilizando aceite de clavo, y
se tomaron las siguientes medidas: longitud total y peso. Las biopsias ovaricas se llevaron a cabo
utilizando un catéter, con un diametro interno de 1.3 mm (Kruuse, Dinamarca), introduciéndolo por
el poro genital. Cada muestra de ovario se observo en un proyector de perfiles (Mitutoyo PJ-3000A,
Kanagawa, Japon) para estimar el didmetro de 100 ovocitos seleccionados al azar. Solamente
hembras con oocitos mayores de 500u fueron escogidas para el experimento. El esperma de cada
macho se obtuvo por masaje y presion abdominal. La densidad del esperma de cada macho fue
determinada, por triplicado, en un hematocimetro Neubauer (HHH, Germany), utilizando un
microscopio Leica DM 2500 (Wetzlar, Germany) a 400 aumentos. El porcentaje de movilidad, y el
tiempo de actividad del semen de cada macho se determinaron, por triplicado, siguiendo la

metodologia descrita por Mylonas et al. (2004b).

Se constituyeron seis grupos experimentales, y dos grupos de control: uno no fue inyectado y el otro
lo fue con una solucion salina (9g CINa/100ml agua destilada). Se estabularon en 8 tanques de
10m’ a razon de 39 y 34 en cada uno, y con un peso medio de 8,93+1,36 y 8,80+1,58 kg, y una
talla media de 93,81+5,43 y 93,41+6,64 cm, respectivamente. A lo largo del periodo experimental
que fue de 9 semanas (Mayo-Junio), se inyecto semanalmente, de forma alternativa, una hembra y
un macho de cada grupo experimental y del grupo control inyectado con solucion salina, de tal
manera que cada hembra y cada macho fue inyectado a lo largo del periodo experimental un total
de 3 veces. Cada uno de seis grupos experimentales fue inducido mediante una inyeccion de GnRHa
(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Missouri, USA) con dosis de 1, 5, 10, 15, 20 y 25 pg.kg'l,
respectivamente. En todos los casos el diluyente utilizado fue solucion salina (9g CINa/100ml agua

destilada), las inyecciones se pusieron en la musculatura dorsal.
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Como parametros de la eficacia de la induccién se determinaron: el porcentaje de hembras
inyectadas que pusieron, el periodo de latencia (tiempo transcurrido entre la inyeccion y el momento
de la puesta o puestas, en los cuales con una misma inyeccion se obtuvieron 2 puestas), el porcentaje
de puestas (n° puestas/n® inyecciones x100) (Fernadndez-Palacios et al., 2009). La calidad y
produccion de los grupos experimentales se determind siguiendo la metodologia descrita por
Fernandez-Palacios ef al. (2005, 2011). Los mejores resultados en cuanto a todos los pardmetros de
calidad y produccién se obtuvieron en los reproductores inducidos con la dosis de 15 pug.kg™. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, en ninguno de los parametros de madurez
sexual calculados: didmetro de los oocitos, densidad espermatica (espermatozoides/ml™), %
Motilidad del esperma y Actividad espermatica (min). No se obtuvieron puestas en ninguno de los
dos grupos control. En cuanto a los parametros de calidad de las puestas, el periodo de latencia de la
primera puesta (tiempo que transcurre desde la inyeccion hasta la obtencion de la puesta), oscild
entre 30 y 32 horas, siendo muy similar al obtenido en otras especies de la misma familia de
Sciénidos. Encontrandose diferencias estadisticamente, entre los periodos de latencia entre la
primera y la segunda puesta.Observandose la existencia, de una correlacion negativa entre las
diferentes dosis ensayadas, y el periodo de latencia tanto en la primera puesta como en la segunda
puesta. Analizando los indices de calidad de las puestas, solo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al % de huevos viables. Encontrandose correlaciones
polinomiales significativas, entre la dosis empleada y ¢l % de huevos viables (R= 0,88, P< 0,05) y el

% de huevos fecundados (R = 0,82, P<0,1).






1. INTRODUCCION

1.1. ESTADO DE LA ACUICULTURA'Y LA PESCA MUNDIAL

La pesca y la acuicultura suministraron al mundo, unos 162,8 millones de toneladas de productos
acuaticos en 2009 (Fig. 1). De ellos, 138 millones de toneladas se destinaron al consumo humano, y
proporcionaron un suministro per capita aproximado de 17,2 kg, lo que constituye un maximo
historico. La acuicultura genero el 52,89 % del suministro total de productos acuaticos, destinados
al consumo humano. Aunque la produccion de la acuicultura ha crecido de manera espectacular
desde los 0,6 millones de toneladas en 1950, a 73 millones de toneladas en 2009, se percibe una

reduccion en el crecimiento que ha pasado de una media anual del 9% al 6% en la Gltima década

(APROMAR, 2011).

Fig. 1.- Evolucion de la produccion de la pesca y de la acuicultura en la ultima década (FAO, 2011).

Aun asi, la acuicultura sigue creciendo mas rapido que cualquier sector de produccion de alimentos
de origen animal, y a mayor ritmo que la poblacion, con un incremento del suministro acuicola

(pesca y acuicultura) per cépita desde 9,9 kg en 1960 hasta los mencionados 17,2 kg en 2009.



Considerando que el 70% de los caladeros internacionales se encuentran en estado de
sobreexplotacion, y que el nivel de capturas actual es practicamente el méaximo que puede
alcanzarse, permaneciendo practicamente constante en este siglo (Fig. 2), el aumento del consumo
de productos acuicolas, debido al incesante incremento de la poblacion mundial en los ltimos afios,
y a su necesidad natural de alimentarse, debe fundamentarse en la acuicultura, lo que confirma las

altas expectativas de crecimiento para las producciones acuicolas en un futuro proximo.

Fig. 2.- Capturas mundiales de peces, moluscos y crustaceos en la tltima década (FAO, 2010).

El aumento de la disponibilidad de pescado de acuicultura tiene dos fuentes, la primera es el
incremento de produccion de especies establecidas en acuicultura, y la segunda es la ampliacion del
cultivo a especies que son nuevas para la acuicultura, con gran potencial de crecimiento. Desde 1980
a 2005, el nimero de especies de peces con una produccion de mas de 10.000 toneladas (t) paséd de

28 a 67 (FAO, 2005a).



1.2. DIVERSIFICACION

La acuicultura marina se ha desarrollado concentrando su actividad en unas pocas especies, por lo
que se hace necesario desarrollar técnicas que permitan la diversificacion, buscando aquellas que
relinan una serie de requisitos tanto econdmicos como bioldgicos, entre los que destacan los
siguientes: estudios preliminares econémicos y de mercado, para la evaluacion de los precios

(actuales y posible evolucion), demanda de la especie y evolucion de los mercados.

Estudios de las condiciones biologicas basicas que conciernen el cultivo de la especie:
reproduccion, crecimiento y adaptacion a los sistemas de cultivo existentes. Posteriormente
suministro de juveniles y/o reproductores, rapidez de crecimiento, tamano, fecundidad, viabilidad
del cultivo larvario y engorde, eficacia de conversion del alimento, resistencia a enfermedades y
estrés, mortalidad, edad de maduracion, etc. (Basurco y Abellan, 1999). Desde el punto de vista
medioambiental las especies candidatas a ser seleccionadas y con el fin de minimizar los efectos
ambientales adversos y de proteger la diversidad biologica acuatica, deben ser especies locales,

evitando la tentacion de introducir especies exodticas (Bartley, 1993,1998).

Basurco y Abellan (1999), sefialan que esta primera "seleccion" normalmente se lleva a cabo por
instituciones publicas y se centran en "Estudios experimentales de un stock proveniente del medio
natural, adaptacion al cautiverio, y definicion del ciclo bioldgico de vida". En cuanto a las empresas
privadas, el criterio principal a seguir a la hora de seleccionar una especie marina para el cultivo, se
orienta hacia la posibilidad de poder llevar a cabo ensayos pilotos experimentales, teniendo en
cuenta el interés econémico y comercial del mercado, el grado alcanzado en la tecnologia del

cultivo de la especie en cuestion y su similitud con otras especies de cultivo.

En los ultimos afios se han realizado, alrededor del mundo, multiples estudios para el desarrollo del
cultivo de nuevas especies realizdndose grandes progresos en especies como la cobia, Rachycentrom
canadum (Faulk et al., 2007), el lenguado, Solea solea (Bonaldo et al., 2011), la lisa, Chelon
labrusus (Ben Khemis et al., 2000), el pez limon, Seriola dumerili (Caruso et al., 2011) y el pez

gato asidtico, Pangasius bocourti (Hung et al., 2002), entre otros.



En el norte de Europa, se han consolidado en los ultimos 10 afios las producciones de bacalao
(Gadus morhua), y de halibut (Hypoglossus hypoglossus) (Fig.3), con Noruega e Islandia como

principales paises productores.

Fig. 3.- Evolucion de la produccion de halibut y bacalao en el norte de Europa (FEAP, 2011).

En cuanto a la acuicultura marina mediterranea, en la actualidad la produccion sigue centrada en la
dorada (Spaurus aurata) y en la lubina (Dicentrarchus labrax), ambas especies representan el
97,87% de dicha produccion. También hay que destacar los engordes de atin rojo (ZThunnus
thynnus), que se realizan desde hace unos afios en Malta, Croacia, Chipre y Espafia (12.000 t en el
afio 2010, FEAP, 2011). Una parte importante de la investigacion estd enfocada hacia la
diversificacion, tanto en Espafia como en otros paises mediterraneos (principalmente Francia, Italia
y Grecia), los estudios de nuevas especies susceptibles de ser cultivadas se centran en el lenguado
senegalés (Solea senegalensis), el medregal limon o negro (Seriola rivoliana), el mero moreno
(Epinephelus marginatus), el denton (Dentex dentex), el sargo picudo (Puntazzo puntazzo), el pargo
o bocinegro (Pagrus pagrus), el besugo (Pagellus bogaraveo), el jurel dentdn ( Pseudocarax dentex)

y la corvina (Argyrosomus regius), con resultados muy variables.



Asi, hay especies que se encuentran ya en produccion como es el caso del besugo en Espafia (185 t
en 2010), del lenguado senegalés y de la corvina en varios Paises mediterraneos (408 t y 3897 t,
respectivamente, FEAP, 2011), y otras en fase de investigacion avanzada como el pargo y el pez

limén.

La base del cultivo de cualquier especie es el control de la reproduccion, para el desarrollo de la
produccion industrial. La produccion sostenible de una nueva especie para la acuicultura, no es
posible sin un buen entendimiento y control de la reproduccion, en las condiciones de cautividad.
Por ejemplo, la panga (Pangasius spp) cultivada en Vietnam no maduraba naturalmente en
cautividad, y la industria estaba limitada por la recoleccion de juveniles salvajes del medio natural.
Durante la década de los 90, se desarrolld el control hormonal de la puesta, lo cual result6é en el
control de reproduccion, necesario para aumentar produccion acuicola, y de 1997 a 2005 el volumen

de produccion en Vietnam aument6 de 40.000 a 376.000 t (Duncan, 2008).

1.3. INDUCCION A LA PUESTA

La acuicultura industrial requiere un alto desarrollo tecnolégico, y un amplio conocimiento
bioldégico de las especies que se cultivan, ello exige un adecuado control de los procesos
reproductivos de los peces (Zohar y Mylonas, 2001). En los inicios de la década de los 80, Harvey y
Hoar (1980), plantearon que una actividad acuicola comercial no se podia sostener con la captura de
larvas o juveniles del medio natural. Por ello, una vez controlada la reproduccion de una especie
acuatica en un sistema de cultivo, se pueden producir descendientes que permitiran iniciar nuevos
ciclos y mantener una produccion. Asociado a ello se podrian aplicar programas de seleccion de
estirpes de mejor crecimiento, e incluso modificar su época de reproduccion (Davy y Chouinard,
1980; Billard y Breton, 1985; Bromage, 1995). Aplicar programas de seleccion genética con el fin
de mejorar la supervivencia y la calidad de la carne (Thorgaard, 1995). Reducir los problemas de la
maduracion sexual, generar poblaciones monosexo y por ultimo producir organismos genéticamente

modificados (Donaldson et al., 1996; Donaldson, 1997; Solar, 2002).



En muchas ocasiones, las especies acuicolas en cautividad sufren disfunciones reproductivas
importantes. Las hembras inician el desarrollo gonadal de forma natural, pero no alcanzan la
maduracion final del oocito (FOM), la ovulacion y/o la puesta (Zohar, 1988; Peter et al., 1993). Por
otra parte los machos, aunque mas resistentes que las hembras al estrés ocasionado por las
condiciones de cultivo, también sufren disfunciones reproductivas, produciendo menor volumen de

semen, o bien este es de baja calidad (Billard, 1986, 1989).

Las alteraciones en el proceso reproductivo de los peces en cautividad, pueden deberse a diferentes
factores tales como: condiciones ambientales inadecuadas, manejo impropio, alimentacion
incorrecta o estrés producido por las condiciones de cultivo. Todos estos factores pueden ocasionar
alteraciones en el proceso normal de reproduccion (Zohar y Mylonas, 2001). Asi la anguila europea
(Anguilla anguilla), en condiciones de cultivo, no alcanza la vitelogénesis-espermatogénesis
(Fontaine, 1975; Zohar y Mylonas, 2001). De la misma manera reproductores capturados de la
naturaleza del pez limén parecen iniciar el proceso de vitelogénesis, pero sélo un pequefio
porcentaje de hembras desarrolla oocitos que sobrepasen los 200 — 300 p de didmetro, los cuales
inician un proceso de atresia y son absorbidos al final de la época de puesta (Zohar y Mylonas,

2001).

Los mencionados factores también pueden causar la falta de maduracion final de los oocitos, que
es uno de los problemas mas frecuentemente observados en las especies en cautiverio. Las hembras
parecen iniciar normalmente el proceso de vitelogénesis, pero al comienzo de la estacion de puesta
los oocitos postvitelogénicos detienen su maduracion final y se transforman en atrésicos. Este tipo
de alteracion se ha observado en algunas especies de Serranidos (Tucker, 1994), en el lenguado de
Canada, Paralichthys dentatus (Berlinsky et al., 1997), y en la limanda, Pleuronectes ferrugineus

(Larsson et al., 1997).

También, la cautividad puede provocar en algunos casos la ausencia del desove. Asi, las especies
que presentan este problema pueden desarrollar normalmente la vitelogénesis, la maduracion final
de los oocitos y la ovulacion, pero no son capaces de realizar la puesta (Gordon et al., 1987,
Mylonas y Zohar, 2001a,b), y los oocitos maduros deben ser extraidos manualmente desde la
cavidad abdominal de la hembra (Edwards, 1978; Gordon et al., 1987; Estay et al., 1994, 1995a,b).

Esto ha sido observado, por ejemplo, en el rodaballo Scophthalmus maximus (Kjorsvik et al., 1990).



La viabilidad de los oocitos, mientras se encuentran en la cavidad abdominal, depende

fundamentalmente de la temperatura.

En los peces el estrés del cautiverio puede afectar al sistema inmune, al crecimiento y a la
reproduccion, afectando en este ultimo caso, al desarrollo de los gametos y su calidad, alterando la
supervivencia de huevos y larvas y su desarrollo (Foo y Lam, 1993; Campbell et al., 1992;
Pankhurst y Van der Kraak, 1997; Schreck et al., 2001; Wagner et al., 2002). Segiin Schreck et al.
(2001), en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) los niveles de cortisol después de un agente
estresante, son mayores en peces que se encuentran cerca del proceso de maduracion sexual, y

aparece mas marcado en hembras que en machos.

En la mayoria de especies piscicolas, los machos se adaptan mejor que las hembras a las
condiciones de cultivo, y son capaces de madurar y producir gametos viables con mayor facilidad.
Con la excepcion de la anguila europea, las alteraciones reproductivas de los machos se centran en

una reduccion de la cantidad y calidad de los gametos producidos (Mylonas y Zohar, 2001 a,b).

En cautiverio los machos de lubina estriada (Morone saxatilis) exhiben una reduccion significativa
en la cantidad de semen producido (Mylonas et al., 1998a,b). También, ejemplares de salmon
Atlantico (Salmo salar), seleccionados genéticamente por su rapido crecimiento, producen muy
poca cantidad de semen (Zohar, 1996). Reproductores de peces planos, capturados en la naturaleza
y mantenidos en cautividad, producen un semen de alta viscosidad que es dificil de mezclar en el

medio acuoso en el que se realiza la fertilizacion artificial (Vermeirssen et al., 1998, 2000).

Como hemos visto anteriormente, muchas especies de peces exhiben disfunciones reproductoras
cuando son estabuladas en cautividad por ello los tratamientos hormonales son la tnica alternativa
para lograr adecuados procesos reproductivos. En los tltimos afios se han utilizado con éxito una
gran variedad de hormonas y tecnologias en numerosas especies (Hoar, 1969; Donaldson y Hunter,
1983; Mylonas y Zohar, 2001a,b). Estos métodos comenzaron a ser usados en 1930, utilizando

inyecciones de extracto crudo de hipofisis de peces maduros (Zohar y Mylonas, 2001).



Actualmente, son utilizados varios compuestos sintéticos de alta potencia de la hormona liberadora
de gonadotrofina (GnRHa), que aplicados desde simples inyecciones en suero fisiologico, hasta en
microesferas han solucionado numerosos problemas reproductivos en numerosas especies (Zohar,
1988; Van Winkoop et al., 1994; Donaldson et al., 1996; Montero y Dufour, 1996; Estay et al.,
1996; Donaldson, 1997; Kitahashi et al., 1998; Yambe et al., 1999; Forniés et al., 2001; Solar,
2002; Mata et al., 2004; Garzon et al., 2008).

1.3.1. Técnicas hormonales utilizadas en el control de la reproduccion.

Hipofisis
El uso de extractos de hipodfisis, para la induccidon a la puesta en peces, comenzé a finales de la

década de los 1930 en Brasil (Zohar y Mylonas, 2001). Actualmente este método es utilizado

masivamente en la produccion de carpas en los paises asiaticos.

Los primeros estudios sobre la utilizacion de hormonas exdgenas, para inducir la maduracion final
del oocito y la ovulacion en peces, fueron realizados por B. Houssay (Harvey y Hoar, 1980; Zohar y

Mylonas, 2001). E1 método consistia en inyectar hembras con hip6fisis de otras especies.

Gonadotrofinas exdgenas

Las preparaciones purificadas de gonadotrofinas de salmén real (Salmo tschwawytscha) y de carpa
comun (Cyprinus carpio), fueron utilizadas hace algun tiempo. Sin embargo, debido a la alta
especificidad de las gonadotrofinas, se han obtenido escasos resultados con gonadotrofinas
heterdlogas, aun en peces filogenéticamente cercanos (Zohar 1988; Estay et al., 1996; Peter y Yu,

1997; Patino, 1997; Mylonas y Zohar, 2001b).

Las Gonadotrofinas purificadas

La gonadotrofina parcialmente purificada de salmén (SG-G100), fue muy usada pero las altas dosis
requeridas (aprox. 10 mg/kg de pez), incrementaban los costes; ademas de provocar el desarrollo de
la respuesta inmune en el pez receptor. Su sensibilidad térmica y el bajo efecto del producto

redujeron sus aplicaciones productivas.



La Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG)

La hCG ha sido utilizada en la induccion al desove de algunas especies cultivadas hoy en dia, y su
¢xito es debido a similitud con la Hormona Luteinizante (LH) (Hoar, 1969; Harvey y Hoar, 1980).
La ventaja de esta hormona es que acttia directamente sobre la gonada y no requiere la activacion de
la glandula hipofisaria, actuando asi mucho mas rapido, induciendo la maduracion final del oocito,
la espermiacion y la puesta. Sin embargo, la hCG puede causar inmunorreacciones en el pez
receptor, reduciendo o eliminando el efecto de la hormona en inyecciones posteriores (Patifio,

1997).

Las hormonas liberadoras de gonadotrofinas

Las hormonas liberadoras de gonadotrofinas (GnRH y LH-RH), y sus andlogos (GnRHa y LH-
RHa); son unos de los métodos mas modernos de induccion a la ovulacion. Las gonadotrofinas son
moléculas pequeiias (decapéptidos), que realizan el control de la glandula hip6fisis en su produccion
de gonadotrofinas (LH y FSH o GtH-1 y GtH-II)  (Montero y Dufour, 1996; Patifio, 1997). Con la
creacion de analogos sintéticos (LH-RHa y GnRHa), que resultaron mas potentes y de mayor
duracion que los nativos, se generd su masificacion (Zohar, 1988; Peter y Yu, 1997; Patifio, 1997).
Los preparados sintéticos o analogos son nonapéptidos (Estay et al., 1996; Donaldson, 1997), en la
mayoria se sustituyen los aminoacidos de las posiciones 6,7 u 8 en relacion a la molecula de GnRH
de mamiferos, y carecen de glicina en la posicién 10; son utilizados en numerosas especies (Billard
et al., 1983; Carrillo et al., 1995). Zohar y Mylonas (2001) resumen las ventajas de la aplicacion

de hormonas liberadoras (GnRH) en la induccion a la puesta en peces:

e Las GnRH son pequefias moléculas que no generan respuestas inmunes en el receptor, por

ello pueden utilizarse repetidamente.

e Las GnRH reparan las alteraciones endocrinas producidas por el cautiverio, y llevan al pez a

su maduracion sexual plena.

e Las GnRH se producen a nivel del hipotdlamo, que controla la secrecion de otras hormonas

importantes en la homeostasis del pez, como son la prolactina, somatotropina y tirotropina.

e Elpoder sintetizarlas y obtenerlas en forma pura evita el riesgo de transmitir enfermedades a

los peces receptores.

e La estructura molecular de estas hormonas es muy similar en muchos peces, lo que permite

su uso en un gran numero de especies con gran efectividad.



Una inyeccion de GnRH induce un incremento inmediato en los niveles plasmaticos de GtH en
peces, pero durante un periodo corto de tiempo, durante el cual se debe activar la maduracion final
de los oocitos, la espermiacion o la puesta. La corta vida de las GnRH es producto de la accion de
las endopeptidasas, ubicadas en la hipofisis, higado y rifion (Peter y Yu, 1997), que actua en los
enlaces peptidicos en posicion 5-6 y 9-10, transformandola en pequefios fragmentos inactivos. En
los analogos sintéticos, se han sustituido en esas posiciones con aminoacidos D y con etilamina,
respectivamente, que los hace mds resistentes a la accidon enzimdtica, y poseen una vida media
mucho mayor que las hormonas nativas (aprox. 23 y 5 min, respectivamente), y la calidad de las
puestas no difiere de la obtenida en los peces controles (Carrillo ef al., 1995; Peter y Yu, 1997;

Zohar y Mylonas, 2001; Mylonas y Zohar, 2001b).

De esta manera, la GnRHa permanece en circulacion mucho mas tiempo, y puede inducir una
mayor produccion de GtH durante mas tiempo, ademas de presentar mayor afinidad por los
receptores de la hipdfisis (Zohar y Mylonas, 2001; Mylonas y Zohar, 2001b). Estos factores dan
como resultado una accion de 30 a 100 veces mas potente en los analogos, lo que hace que estas
hormonas sustituyan a practicamente todas las otras sustancias utilizadas en las terapias hormonales

aplicadas en peces.

Por otro lado, hay que considerar que los andlogos requieren dosis mucho mas bajas que las

hormonas nativas, como 1 a 15 mg de GtH/kg de pez frente a 1 a 100 ug de GnRHa/ kg de pez.

1.3.2. Métodos de aplicacion hormonal

Los métodos de aplicacion de estos productos ha sido estudiado por numerosos autores, y evaluados
en muchas especies (Peter et al., 1988; Zohar, 1988; Donaldson, 1997; Patifio, 1997). La mayoria
se iniciaron con la aplicacion en un medio liquido (suero fisioldgico), para llegar actualmente al uso
de compuestos biodegradables (implantes y microesferas), capaces de regular la liberacion de la
hormona incorporada en el producto. (Suzuki et al., 1988 a, b; Yu y Shen, 1989; Swanson, 1991;
Lin et al, 1992; Koide et al., 1993; Copeland y Thomas, 1993; Okada et al., 1994; Garcia-
Herndndez et al., 1997; Elizur et al., 1996; Kajimura et al., 2001; Mateos et al., 2003; Han et al.,



2003; Weltzien et al., 2003; Hellqvist et al., 2004). El medio liquido ha sido aplicado a partir del uso
de la hipofisacion, su mayor desventaja es que toda la hormona se incorpora directamente al torrente
sanguineo del pez, por lo que su entrega es durante un breve periodo de tiempo, por lo que es

necesaria mas de una inyeccion para inducir a la ovulacion en la mayoria de especies.

En cuanto a los medios s6lidos o sistemas de liberacion lenta, los primeros sistemas en aparecer
fueron los implantes preparados a base de colesterol (Weil y Crim, 1983; Crim et al., 1988;
Sherwood et al., 1986; Garcia, 1989, 1993). Actualmente se preparan mezclados con celulosa y sus
proporciones determinan que sean implantes de liberacion lenta (durante ocho semanas) o rapida
(durante ocho dias). Generalmente cada pellet, contiene entre 25 y 250 pug de hormona, se aplican
tanto intramuscularmente como intraperitonealmente (Crim et al., 1988; Sherwood et al., 1988;
Mylonas y Zohar, 2001b). En la actualidad, otro de los métodos de aplicacion hormonal mas
utilizada, son las microesferas, estas poseen alta rigidez, baja degradabilidad y acelerada entrega de
la hormona. Estén realizadas de polimeros biodegradables, de pequefio tamafio y gran flexibilidad.
Sus mayores ventajas son el prolongado tiempo de liberacion de la hormona, su biodegradabilidad, y
su facilidad de fabricacion y aplicacion (Barbaro et al., 2002; Breton et al.,, 1991; Mylonas y Zohar,
2001a).

1.4. CALIDAD DE PUESTA

Las poblaciones de peces, tanto naturales como cultivadas, dependen de la produccion de huevos
de buena calidad. Las puestas de baja calidad constituyen uno de los mayores impedimentos para la
expansion de la acuicultura, tanto marina como de agua dulce. En la industria de la acuicultura los
huevos de buena calidad han sido definidos como aquellos que tienen baja mortalidad en la
fecundacion, formacion del embrion, eclosion, y antes de la primera alimentacion exdgena, cuando
la larva ha reabsorbido el saco vitelino (Bromage et al., 1992). La morfologia de las larvas se ha
usado como indicador de la calidad del gameto en algunas especies de peces (Kjorsvik, 1994).
Otros autores sugieren que la apariencia de la zona pelucida, la esfericidad del huevo, su
transparencia, y el nimero y distribucion de las gotas de grasa, pueden relacionarse con la calidad

del huevo (Kjersvik et al., 1990; Bromage ef al., 1994).



En los criaderos de especies marinas a menudo se distingue entre huevos de buena calidad y huevos
de mala calidad en funcion, respectivamente, de si flotan o no en la superficie del agua (McEvoy,
1984; Carrillo et al., 1989; Kjorsvik et al., 1990). Sin embargo, la correlacion positiva entre la
flotacion y buena calidad de los huevos no es cierta para varias especies marinas, por ejemplo para
el halibut. En esta especie el inico indicador de la calidad del huevo establecido hasta ahora, esta
basado en la valoracion de la simetria celular en las fases tempranas del desarrollo embrionario
(Bromage et al., 1994; Shields et al., 1997). Otros indicadores de la calidad de la puesta que se han
utilizado son el tamafio y la composicidon bioquimica del huevo. Aunque es conocido que huevos
grandes producen también larvas mas grandes, no existen evidencias de que el didmetro del huevo
sea un aspecto determinante de su calidad (Kjersvik ef al., 1990). En trucha arco iris el tamafio de
los huevos no aparece como un importante indicador de la calidad de la puesta (Springate y
Bromage, 1984; Bromage et al., 1992). En cuanto a la composicion bioquimica del huevo, en

principio podria esperarse que ese fuera el componente mas determinante de la calidad de este.

Sin embargo, los resultados obtenidos en varias especies tanto marinas como dulce acuicolas, no han
mostrado una clara relacion entre la composicion bioquimica del huevo y la posterior supervivencia

de huevos y larvas (Craik y Harvey, 1984; Kjorsvik et al., 1990).

En la mayoria de los trabajos de investigacion sobre la calidad de la puesta, las tasas de
fecundacion y de eclosion han sido utilizadas como criterios importantes (Kjorsvik ef al., 2003). La
supervivencia hasta un determinado estadio de desarrollo y la produccion final de larvas, también se

han utilizado como medida de la calidad (Fernandez-Palacios et al., 2005).

En los ultimos afios, se ha propuesto la utilizacién de nuevos indicadores de la calidad de la puesta:
marcadores genéticos (Kestemont et al., 1999; Carnevali ef al., 2000, 2001), peso de las cenizas del
huevo (Trippel et al., 2000), y el pH del fluido ovarico (Lahnsteiner et al., 2000; Denson et al.,
2001).

Puesto que entre los diversos parametros y caracteristicas de los huevos que han sido propuestos
como indicadores de la calidad de la puesta en peces, ninguno de ellos por si mismo parece capaz
de definir completamente la calidad de la puesta, una combinacion de ellos proporcionaria mejores

resultados.



A continuacion se enumeran los cominmente utilizados en los trabajos de investigacion referentes a

la calidad de la puesta:

e Medidas de huevos y larvas
e Esfericidad y transparencia del
huevo

e Flotabilidad del huevo

e Apariencia del corion

e Simetria de los blastdmeros
e Fecundidad

e Numero y distribucion de las gotas

lipidicas

e Tasa de eclosion

e Composicion bioquimica de los

huevos
e Tasa de fecundacion

Tabla I. Indicadores de la calidad de la pue

e Tasa de supervivencia
e Morfologia

sta

Kjorsvik et al. ( 1990)

Kjorsvik et al. (1990); Bromage et al. (1994)

McEvoy (1984); Carrillo et al. (1989); Kjorsvik et al. (1990).
Kjorsvik et al. (1990); Bromage et al. (1994)
Kjorsvik (1990)

Kjorsvik et al. (2003)

Kjorsvik et al. (1990); Bromage et al. (1994)
Bromage et al. (1994); Shields et al.(1997)
Fernandez- Palacios ef al. (2005)

Fernandez- Palacios et al. ( 2005)

Fernandez- Palacios et al. (2005)

Kjorsvik (1994)

Ketesmont et al. (1999); Carnevali et al. (2000, 2001)

Trippel et al. (2000)

Lahnsteiner et al. (2000); Denson et al. ( 2001)



1.5. INDUCCION HORMONAL Y CALIDAD DE PUESTA

Los métodos mas modernos de induccion a la puesta se han centrado en la aplicacion de hormonas
liberadoras de gonadotrofinas. Sin embargo, hay diferencias en la respuesta de las diferentes
especies a la induccion hormonal. En el caso de del lenguado de Florida (Paralichthys lethostigma),
las puestas naturales producen mas huevos por hembra y mayor porcentaje de fecundacion y de
eclosion, que puestas obtenidas mediante induccion hormonal (Watanabe y Carrol, 2001). En el
lenguado de Canadd, encuentran una menor calidad de los huevos en puestas inducidas que en
puestas naturales (Watanabe y Carrol, 2001). En el medaka (Oryzias latipes) las puestas inducidas
originan un menor nimero de huevos y tasas de eclosion mas bajas que las naturales (Shioda y
Wakabayashi, 2000). En lubina, indicadores de la calidad de puesta tales como las tasas de
flotabilidad y de eclosion, aparecen mas bajas en peces tratados que en puestas naturales (Fornies et
al., 2001). En salmoén Atlantico, tanto la supervivencia como el porcentaje de fecundacion fueron
mas altos en los peces no inducidos (Crim y Glebe, 1984). En perca canadiense (Perca flavescens)
se sefialan mayores supervivencias larvarias en los peces no manipulados hormonalmente

(Dabroswski et al., 1994).

En el mero lutria (Epinephelus tauvina), los huevos obtenidos mediante induccion hormonal fueron
de muy baja calidad en cuanto a fecundacion y flotabilidad en comparacion con las puestas naturales
(Lim, 1991). En la limanda, puestas inducidas y no inducidas presentan los mismos parametros de

calidad (Lush y Crim, 2000).

Similares resultados se reportan para el cherne americano, Morone chrysops (Mylonas et al., 1997)

y la lubina estriada, (Hodson y Sullivan, 1993; Woods y Sullivan, 1993).

La induccion a la ovulacion y puesta, en dorada produce huevos de baja calidad (Zohar y Gordin
1979; Ortega et al., 1983; Devauchelle, 1983), sin embargo Francescon et al. (1987), encuentran
para la misma especie, mejores rendimientos en cuanto a la fecundidad relativa, tasa de viabilidad y
tamano de huevo y gota de grasa, en puestas inducidas que en normales. Barbaro ef al. (1997)
sefialan, en dorada, que no hay diferencia en la supervivencia larvaria entre puestas de reproductores

inducidos y los controles sin inducir, pero si un mayor numero de huevos puestos por los inducidos



hormonalmente. En la gran boga (Chondrostoma nasus), sefialan una buena calidad de las puestas
obtenidas mediante inducciéon hormonal, mientras que los controles no llegaron a ovular (Szabo et

al., 2001).

En el pez gato africano (Clarias batrachus), tampoco los controles ovularon y las puestas inducidas
mostraron una buena calidad, en cuanto a porcentajes de fecundacion y de supervivencia larvaria
(Manickam y Joy, 1989). Igual sucede con la lucioperca (Sander lucioperca), en la que los
reproductores no inyectados no ovularon, obteniéndose una buena supervivencia larvaria en las

puestas inducidas (Zakes y Szczepkowski, 2004).

Otros estudios realizados por Policar et al. (2008), sobre la induccion mediante tratamientos
hormonales con analogos de GnRHa, en la perca de rio (Perca fluviatilis), mostraron que la
administracion de altas dosis de GnRHa eran necesarias para provocar la ovulacion, y que estas altas
dosis de hormonas estaba relacionadas con periodos de latencia (tiempo transcurrido entre la

inyeccion y el momento de la puesta) cortos. Resultados similares fueron observados por Kouril ef

al. (1997).

1.6. ACUICULTURA DE ESCIENIDOS

Dentro de la Familia Sciaenidae se cultivan a nivel comercial y/o experimental, en varios paises las
siguientes 8 especies: verrugato del Sur (Argyrosomus japonicus) en Australia (Silberschneider y
Gray, 2008), Sudafrica (Bernatzeder y Britz, 2007; Musson, 2010) y Taiwan (Ueng et al., 2007),
la corvina (Argyrosomus regius) en Espana (Mateos, 2007), Egipto, Francia, Italia, Marruecos y
Turquia (Jimenez et al., 2005), la corvinilla (Cilus gilberti) en Chile (Aburto, 2005), el corvinéon
rayado (Micropogonias funieri) en Uruguay (Garcia—Alonso y Vizziano, 2004), la corvina japonesa

(Larimichthys crocea) en China (Chen et al., 2003).

El corvallo (Sciaena umbra) en Grecia (Chatzifotis et al., 2006) y Turquia (Claki et al., 2006), el
corvinon ocelado (Sciaenops ocellatus) en China (Xu et al., 2007), EE.UU. (Henderson-Arzapalo,
1995), Ecuador (Rajoy, 2003), Francia (Dao, 2003; Gardes et al., 2000; Soletchnik et al., 1989),
México (Garcia-Ortega y Lazo, 2004; Goftings, 2010) y Taiwan (Liao et al., 2001), el verrugato



(Umbria cirrosa) en Chipre (Mylonas et al., 2000), Espana (Arizcun et al., 2009), Grecia (Mylonas
et al., 2004b), Italia (Barbaro ef al., 2002) y Turquia (Basaran et al., 2009).

De todas ellas, el corvindén ocelado y la corvina japonesa son las especies con mayor produccion,

que alcanzd en el ano 2009: 51.476 y 66.021 t, respectivamente (FAO 2011).

1.7. EL CULTIVO DE LA CORVINA

En la acuicultura mediterrdnea se ha optado por el desarrollo del cultivo de la corvina por las

siguientes razones (Mateos, 2007):

1.- Buscar una nueva especie que pudiera contribuir a diversificar los cultivos existentes en el area
Mediterranea, dorada y lubina, ya que por un gran aumento de la produccion de estas especies, el
mercado se encontraba en una situacion de precios bajos y de no incremento de consumo. Desde
muchos foros distintos se apostaba por la diversificacion de cultivo como un remedio a la crisis

existente.

2.- Buscar una especie que tuviera un mejor comportamiento que las ya cultivadas, mayor
crecimiento en menor tiempo y mejores indices de conversion que ayudaran a disminuir los costes

de produccion.

3.- Buscar una especie similar al salmon, que al tener mejor crecimiento hiciera viable obtener
animales de una talla grande para un procesado con bajas perdidas, cosa que no era posible con la
dorada y la lubina. De esta forma se podria ofrecer al consumidor nuevos productos (eviscerados,

filetes, precocinados, etc).

4.- Esta nueva especie deberia ser conocida y apreciada por el consumidor para que la campaiia de

introduccidn fuera mas sencilla y menos costosa.

5.- Por ultimo y lo més importante, que fuera una especie apta para realizar su cria integral, desde el

huevo a la talla comercial adaptandose a los sistemas de cultivo existentes.

La historia de la acuicultura de la corvina es bastante reciente, la corvina es cultivada en Europa

desde finales de los 90. Esta actividad comenz6 simultaneamente en Francia e Italia, obteniéndose



las primeras producciones comerciales (30 t; FAO, 2002) en el sur de Francia en 1977, donde se
logré por primera vez su reproduccion en cautividad (Quémener, 2002), la produccion se expandio
lentamente a las regiones cercanas, especialmente en el lado Tirreno de la costa italiana y en
Corcega. La produccion espafiola comenzd en el 2003, seguida por la de Portugal en 2005,
empezando posteriormente las de Grecia, Turquia, Malta y Egipto, y muy recientemente se

incorporaron Croacia y Chipre (Tabla I).

Tabla II. Historico de la produccion mundial de la corvina en acuicultura (FEAP, 2011)

199719981999200020012002200320042005200620072008 2009 2010

FRANCIA 30" 30" 30' 33 35 165 100 147 267 282 235 206 121 258

ITALIA 231 0 696 320 280 335 300 320 350
ESPANA 316 347 489 251 1300 1660 3180
PORTUGAL 47 23 27 15 20 20
MALTA 12 47 47
EGIPTO 2031'2200' #
TURQUIA 512 #  #
GRECIA 240° #  #
CHIPRE 12
CROACIA 20

*Las cifras de produccion son en toneladas

'FAO (2011); *Monfort (2010); # Sin datos.

La produccion espafiola de corvina, en el afio 2010, representd el 98,52% de la produccion de la

UE. En la Fig. 4, se observa la evolucion de la produccion espaiola por Comunidades Autonomas.
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Fig.4.- Evolucion, por Comunidades Autonomas, de la produccion de acuicultura de corvina en
Espaina (APROMAR, 2004, 2009, 2010, 2011).

Originalmente toda la produccion de juveniles de corvina provenia de un criadero en Francia (Le
poisson du soleil), y la mayoria de la industria acuicola y los centros de investigacion desconocian la
biologia reproductiva de la corvina, y consecuentemente los protocolos para la obtencion de puestas
en condiciones de cautividad. El presente trabajo se enmarca dentro del proyecto RTA 2008-
00107-00-00 “Investigacion del control de la reproduccion de la corvina (Argyrosomus regius)
mantenida en cautividad”, financiado por el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA), y cuyo objetivo principal es describir el protocolo, condiciones
ambientales y tratamiento hormonal, para la obtencion de puestas de huevos de buena calidad de la
corvina mantenida en cautividad. Entre sus objetivos parciales figura “Identificar un protocolo,

tamano minimo de oocito y dosis para la induccion hormonal (GnRHa) de la puesta de la corvina”.



2. OBJETIVOS

La corvina, es una de las especies que estd contribuyendo a la diversificacion de la acuicultura
Mediterranea, es una especie de gran interés debido a su rapido crecimiento y a la buena calidad de
su filete. Al igual que cualquier otra especie, el éxito de su produccion depende de la obtencion de
semillas de buena calidad, y en nimero suficiente. Desafortunadamente, la corvina no pone en
cautividad de forma espontanea, por ello el tratamiento hormonal es el tnico medio de asegurar la
puesta. En la actualidad, una de las técnicas mas utilizadas para la induccion de la puesta, es el uso
de andlogos de hormonas liberadoras de gonadotrofina, y han sido utilizadas en corvina tanto por

medio de inyeccion como de implantes.

El objetivo principal del presente estudio fue determinar la eficacia y el efecto sobre la puesta, de
diferentes dosis de GnRHa, en la induccion de reproductores de corvina nacidos en cautividad. Para

ello se establecieron como objetivos secundarios:

e Determinar la eficacia de la induccion hormonal en la obtencion de las puestas.

e Determinar el efecto de las distintas dosis ensayadas sobre la calidad de la puesta.

e Determinar el efecto de las distintas dosis sobre la produccion de los reproductores.






3. MATERIAL Y METODOS

3.1. ESPECIE OBJETO DE ESTUDIO

Phyllum: Chordata

Superclase: Gnathostomata

Clase: Actinopterygii

Orden: Perciformes

Suborden: Percoidei

Familia: Scianidae

Género: Argyrosomus

Especie: Argyrosomus regius (Fig.5).

El género Argyrosomus (De La Pylaie, 1835) que viene del griego argyros: plateado y soma:
cuerpo; esta formado por 9 especies: 4. regius (Asso, 1801), A. japonicus (Temminck y Schlegel,
1843), A. amoyensis (Blecker, 1863), A. hololepidotus (Lacepede, 1801), A. coronus (Griffiths y
Heemstra, 1995), A. heinii (Steindachner, 1902), A. thorpei (Smith, 1977), A.inodorus (Griffiths y
Heemstra,1995) y 4. beccus (Sasaki, 1994).



La familia Sciaenidae incluye 70 géneros y 270 especies (Nelson, 1994), que se distribuyen en
regiones templadas y tropicales del mundo (Fig.6). Se les conoce con el nombre de tambores o
roncadores, nombre que proviene de los sonidos que estos peces producen al usar su desarrollada
vejiga natatoria como cdmara de resonancia, y a las vibraciones de unos musculos especiales
insertados en sus paredes, lo que permite localizar los bancos de corvina a grandes distancias
(Lagardére y Mariani, 2006; Prista et al., 2007). Ueng et al. (2007) han sefialado que los sonidos
emitidos por los machos y las hembras del verrugato del sur, durante la época reproductiva, difieren
en el nimero de pulsos y porcentaje de ronquidos, asi mientras los machos emiten un 84% de los
ronquidos, las hembras solo emiten el 16%. Los Esciénidos son especies euritermas y eurihalinas
que resisten cambios bruscos de temperatura desde 2 a 38 °C, y de salinidad desde 5 a 39 °%, esta

facultad les permite penetrar en la desembocadura de rios y estuarios, donde realizan la puesta.

Fig.5.- Corvina, (pescasubsdelmediterraneo, 2012).



3.1.1. Descripcion

La corvina presenta un cuerpo alargado, casi fusiforme y ligeramente comprimido, cabeza grande
con hocico alargado y boca grande en posicion terminal, provista de dientes pequefios y
puntiagudos; ojos pequefios y linea lateral claramente visible. El dorso de color gris verdoso o
azulado y el vientre blanquecino. Es una especie corpulenta y agil (Piccolo et al., 2008; Poli et al.,
2001). Posee por todo el cuerpo iriscencias y brillos dorados y plateados. La talla maxima
registrada, ha sido de 203 cm y 103 kg (Froese y Pauly, 2012), pero lo mas habitual es capturar

individuos de entre 0,5 y 1 m de longitud.

Esta especie presenta un otolito de gran tamafio, que se utiliza como amuleto por los pescadores del
sur de la Peninsula Ibérica. Las escamas son grandes y cicloideas, y su linea lateral es curva, con
aproximadamente 50 escamas ctenoideas que destacan por su brillo intenso. Las aletas son de color
pardo-rojizo, y tienen una mancha oscura poco diferenciada sobre el opérculo. Presenta dos aletas
dorsales, la primera se inserta sobre la vertical que pasa por la base de las aletas pectorales, con
forma aproximadamente triangular y consta de 9 a 10 radios duros; la segunda aleta dorsal es mucho
mas larga, consta de un radio duro y 26 radios blandos. La aleta anal es corta y estd formada por 2
radios duros, y entre 7 u 8 radios blandos. Las aletas pelvianas estan situadas en posicion toracica, y

tienen un tamafio similar al de las pectorales. La aleta caudal tiene el perfil distal mas o menos recto.

Presenta una boca terminal, grande con dientes pequefios dispuestos en varias series, con el maxilar
ensanchado en su zona posterior y premaxilar prolongado. La mandibula contiene dientes en serie de
diferente tamafio, los mas grandes y fuertes situados en la zona externa, y en la zona central (parte
superior) e interna (parte inferior). No posee dientes en el paladar. El interior de la boca es de color

amarillo dorado, por ello en Italia se le llama boccadoro.

La evolucion de la organogénesis del sistema digestivo de la corvina, ha sido descrito durante los 30
primeros dias de vida por Cruz et al. (2007), y hasta los 60 dias de vida por Abreu et al. (2009).
Estos autores sefialan que la corvina es una especie de rapido desarrollo larvario, y muy susceptible

a los parametros de cultivo, durante la fase larvaria, condicionando estos su crecimiento.



En edad adulta presenta un tracto digestivo corto (tipico de peces carnivoros), un eséfago corto y
amplio con paredes musculosas; a continuacion se observa el estdbmago en forma de pequefio saco,
en cuya porcion anterior se insertan tanto la porcion esofagica como la intestinal, originandose un

saco ciego o estdmago posterior.

El intestino es corto y el grosor de sus paredes varia, siendo més fina en la zona intermedia que en
la zona anterior y en la anal. En la porcion anterior del intestino, cercanas a la zona pilorica del
estdmago hay 9 prolongaciones ciegas o ciegos pildricos, que tienen junto con el intestino una

funcidn secretora-absortiva (Oliva et al., 2005; Gil et al., 2009).

3.1.2. Distribucion y Habitat

La corvina se distribuye por todo el mar Mediterraneo, aunque de forma escasa (Chao, 1986). Los
peces mas grandes se encuentran a lo largo de la costa de Africa del Oeste. En Senegal, en la bahia
de Dakar parece estar el limite sur de la especie; grandes cardumenes de corvina se encuentran
alrededor de buques desechados que fueron hundidos para crear habitat para varias especies
comerciales. A.regius se distribuye, desde el sur de Suecia y Noruega hasta la desembocadura del

Congo (Poli et al., 2003). La corvina también estd presente en las islas Canarias (Dooley et al.,

1985; LLoris et al., 1991; Floeter et al., 2008).



Fig.6.- Mapa de distribucion de algunos de los Esciénidos criados en el mundo. Los nimeros
indican la década de crianza de cada especie (Cardenas, 2010).

Es una especie litoral demersal (nectobentdnica), que habita en fondos rocosos o campos de
Posidonia. Se encuentra a profundidades de 15 a 200 m. Es una especie gregaria, que se desplaza en
pequefios grupos, y suelen localizarse en la desembocadura de rios y estuarios. (Pasquaud, 2006;
Prista et al., 2007; Catalan et al., 2006). Las lagunas estuaricas sirven como zonas de desarrollo de
los individuos mas jovenes (Catalan et al., 2006; Fernandez- Delgado et al., 2000; Sobrino et al.,

2005).

El crecimiento tiene lugar principalmente durante el verano; la actividad de alimentacion se reduce
substancialmente cuando las temperaturas del mar caen bajo 13-15 °C. Es una especie muy voraz,
que se alimenta de poliquetos, crusticeos, equinodermos y moluscos, ademas de otras especies de
peces mas pequefios (clupeidos y mugilidos) (Jiménez et al., 2005). Los juveniles de esta especie

poseen baja diversidad de presas, alimentadndose esencialmente de misidaceos y quisquillas.



3.1.3. Reproduccion Natural

Los Sciénidos son gonocoricos, con sexos separados. El periodo de diferenciacion sexual fue
descrito en corvina, a la edad de 10-12 meses, los machos alcanzan la pubertad a los 2 afios (26,8 +
07 cm, 920+ 75g), mientras que las hembras lo hacen a los 3 afios de edad (35,8 = 0,8 cm, 1610+£89
g) (Schiavone et al., 2012).

En primavera coincidiendo con los periodos de descarga de agua dulce (Hall, 1984), la corvina

entra en los estuarios en grupos para desovar.

En Europa las &reas mas importantes para el desove son, el estuario de la Gironda y el golfo de
Vizcaya, en Francia (Quéméner et al., 2002), y las desembocaduras del rio Tajo en Portugal, y del
rio Guadiana en el Sur de la peninsula Ibérica (Gonzalez-Quiros et al., 2011). Durante el invierno la
corvina adulta, vuelve a mar abierto, a la costa Africana para alimentarse (Quéméner et al., 2002).
Los juveniles viven en los estuarios hasta que finaliza el verano, y se mantienen 2 o 3 afios en aguas
costeras hasta que finalmente migran a areas en mar abierto. La temperatura es uno de los factores

determinantes en la migracion y reproduccion de la corvina (FAO, 2005b).

3.2. CONDICIONES DE CULTIVO

3.2.1. Tanques Experimentales

Los tanques donde se llevo a cabo la experiencia, estaban fabricados en poliéster reforzado con
fibra de vidrio, y eran de seccion cuadrada de 3 x 3 x 1.5 m (Fig.7), con una capacidad individual de
unos 10.000 1. Disponian de una abertura lateral superior, en uno de los lados, provista de un tubo
que desemboca en un colector de huevos, constituido por un bastidor de PVC de 0,5 m de lado, del
que pendia una malla de 500 p de luz. Cada colector descansaba sobre un tanque de plastico de
seccion rectangular y 500 1 de capacidad, con salida por rebosadero en la parte superior, que

aseguraba que los huevos no quedaran en seco, aun en el caso de fallo del suministro de agua.



En el lado opuesto a la abertura, se encontraba una entrada multiple de agua de mar, en sistema de
circuito abierto, con un flujo de unos 1600 I/h, lo que aseguraba una renovacion diaria de
aproximadamente 4 veces el volumen del tanque, y que ademas establecia una corriente superficial

que ayudaba al deposito de los huevos en el colector.

Fig.7. - Tanques de reproductores, con colectores de huevos.

Agua de mar

La toma de agua de mar se realizaba a través de un pozo de captacion, excavado en el espigon del
Muelle de Taliarte. El agua era elevada mediante un grupo de bombas que suministraba un caudal
de 180 m’/h, y era conducida hasta un deposito regulador principal, situado en el exterior en una
zona anexa a las instalaciones propias de la planta. Todo el sistema de conduccion de agua de mar
estaba montado en PVC. Desde este deposito el agua de mar era distribuida directamente, por
gravedad, a los tanques experimentales de reproductores. La salinidad y el pH del agua de los
tanques de reproductores se mantuvieron siempre constantes (S %o = 36,70 = 0,001 y pH = 8,14 +

0,03). La temperatura oscil6 entre 17 y 24 °C y se mantuvo un Fotoperiodo de 12 horas.



Aireacion

El suministro de aire a toda la instalacion, para conseguir una oxigenacion adecuada del agua, se
realizaba mediante tres turbinas ventiladores (Siemens-Elmo, Alemania), de funcionamiento
continuo que suministran aire a baja presion. El sistema de aireacion tenia ademas la funcién de
crear una corriente de abajo hacia arriba, y desde el centro a la periferia de los tanques, para evitar
asi la sedimentacion de los huevos y ayudar a la recoleccion de los mismos por los sistemas ya

descritos.

3.2.2. Reproductores

Se utilizaron ejemplares de corvina, nacidos en cautividad en la hachery Francesa ‘’Le poisson du
soleil’’(www.poissons-soleil.com), posteriormente el engorde se realizd en una empresa de jaulas
situada en la isla de Tenerife, desde donde fueron trasladadas a nuestras instalaciones de la isla de
Gran Canaria, en el Buque Oceanografico “Profesor Ignacio Lozano” del Instituto Canario de
Ciencias Marinas. Dicho buque estd equipado con tanques para carnada viva de 12 m’ donde se
trasportaron. Posteriormente se formo, el stock de reproductores del ICCM, con edades
comprendidas entre 5 y 6 anos, todos ellos marcados con PIT (TROVAN Ltd. Reino Unido), los
cuales se detectaron usando el lector Power tracker V (AVID, Reino Unido). Previo al inicio del
experimento y tras pesar y medir los animales (Fig.8A), una vez anestesiados con una solucion de
aceite de clavo, en una proporcion de 50% de aceite de clavo natural y 50% Etanol absoluto, fueron
distribuidos en 8 tanques de 10 m?® a razén de 39 y 3¢ cada uno. Las caracteristicas biométricas de

los reproductores utilizados se indican en la Tabla III.

Durante el periodo experimental (Mayo a Junio), los reproductores se alimentaron (1% de su
biomasa) con un pienso comercial (Vitalis Cal, Skretting®) dos veces a la semana, y con alimento
fresco Sepia (Sepia officinalis) y mejillon (Mytilus edulis), una vez a la semana, en este caso la
alimentacion fue ad libitum. Los restos de comida y residuos fecales eran limpiados periodicamente

del fondo de los tanques por aspiracion.
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Tabla III. Caracteristicas biométricas de los reproductores utilizados en el experimento

Dosis (ng/kg) PESO (kg) TALLA (cm)

1 9,54+1,22 9,624+2,73 94,33+1,75  90,63+12,91

10 8,80+0,81 8,28+1,44 91,67+2,02 90,86+4,73

20 9,11+1,11 9,37+0,32 90,93+6,88 96+0,264

SI 7,93+0,64 8,27+1,44 94,33+2,30 92,83+5,53

"SI = Sin inyectar, SS = Inyectadas con solucion salina.



Fig.8.- (A) Biometria y marcaje (B) Canulacion (C) Proyector de perfiles utilizado para la medida
de los oocitos (D) Hemocitometro.



3.2.3. Determinacion del estado de maduracion de los reproductores

Previamente al inicio de las inducciones, y en el momento del muestreo inicial de los reproductores,
se comprobo el estado de madurez sexual de los reproductores midiendo el tamafio de 100 oocitos
de cada hembra (canulacion ovarica) y la actividad del esperma (obtenido mediante presion
abdominal). Las biopsias ovaricas se llevaron a cabo utilizando un catéter, con un didmetro interno
de 1.3 mm (Kruuse, Dinamarca), introduciéndolo por el poro genital (Fig.8B). Cada muestra de
ovario se depositaron sobre un portaobjetos, afiadiéndole una solucion salina (Suero fisiologico
comercial), se observd en un proyector de perfiles (Mitutoyo PJ-3000A, Kanagawa, Japon) (Fig.8C)
para estimar el didmetro de 100 ovocitos elegidos al azar, solamente hembras con oocitos de 500um
fueron seleccionadas para el experimento. Y por otra parte, se le afiadid liquido Serra, para la
clarificacion del citoplasma, durante 5 minutos para poder determinar la posiciéon del nicleo de los
ovocitos, y determinar asi el estadio de desarrollo de los ovocitos. El esperma de cada macho se
obtuvo por masaje y presion abdominal. La densidad del esperma de cada macho fue determinada,
por triplicado, en un hemocitometro Neubauer (HHH, Germany) (Fig.8D), utilizando un
microscopio Leica DM 2500 (Wetzlar, Germany), a 400 aumentos. El porcentaje de movilidad, y
el tiempo de actividad del semen de cada macho se determinaron, por triplicado, siguiendo la

metodologia descrita por Mylonas ef al. (2004a).

3.3. INDUCCION HORMONAL DE LOS REPRODUCTORES.

Con los 48 reproductores seleccionados, se constituyeron seis grupos experimentales, y dos grupos
de control: uno no fue inyectado y el otro lo fue con una solucion salina (9g Cl Na/100ml agua
destilada o Suero fisiologico comercial). A lo largo del periodo experimental que fue de 9 semanas,
se inyectd semanalmente (Fig.9), de forma alternativa, una hembra y un macho de cada grupo
experimental, y del grupo control inyectado con solucidn salina, de tal manera que cada hembra y
cada macho fue inyectado, a lo largo del periodo experimental un total de 3 veces. Cada uno de seis
grupos experimentales fue inducido mediante una inyeccidon de GnRHa (Sigma-Aldrich Co. St.
Louis, Missouri, USA), con dosis de 1, 5, 10, 15, 20 y 25 ug.kg™, respectivamente. En todos los
casos el diluyente utilizado fue solucion salina (9g CI Na/100ml agua destilada), las inyecciones se

pusieron en la musculatura dorsal.



Los costes de la Hormona ascendieron a 234,71€ los 5 mg de GnRHa en polvo, utilizdindose una
media de 2,5 mg por induccion, al final del experimento se utilizaron unos 20 francos de Smg de

GnRHa, el coste final de la induccion mediante GnRHa ascendio a 4.694,2€.

Fig.9.- Induccién hormonal de los reproductores mediante inyeccion intramuscular.

3.4. CONTROL DE LAS PUESTAS

Las puestas tuvieron lugar entre las 11:00 y las 22:00, y se recogieron siempre a las 07:30 del dia
siguiente, se actud igual, transcurridas 24 horas, cuando hubo una segunda puesta con la misma
inyeccion. Una vez transferidos los huevos a un cubo de plastico de 13 1 de capacidad, se dejaban
reposar aproximadamente 20 minutos y una vez decantados se procedia a separar la fraccion flotante
(FF) de la no flotante (FNF), esta obtenida mediante aspiracion del fondo era transferida a un vaso
de precipitado de pléstico de 5 1. Por ultimo, se completaban los volimenes con agua de mar de tal
manera que los huevos quedaban en 10 1 los de la FF y en 5 1 los de la FNF. Manteniendo en todo
momento las puestas con aireacion continua, y posteriormente se procedian al contaje de la puesta
tanto de la Fraccion flotante (FF) como de la Fraccion no flotante (FNF), para proceder al célculo de

los parametros de calidad de la puesta.



Los huevos se clasificaron, siguiendo los criterios definidos por Divanach (1985) y por Kjersvik et

al. (1990) en las siguientes categorias:

Huevos vivos o Viables: huevos morfolégicamente normales, transparentes, perfectamente
esféricos, y con blastomeros claros y simétricos. Estas caracteristicas continuan a lo largo de todo el

desarrollo hasta la eclosion.

Huevos muertos: huevos con iridisaciones en el vitelo, con vitelo opaco o con perforaciones
en la membrana que permite la penetracion del medio exterior haciendo que el vitelo se condense y

precipite.

Huevos no fecundados: huevos con forma esférica, consistencia blanda, de aspecto general
incoloro y traslucido. La gota de grasa se aprecia de forma difuminada. Con arrugas en la
superficie del corion que le dan un aspecto mate. Con un espacio perivitelino bien aparente a nivel
de polo animal. Estas caracteristicas continlian a lo largo de todo el desarrollo (Fig. 10 a las 0

horas).

Huevos anormales: huevos con morfologia irregular no esférica, condensaciones parciales del
vitelo en forma de manchas opalescentes excéntricas. Con cufias citoplasmaticas entre el polo
animal y vegetal. Con aberraciones de segmentacion o blastomeros irregulares. Huevos con mas de

una gota de grasa.

Como pardmetros para determinar la eficacia de la induccion se utilizaron los siguientes:

e Numero de hembras inducidas que tuvieron puesta.
e Numero de puestas por inyeccion.

e Periodo de latencia (tiempo transcurrido entre la induccidon y el momento de la puesta, o

puestas en los casos que con una misma inyeccion hubo dos puestas).

El calculo de estos parametros se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Ferndndez-Palacios

et al. (2009).



Como parametros para determinar la calidad de las puestas experimentales se utilizaron los

siguientes:

indices de las puestas

. % de huevos fecundados

. % de huevos vivos

. % de eclosion

. % de supervivencia larvaria (3 dias)

Producciones relativas por puesta

. Numero de huevos fecundados por kg de hembra y por puesta

. Numero de huevos vivos por puesta y por kg de hembra

. Numero de larvas eclosionadas por puesta y por kg de hembra

. Numero de larvas con el saco vitelino reabsorbido por puesta y por kg de hembra.

El célculo de estos parametros se realizo siguiendo la metodologia (Fig.10 y 11) descrita por

Fernandez-Palacios et al. (2005).

Producciones relativas por inyeccion

. Numero de huevos fecundados por kg de hembra y por inyeccion.

. Numero de huevos vivos por puesta y por inyeccion

. Numero de larvas eclosionadas por puesta y por inyeccion

. Numero de larvas con el saco vitelino reabsorbido por puesta y por inyeccion.

El célculo de estos pardmetros se realizo segiin Fernandez-Palacios et al. (2011).



Fig.10.- Material utilizado para el control de las puestas.

Fig.11.- Recipientes utilizados para la incubacion de los huevos y contaje de las larvas con el saco
vitelino reabsorbido.



3.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados obtenidos se han expresado siempre como media + desviacion estdndar de la media.
Los datos de un mismo experimento se compararon estadisticamente utilizando el analisis de la
varianza (ANOVA) (Sokal y Rohlf, 1996). Una vez habian sido detectadas diferencias
estadisticamente significativas con el ANOVA, las diferencias entre medias fueron puestas de

manifiesto mediante el test de comparacion multiple de las medias de Duncan.

Para determinar el grado de asociacion entre variables dependientes, se calculd el coeficiente de

correlacion y esta relacion se represento en forma de regresion (Sokal y Rohlf, 1996).

Los datos se analizaron utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS (version 3.1 Plus for
Windows; Graphic Software Systems, Inc.USA.

3.6. NOMBRES COMUNES DE LAS ESPECIES UTILIZADOS

Los nombre vulgares de las especies, utilizados en este trabajo fueron tomados del “’Diccionario
multilingiie de especies marinas para el mundo hispano’’ de Vera (1992). En caso de no figurar, la
especie, en dicho diccionario se utilizd6 la denominacidén FAO en espafiol de la base de datos
FISHBASE (Froese y Pauly, 2012) y en el caso de no existir el nombre en espafiol, se utilizo la

denominacion FAO en inglés de esa base de datos.
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4. RESULTADOS
4.1. MADUREZ SEXUAL

Los resultados obtenidos respecto al estado de madurez sexual de los reproductores: medida de los
oocitos y densidad, motilidad y actividad del esperma, se indican en las Tablas IV y V,

observandose que no hubo diferencias significativas en ninguno de los pardmetros controlados.

Tabla IV. Medida de los oocitos de las hembras utilizadas en el experimento (SI =Sin
inyectar; SS = Inyectadas con solucion salina)

1 3 0,525+0,016

10 3 0,511+0,010

20 3 0,527+0,001

SI 3 0,516+0,005

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices

distintos indican diferencias significativas.



Tabla V. Parametros de calidad del esperma de los machos utilizados en el experimento (SI
=Sin inyectar; SS = Inyectados con solucidn salina)

Dosis(ng.kg’) N° Machos Densidad % Movilidad Tiempo actividad
espermato.(Cel/ml™) esperma (min)

1 3 19,00+7,00 67,81+6,61 6,98+0,39

5 3 24,66+2,08 73,67+12,26 6,97+0,47

10 3 25,00+6,08 80,02+6,84 6,79+0,57

15 3 26,66+3,21 78,53+1,86 6,59+0,44
20 3 23,66+4,50 68,89+1,86 7,18+0,14
25 3 28,00+2,64 72,69+7,31 7,18+0,65

SI 3 19,66+7,09 67,64+2,29 6,94+0,65

SS 3 20,66+6,80 70,06+2,22 6,22+0,13

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas.

Superindices distintos indican diferencias significativas.

4.2. EFICACIA DE LAS DOSIS

Al analizar los resultados obtenidos (Tabla VI), se observa que no existen diferencias
estadisticamente significativas en él % de hembras con puestas. En cuanto al periodo de latencia
hasta la primera puesta, este es mayor cuanto menor es la dosis ensayada, encontrdndose una
correlacion negativa altamente significativa entre los dos parametros (Fig.12). Existen diferencias
estadisticamente significativas entre los periodos de latencia de los reproductores inyectados con las
dosis mayores de 15, 20, y 25 pg.kg™, y los de los inyectados con las dosis menores 1 y 5 pug.kg™.
El periodo de latencia de las puestas de los reproductores inyectados con la dosis de 10 pg.kg” es
intermedio entre estos dos grupos y no se diferencia significativamente de ninguno de ellos. No se

obtuvieron puestas en los grupos control.



Tabla VI. Efecto de las dosis inyectadas sobre las puestas

% Hembras

NI]

con puestas puestas

Periodo latenc. Periodo latenc. N° puestas por

(h) 1* puesta (h) 2° puesta inyeccion

Dosis N° hembras N°
(ngkg!) yectadas - inyecciones
1 3 9
5 3 9
10 3 9
15 3 9
20 3 9
25 3 9

100

100

100

100

100

100

5

10

14

18

12

11

32,15+1,14° 60,38+0,47° 0,55+0,19¢
32,33+1,21° 59,52+0,78" 1,11+0,19°
31,13+1,04% 58,2042,81%* 1,55+0,19°
30,26+1,24* 58,25+1,76™ 2,00+0,00°
29,59+1,70° 57,18+0,53* 1,3340,33%

29,53£1,68" 57,58+1,67% 1,2240,19"

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices

distintos indican diferencias significativas.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas, entre los periodos de latencia hasta la

segunda puesta de los reproductores inducidos con las dosis mayores 20 y 25 pgkg”, y los de la

dosis menor 1pg.kg™. También entre los de la dosis de 20 pg.kg” y los de la dosis de 5pg.kg™”. Los

periodos de latencia hasta la segunda puesta de las dosis de 10 y 15 pg.kg™ son intermedios entre

los de 1-5 y 20-25 pg.kg”, no diferenciandose estadisticamente de ninguno de ellos. Tal como

sucedio con el periodo de latencia hasta la primera puesta, existe una correlacion negativa, altamente

significativa, entre la dosis y el periodo de latencia hasta la segunda puesta (Fig. 13).
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Fig.12.- Relacion entre las dosis ensayadas y el periodo de latencia hasta la primera puesta.
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Fig.13. -Relacion entre las dosis ensayadas y el periodo de latencia hasta la segunda puesta.



El mayor nimero de puestas por inyeccion se obtuvo con la dosis de 15 pg.kg™ que se diferencid
estadisticamente del resto de las dosis ensayadas. El nimero de puestas por inyeccion de la dosis de
10 pug.kg” no se diferencio estadisticamente del de las de 20 y 25 pg.kg”, pero sidel de 1y 5
ng.kg'. A su vez el nimero de puestas por inyeccion de las dosis de 20 y 25 pg.kg™ no se diferencié
del de 5 pg.kg™ pero si del de las de 1 pg.kg™ Por wltimo, el de la dosis de 5 pg.kg™ se diferencia
estadisticamente del de 1 pgkg'. Se encontrd una correlacidn polinomial estadisticamente

significativa entre la dosis y el nimero de puestas por inyeccion (Fig. 14).
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Fig. 14.- Relacion entre las dosis empleadas y el n® de puestas por inyeccion.



4.3. EFECTO DE LAS DOSIS SOBRE LA CALIDAD DE LAS PUESTAS

Los resultados obtenidos en cuanto a los indices de calidad de las puestas, se sefialan en la Tabla
VII. Los mejores resultados, en todos los indices, corresponden a las puestas de reproductores
inducidos con la dosis de 15 pgkg™. Sin embargo, solo existen diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de huevos viables. Asi, el porcentaje de huevos viables obtenidos con
la dosis de 15 pg.kg™ se diferencia estadisticamente del obtenido con el resto de las dosis, excepto
de la dosis 20 pg.kg™”, este a su vez se diferencia tmicamente del obtenido con la dosis mas baja de
1 pg.kg™. Los huevos viables obtenidos con las dosis de 5, 10 y 25 pg.kg™ no se diferencian entre
si. Sin embargo, estas dosis, si se diferencian de la dosis de 1 pg.kg™. Se encontraron correlaciones
polinomiales, estadisticamente significativas, entre las dosis empleadas y los porcentajes de huevos

viables (Fig. 15) y fecundados (Fig. 16).

Tabla VII. indices de calidad de las puestas

Dosis % Huevos % Huevos % Eclosion % Larvas saco vitelino
(ng.kg™) fecundados viables reabsorbido
1 93,70+10,24 50,72+16,27¢ 88,02+4,58 84,37+9,64
5 92,90+16,62 71,67+25,71™ 90,71+16,72 89,24+12,31
10 98,14+3,64 73,31+18,52" 91,07+6,12 89,17£17,27
15 99,33+1,00 92,41+4,16" 95,14+3,63 92,33+6,35
20 98,98+2,18 84,46+16,27" 85,39+16,73 91,51+10,17
25 98,57+1,71 70,67+14,83°¢ 94,58+5,20 80,58+15,42

*Filas de una misma columna sin o con superindices iguales no presentan diferencias significativas. Superindices

distintos indican diferencias significativas.
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Fig.15.- Relacion entre las dosis utilizadas y los porcentajes de huevos viables.
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Fig.16.- Relacion entre las dosis utilizadas y los porcentajes de huevos fecundados.



4.4, EFECTO DE LAS DOSIS SOBRE LAS PRODUCCIONES

4.4.1. Producciones por kg de hembra y por puesta

En referencia a las producciones (por kg de hembra y por puesta) de los grupos experimentales,
(Fig.17) se observa que las mayores producciones, en todos los parametros controlados,
corresponden a la dosis de 15 pg.kg”. En el namero de huevos y de huevos fecundados, no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los producidos por los reproductores inducidos con
las dosis de 5, 10, 15, 20 y 25 pg.kg™, existiendo diferencias estadisticamente significativas, entre

estas dosis y los inducidos con las dosis mas baja de 1 ug.kg™.

En cuanto al nimero de huevos vivos y de larvas eclosionadas, tampoco existen diferencias
estadisticamente significativas entre los producidos por los reproductores inducidos con las dosis de
5,10, 15,20 y 25 pg.kg”, existiendo diferencias significativas de los inducidos con 15 pugkg” con
los inyectados con 1 y 20 ug.kg”, a su vez los inducidos con 10 y 25 pgkg” se diferencian de los
de la dosis mas baja de 1 pg.kg™. No existiendo diferencias estadisticas entre los inducidos con 1 y

20 pg.kg™.

En referencia al nimero de larvas con saco vitelino reabsorbido, sucede lo mismo que en cuanto los
huevos vivos y larvas eclosionadas, pero en este caso ademas no existen diferencias entre las puestas

de los reproductores inducidos con las dosis en 1 y 25 ug.kg™.

4.2.2. Producciones por kg de hembra e inyeccion

En cuanto a las producciones (por kg de hembra e inyeccion) de los grupos experimentales, (Fig.
18) se observa de nuevo, que las mayores producciones, en todos los pardmetros controlados,
corresponden a la dosis de 15 pg.kg™, existiendo diferencias significativas, en todos los parametros
con el resto de reproductores inducidos con el resto de las dosis. Observandose, que las
producciones de los grupos experimentales inducidos con las dosis de 5, 10, 20 y 25 pug.kg™ no se
diferencian entre si, pero si con las producciones de los reproductores inducidos con la dosis mas

baja de 1 pg.kg™.
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Fig.17.- Producciones (por kg de hembra y por puesta) de los grupos experimentales.
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5. DISCUSION

Los métodos mas modernos de induccidén a la ovulacién, se han centrado en la aplicacion de
hormonas liberadoras de gonadotrofinas GnRH (Valdebenito, 2008). Los preparados sintéticos o
andlogos han sido utilizados en las principales especies de la acuicultura europea (FEAP, 2011):
dorada (Barbaro et al., 1997), lubina (Fornies et al., 2001; Mylonas et al., 2003; Firat et al., 2005;
Prat et al., 2001), trucha arcoiris (Arabaci et al., 2004; Vazirzadeh et al., 2008), salmon Atlantico
(Vikingstad et al., 2008), rodaballo (Mugnier et al., 2000), halibut (Mazorra et al., 2000), bacalao
(Garber et al., 2009), carpa comun, (Vazirzadeh et al., 2011) y anguila europea (Pefiaranda et al.,
2010).

Asi mismo han sido utilizados en especies emergentes de la acuicultura europea (Abellan y
Basurco, 1999), especies tales como: el verrugato (Mylonas et al., 2000; Barbaro et al., 2002;
Komoundouros et al., 2005), lenguado senegalés (Agulleiro et al., 2006; Guzman et al., 2009,
2011), corvina (Cardenas et al., 2009), medregal o pez limon (Mylonas et al., 2004a), mero moreno
(Marino et al., 2003; Conceicao et al., 2008; Refones et al., 2010), pargo o bocinegro (Biike ef al.,
2005; Aristizabal et al., 2009; Mylonas et al., 2011), atin rojo (Mylonas et al., 2007; Corriero et al.,
2009) y denton (Mylonas ef al., 2011).

El tamafio de oocito para que la induccion tenga éxito y se produzcan huevos viables es muy
importante. Por ejemplo en el salmén Atlantico una induccidon excesivamente temprana produce
huevos anormales y una mortalidad del 100% de los huevos a las 24 horas de la fertilizacion (Crim
y Geble, 1984). Este tamafio varia entre las especies, asi en el caso de la lubina se sefala que el
didmetro debe ser superior a las 600 p (Alvarifio et al., 1992; Asturiano, 1999; Moretti et al., 1999;
Prat et al., 2001). En rodaballo, Mugnier ef al. (2000) sefialan este mismo didmetro como el minimo
para la obtencion de puestas inducidas viables. En el pejerrey de Argentina (Odontesthes
bonariensis), el tamafio minimo de los oocitos, para la induccion, oscila entre los 800 y 900 p
(Miranda y Somoza, 2009). En dorada el tamafio minimo sefialado es de 500 p (Moretti et al.,
1999), mientras que para la perca gigante (Lates calcarifer), es de 400 p (Garcia 1989; Schipp et al.,
2007). En el pez limon, la induccion se realiza cuando el didmetro del oocito es de 550-600 p
(Kozul et al., 2001), y en el pargo lunarejo (Lutjanus guttatus), cuando el diametro supera las 430 p

(Ibarra-Castro y Duncan, 2007).



En nuestro estudio, todas las hembras seleccionadas para el experimento tenian oocitos mayores de
500 p. No hubo diferencias estadisticamente significativas en el tamafio de los oocitos entre los
grupos experimentales ni tampoco con los grupos control. El didmetro de los oocitos de los
reproductores de este experimento, fue suficiente para inducir hormonalmente la puesta, como ha
ocurrido con ejemplares capturados en la naturaleza (Duncan et al., 2007), o con reproductores
nacidos en cautividad (Fernandez-Palacios et al., 2009) de esta misma especie, y otras especies de la
misma familia: corvina del Sur, Argyrosomus hololepidotus, (Battaglene y Talbot, 1994) y verrugato

(Libertini et al., 1998; Mylonas et al., 2004b; Basaran et al., 2009; Grau ef al., 2009).

En la corvina pintada (Cynoscion nebulosus) los oocitos se consideran maduros , para ser inducidos,
con un didmetro de 375 um (Thomas y Boyd, 1989), y en el corvinon rayado hembras con oocitos
superiores a 400 p tratadas con 300-500 UI de hGC, responden en un 75-80% de los casos (Garcia-
Alonso y Viziano, 2004).

La densidad espermadtica puede indicar si el pez esta o no en el momento 6ptimo para reproducirse,
ya que unos valores bajos pueden reflejar que la muestra ha sido cogida fuera del periodo
reproductor, y por lo tanto el semen podria ser de baja calidad (Glogoswsky et al., 1996). En nuestro
caso tampoco hubo diferencias significativas en la densidad del esperma, que vari6 entre 19,00+7,00
y 28,00+2,64 x 10° espermatozoides.ml”. Los valores observados en este estudio son muy similares
a los indicados para esta misma especie por Fernandez-Palacios et al. (2009), que oscilaron entre
19,50+£7,76 'y 25,74+4,64 y para otros miembros de la misma familia, como la corvina amarilla
(Nibea albiflora), que fue de 23,7+0,64 espermatozoides.ml” (He et al., 2012) y en verrugato los

valores oscilaban entre 13-26x10° espermatozoides.ml” (Mylonas et al., 2004b).

Los valores encontrados por nosotros, son similares a los indicados en varias especies de teledsteos,
en pez conejo (Signatus guttatus) 5-20x 10 ? espermatozoides.ml” (Garcia , 1993), en carpa comiin
25-30 x 10” espermatozoides.ml”, en salmon Atlantico 12-24 x 10 ° espermatozoides.ml” (Estévez,
1991), en lubina de 10-40 x 10° espermatozoides.ml” (Villani y Catena, 1991) y en trucha arcoiris
10-20 x10° espermatozoides.ml” (Billard y Cosson, 1988).



Por el contrario son mayores que los observados en otras especies como el bacalao con valores
entre 3.3 — 13.4 x10° espermatozoides.ml” (Butts ez al., 2009), en el lenguado senegalés con valores
entre 0.5-3x10° espermatozoides.ml™(Cabrita et al., 2006), y en el coregano (Coregonus
clupeaformis) 7x10° espermatozoides.ml”(Ciereszko y Dabrowski, 1993). Sin embargo, son
menores que en halibut con valores superiores a 100x10° espermatozoides.ml” (Cosson et al.,
2008), o en perca de rio con valores entre 2,75+0,51 — 29,19+15 x 10 10 espermatozoides.ml'1 (Alavi
et al.,2007).

En la mayoria de peces teledsteos, de fecundacion externa, los espermatozoides se encuentran
inmoviles en el fluido seminal, y una vez que han tomado contacto con el medio externo, mantienen
la motilidad por un breve espacio de tiempo (Ginzburg, 1972; Morisawa, 1994). La motilidad del
espermatozoide, es uno de los parametros mas utilizados para determinar la calidad del semen.
Levanduski y Cloud (1988), Terner (1986), Billard (1988), Trippel et al. (1991), Zavos et al. (1996).
Woolsey et al. (2006) y Rudolfsen et al. (2008) entre otros autores, sefialan que la motilidad es el
mejor indicador de la capacidad fecundante del espermatozoide, ademds de ser un parametro de
facil evaluacion, mediante el uso de un microscopio Optico y de escalas preestablecidas, tales como
la de Sanchez-Rodriguez y Billard (1977), la de Aas et al. (1991), y la de Estay et al. (1994).
Actualmente se utilizan sistemas computerizados de analisis de imagen como CASA (Computer

Assisted Sperm Analysis), o el NIH image (Rurangwa et al., 2004).

En nuestro trabajo no hubieron diferencias significativas en el % de movilidad del esperma, estos
datos son similares a los obtenidos por Duncan et al. (2007), para corvinas salvajes que fueron del
60-90%, vy a los obtenidos por Ferndndez-Palacios et al. (2009) y Schiavone et al. (2012), para
reproductores, de esta misma especie, nacidos en cautividad, que oscilaron entre el 77 y 89 % y el
53-74%, respectivamente. También son similares a los indicados para otros miembros de la misma
familia, como la corvina amarilla, 58-69% por He et al. (2012). Mylonas et al. (2004b), sefialan una

motilidad de alrededor del 80 % en reproductores de verrugato.

En otras especies tales como el sargo picudo, el medaka, el lenguado senegalés y la perca de rio, la
motilidad fue superior al 80 % (Alavi et al., 2007; Papadaki et al., 2008; Yang y Tiersch, 2009;
Guzman et al., 2009).



Valores mas bajos ha sido observados por Ottesen et al. (2009) que sefialan una motilidad del 30-
88% en reproductores del halibut. Huang et al. (2003), sefialan una motilidad del 78+3% para el xifo
de Couch (Xiphophorus couchianus).

En cuanto al tiempo de actividad, tampoco existieron diferencias significativas en este estudio. Es
similar al indicado por Duncan et al. (2007) para corvinas salvajes que fue de 3-5 min, y a los
obtenidos por Fernandez-Palacios ef al. (2009), para reproductores nacidos en cautividad que fue de
6-7 minutos. También es similar al indicado para otros miembros de la misma familia como la
corvina amarilla, 7-7,5 minutos (He et al., 2012) o para el corvinon ocelado que fue de 6+0,75

minutos (Wayman y Tiersch, 1998).

Schiavone ef al. (2012), indican una duracion de la actividad flagelar entre 0,5 y 1,20 minutos, para
esta misma especie. La menor duracion de la actividad flagelar en este caso, puede ser debida a la
menor edad de los machos que en este experimento fue de 2-3 afios, en nuestro experimento los
machos tenian 6 afnos. La edad de los reproductores tiene una significativa influencia en la calidad
del esperma (Vuthiphandchai y Zohar, 1999; Bastardo et al., 2004; Hajirezaee et al., 2010). Asi,
Biiyiikhatipoglu y Holtz (1984), observan que reproductores de trucha arcoiris, en su segundo
periodo de puesta producen mayor volumen y concentracion de espermatozoides, que en su primer
periodo de puesta, Gjerde (1984), sefiala en salmon Atlantico y en trucha arcoiris, una correlacion
positiva entre el volumen de semen producido y el tamano del reproductor, en términos de peso y

talla.

El tiempo de actividad flagelar de los espermatozoides, estd dentro del rango observado para peces
que desovan en agua marina. Asi, en la lubina es de 0,5-1 minuto (Dreanno et al., 1999), en halibut
es de 1-2 minutos (Billard ef al., 1993), en la merluza (Merluccius merluccius) oscila entre 11y 13,5
minutos (Cosson ef al., 2008), en rodaballo es de 10-13,5 minutos (Dreanno et al., 1999). El tiempo
de actividad flagelar, es mas largo en peces que desovan en agua salada que los que lo hacen en
agua dulce (Ginzburg 1972, Billard ef al., 1995). En la trucha arcoiris es de 0,15-0,30 minutos, en el
lucio (Esox lucius) es de 0,30-1 minutos (Billard, 1986), y en la carpa comiin de 0,40-1 minuto

(Billard et al., 1986).



La unica especie de la familia Scienidae, con puestas espontdneas en cautividad es el corvinon
ocelado (Davis, 1990, Dao, 2002). El resto de las especies de Esciénidos, incluyendo la corvina, a
pesar de presentar excelentes condiciones para el cultivo, necesitan de la induccion de la puesta
mediante tratamientos hormonales (Cardenas, 2010). En nuestro experimento, no se obtuvieron
puestas en los grupos control sin inducir. Tampoco controles sin inducir, de reproductores salvajes
de esta misma especie tuvieron puesta (Grau et al., 2007). En este mismo sentido Mylonas et al.
(2004b) tampoco obtienen puestas en los controles, inyectados con una solucion salina, de
verrugato. Basaran et al. (2009) tampoco obtienen puestas en los controles no inducidos de
verrugato. Los controles sin inducir del mero moreno, no tuvieron puestas (Marino et al., 2003).
Agulleiro ef al. (2006), no obtienen puestas en los controles inyectados con una solucion salina, de

reproductores de lenguado senegalés.

En nuestro caso, todas las hembras que se inyectaron tuvieron puesta, también Fernandez-Palacios
et al. (2009), obtienen puestas en todas las hembras inyectadas con 10, 20, 30, 40 y 50 pg.Kg™ de
GnRHa. Por el contrario, Thomas y Boyd (1989), no obtienen puestas en todas las hembras, de la
corvina pintada inyectadas con diferentes dosis de LHRHa. En este mismo sentido Libertini et al.
(1998), solo obtienen puestas en el 69% de los grupos de reproductores de verrugato, inducidos con

GnRHa.

Mikolajczyk et al. (2008), obtienen puestas en todos los reproductores del timalo (7Thymallus
thymallus) inyectados con dosis de 16, 32 y 48 pg.kg™ del analogo de la GnRH Gonazon™. Ritar y
Pribadi (2006) obtienen puestas en todos los reproductores de la nacar australiana (Cheilodactylus

spectabilis) implantados con 100, 200 y 400 pg.kg” de LHRHa.

El periodo de latencia, hasta la primera puesta oscildo entre la 30 y 32 horas y media, y es muy
similar al senalado para otras especies de la familia Sciaenidae. Asi, Battaglene y Talbot (1994),
seflalan un periodo de latencia de 30-35 horas en reproductores de corvina del Sur, inducidos con
hGC. El mismo periodo de latencia, ha sido observado en puestas inducidas con diferentes dosis de
LHRH, en reproductores de corvina pintada, corvinon ocelado y corvina de boca amarilla
(Cynoscion xanthulus) (Thomas y Boyd, 1988). Un periodo de latencia de 24-36 horas, en puestas
inducidas de reproductores de corvinon brasileio (Micropogonias undulatus), ha sido observado por

Gwo et al. (1993).



Sin embargo, periodos mas cortos de 28+3 y de 22,5+3, han sido indicados por Gardes et al.
(2000), para reproductores de corvinén ocelado, inyectados con 20 y 50 ug.kg” de LHRHa. Y otros
mas largos de 70 a 90 horas han sido sefialados en puestas inducidas de reproductores de verrugato

(Basaran ef al., 2009).

En otras familias se han observado varios rangos de periodos de latencia, entre 24-48 horas en
puestas inducidas mediante GnRHa en anchoveta peruana (Engraulis ringens) (Espinoza et al.,
2010), o entre 20-21 horas en puestas inducidas mediante sGTH, en anguila del Japon, (Anguilla
Jjaponica) (Sato et al., 2000). También, se observaron diferencias en los periodos de latencia de
lenguado senegalés, dependiendo del método de induccion utilizado, 32 horas para la inyeccion, y
de 37 a 39 horas para los implantes (Agulleiro et al., 2006). Weirich y Riley (2007), observaron en
hembras de pampano amarillo (7rachinotus carolinus), inducidas mediante implantes de GnRHa,

periodos de latencia de 30 a 36 horas.

En cuanto al periodo de latencia hasta la segunda puesta, es semejante al obtenido para la primera
puesta de reproductores salvajes de esta misma especie, inyectados con 20 pg.kg™, por Duncan et al.
(2007) que fue de unas 60 horas, este periodo de latencia fue practicamente el doble que el obtenido
por nosotros para la primera puesta. Esto podria ser debido a que en el trabajo de Duncan et al.
(2007), se utilizaron reproductores salvajes, recién pescados en el Algarve (Portugal), y trasladados
por carretera hasta las instalaciones de IRTA (Tarragona, Espafia), mientras que en nuestro caso los
reproductores estaban acondicionados en nuestras instalaciones desde hacia 5 afios, y ya habian sido
inducidos en periodos de puesta anteriores. La captura y el manejo de peces silvestres pueden

retrasar la maduracion final y la ovulacion incrementdndose el periodo de latencia (Bromage, 1995).

En nuestro trabajo, la correlacion negativa entre dosis y periodo de latencia, tanto en la primera
puesta como en la segunda, parece mostrar una clara interaccion entre la dosis inyectada y la
respuesta fisiologica de la corvina, a mayor dosis de GnRHa se obtiene un méas rapida respuesta en
la obtencion de la puesta. En el mismo sentido, Wang et al. (2010) encuentran diferencias
significativas en el periodo de latencia de yellow catfish (Pelteobagrus fluvidraco), inyectados con
10, 20, 40 y 80 pg.kg"' de GnRHa, existiendo ademas una correlacion negativa significativa entre la

dosis empleada y el periodo de latencia.



También Boza-Abarca ef al. (2011) sefialan una disminucioén del periodo de latencia a medida que

aumenta la dosis de hGC en puestas inducidas del pargo lunarejo.

Nosotros encontramos diferencias estadisticamente significativas en los periodos de latencia, tanto
hasta la primera como hasta la segunda puesta. Estos datos contrastan con otros estudios, por
ejemplo en esta misma especie, Fernandez-Palacios et al. (2009), no encuentran diferencias
estadisticamente significativas en el periodo de latencia de reproductores inyectados con dosis de
10, 20, 30, 40 y 50 pg.kg”' de GnRHa. En silver perch (Bydianus bidyanus) no se encontraron
diferencias significativas en el periodo de latencia de reproductores inducidos con dosis de 10, 20,

30 y 40 pg.kg” de GnRHa (Levavi-Sivan ez al.2004).

El mayor porcentaje de puestas corresponde a la dosis de 15 pg.kg™, existiendo diferencias
significativas con el resto de las dosis ensayadas. Se encontrd una correlacion polinomial
significativa (p<0.05), entre la dosis empleada y el porcentaje de puestas. En este mismo sentido
Garcia (1989), trabajando con reproductores de la perca gigante, inyectados con dosis de 37.5, 75,
150 y 300 pg.kg' de LHRHa, encuentra diferencias significativas en el porcentaje de puestas, e
indican un mayor porcentaje de puestas en los peces inyectados con la dosis intermedia de 75
ng.kg”. Por el contrario Cerqueira y Canarin (2007) sefialan un mayor porcentaje de puestas con
dosis altas que con bajas en puestas de hembras de robalo chucumite (Centropomus parallehus)

inyectados con dosis de 15, 35 y 50 pg.kg” de LHRHa.

Respecto a los indices de la calidad de la puesta, los mejores resultados se obtienen con los
reproductores inducidos con 15 pg.kg”, siendo el porcentaje de huevos viables el unico indice
donde se observan diferencias estadisticamente significativas. Estos datos coinciden con los
sefialados por Fernandez-Palacios et al. (2009), que también encuentran diferencias significativas en
el porcentaje de huevos viables, en reproductores de esta especie inducidos con 10, 20, 30, 40 y 50
ng.kg' de GnRHa. En ese estudio se obtuvo la mejor calidad de puesta con la dosis de 10 pg.kg™, y

se sefiala que la dosis Optima para la mayor produccion de semilla debiera estar entre 10 y 30

ngkg'.



El porcentaje de huevos viables obtenido, con las dosis de 15 pg.kg™, es mayor que el obtenido por
Grau et al. (2007), en corvinas salvajes inyectadas con una dosis de 0,50 mlkg™ de Ovaprim.
Barbaro et al. (1997) sefialan un mayor porcentaje de huevos viables, en reproductores de dorada
inyectados con una dosis de 20 pg.kg" de longactin GnRHa, que los inyectados con dosis de 40 y 80
ng.kg”, indicando diferencias significativas entre los obtenidos con 20 y 80 pg.kg”. Agulleiro ef al.
(2006), utilizando dosis de 1, 5, 30 pg.kg” de GnRH en lenguado senegalés observaron que la dosis
Optima, para la obtencion de un mayor porcentaje de huevos viables fue la intermedia. En pargo
lunarejo se ha observado que los implantes de 25 pg.kg™ producen mejores resultados que los de 50

y de 100 pg.kg™ (Ibarra-Castro y Duncan, 2007).

Los resultados obtenidos en nuestro experimento, coinciden con los reportados por Fernandez-
Palacios et al. (2009), con esta misma especie, donde indican que dosis tanto bajas como altas,
pueden ocasionar un deterioro de la calidad de la puesta. En general, la tendencia a la reduccion de
calidad de huevos con altas dosis (Garcia, 1989), puede ser explicada por la aceleracion del
desarrollo de los oocitos, proporcionalmente a la dosis empleada, implicando una puesta anticipada

y una reduccion en la calidad de los huevos Mylonas et al. (1992).

Aunque los porcentajes de huevos fecundados, eclosion y larvas con el saco vitelino reabsorbido
fueron mas elevados con las dosis de 15 pg.kg™, no se encontraron diferencias significativas con las
dosis mas altas o mas bajas. Gardes et al. (2000), también encuentran mejores resultados en los
porcentajes de fecundacion, eclosidon y supervivencia larvaria, en puestas de corvinén ocelado
inyectados con 20 pg.kg”, que en los inyectados con 50 pg.kg' de LHRHa. Wang et al. (2009)
tampoco encuentran diferencias significativas, en los porcentajes de fecundacion y de eclosion en
reproductores del misgurno de Asia (Misgurnus anguillicaudatus) inyectados con GnRHa en dosis
de 10, 20, 40 y 60 pg.kg”. En este mismo sentido Yang y Chen (2004), no encuentran diferencias
significativas en los porcentajes de fecundacion y eclosion, en puestas de reproductores del obscure
puffer (Takifugu obscurus), inyectados con dosis de 40, 60 y 80 ugkg' de LHRHa. Tampoco
Nazari y Ghomi (2010), encuentran diferencias significativas, en los porcentajes de fecundacion y
supervivencia laravaria hasta la reabsorcion, en puestas del Persian sturgeon (Acipenser persicus)

inyectados con dosis crecientes de 3, 5,7, 8 y 10 pg.kg" de LHRH-A,,



El porcentaje de fertilizacion es un indice importante para mostrar la sincronizacion entre machos y
hembras. Los porcentajes obtenidos en este estudio (93-99%), son similares a los obtenidos para
puestas de reproductores nacidos en cautividad, de esta misma especie por Fernandez-Palacios et al.
(2009), para la corvina pintada por Thomas y Boyd (1989), y para el verrugato (Libertini et al.
1998).

Y son bastante altos en comparacidon con otros experimentos, en los cuales se utilizaban métodos de
induccién hormonal, en la misma especie Duncan et al. (2012), encontraron fertilizaciones que no
superan el 70 %, en reproductores salvajes de corvina, implantados con una dosis de 50 pgkg”, o
inyectados con 20 pg.kg". En corvindn brasilefio, inducido con LHRHa este porcentaje es del 56%

(Sink et al.,2010).

La tasa de eclosion, que varid en nuestro trabajo, entre 85 y 95%, fue ligeramente superior que la
sefialada por Fernandez-Palacios et al. (2009), para esta misma especie, en puestas inducidas de
reproductores nacidos en cautividad, y que oscilo entre el 61 y 90 %, y mas alta en comparacion con
datos publicados por Cardenas et al. (2009), sobre esta misma especie, usando diferentes dosis de
sGnRH y IGnRH. En verrugato, se ha observado una tasa de eclosion variable entre 45 y 95% segtn

el experimento y el tipo de GnRH usado (Barbar6 et al., 2002; Mylonas ef al., 2004b).

La tasa de supervivencia de las larvas que todavia no se han alimentado del exterior, tal como
ocurre a los 3 dias (apertura de la boca), puede ser un indicador de calidad muy util, esto es debido a
que puede indicar el potencial de supervivencia intrinseco de la larva (Giménez et al., 2006). En este
trabajo el porcentaje de larvas con el saco vitelino reabsorbido supera en todas las dosis ensayadas el
80%, y es muy superior al obtenido en otras especies, en el verrugato Mylonas et al. (2004b)
observaron una tasa de supervivencia a los 4 dias entre 46 y 80 %. En la misma familia de los

Esciénidos, en el corvindn brasilefio, Sink et al. (2010), encontraron una tasa aun mas baja del 37%.

En cuanto a las producciones de los grupos experimentales, las mayores en todos los pardmetros
controlados: nimero de huevos, nimero de huevos fecundados, nimero de huevos viables, nimero
de larvas nacidas y nimero de larvas con el saco vitelino reabsorbido, por kg de hembra y por

puesta, corresponden a las puestas de los reproductores inyectados con la dosis de 15 pg.kg™.



Levavi-Sivan et al. (2004) indican una mayor volumen de huevos por kg de hembra del silver
perch, cuando son inyectadas con dosis de 10 pg.kg”, que cuando lo son dosis de 20, 30 y 40 pg.kg
! de GnRHa. En este mismo sentido, Bertotto ef al. (2006) indican una produccion de casi el doble
de huevos, en puestas de reproductores de lenguado inyectados con 20 pg.kg™ de longactin GnRHa,

que los inyectados con 40 pg.kg™.

Por el contrario, Luckenbach y Sullivan (2004) sefialan una fecundidad total creciente en
reproductores de lenguado de Florida con implantes de 4, 20 y 100 pg.kg” de GnRHa. Berlinsky et
al. (2005), obtienen una mayor fecundidad relativa en puestas del serrano estriado (Centropristis

striata) inyectados con 20 pg.kg™ que cuando lo son con 100 pug.kg™” de LHRHa.

La fecundidad relativa obtenida con la dosis de 15 pg.kg” (123.517 huevos), fue mas del doble de
la obtenida (50.208 huevos) en la hatchery del IFAPA, Puerto de Santa Maria (Céadiz, Espana),
inyectando reproductores salvajes de esta misma especie con 150 pg.kg” de hormonas liberadoras
(LHRH). Y de casi el cuadruple, que la obtenida (32.246 huevos) en la hatchery del LIMIA en Port
d’Andratx (Mallorca, Espafia), inyectando reproductores salvajes de esta misma especie con 0.5
mlkg”' de Ovaprim. La fecundidad relativa de todos los grupos experimentales, del presente
experimento, fue mayor que la obtenida en la hatchery del LIMIA (Cardenas et al., 2008). Por el
contrario, la fecundidad relativa mas alta obtenida en el presente experimento, es menor que la
indicada por Duncan et al. (2007), para reproductores salvajes de esta misma especie inyectados con

20 pg.kg”! de GnRHa (200.340 huevos), o con implantes de GnRHa de 50 pg.kg™ (282.430 huevos).

En lo que se refiere a la produccion por kg de hembra y por inyeccion, el obtenido con la dosis de
15 pg.kg” es casi el triple que el obtenido inyectando reproductores salvajes de esta misma especie
con 0.5 ml.kg'1 de Ovaprim, el obtenido con todos los grupos del presente experimento, excepto el
inyectado con 1 pgkg', fue mayor que el sefialado para reproductores salvajes de corvina
inyectados con 0.15 pgkg™ de GnRHa (Grau ef al., 2007). En este mismo sentido Garcia (1989)
obtiene una mayor produccidon por inyeccion en puestas de reproductores de perca gigante

inyectados con una dosis de 75 pg.kg" que los inducidos con 37,5, 150 0 300 pg.kg™.






6. CONCLUSIONES

1. En este estudio se ha demostrado, a diferencia de lo que sucede con otras especies, la posibilidad

de obtener puestas viables inducidas, con reproductores nacidos en cautividad (Generacion F1).

2. En nuestro estudio, no hubieron diferencias significativas entre ninguno de los pardmetros de
madurez de los reproductores, por lo que estos no debieron ejercer ninguna influencia en las
diferencias estadisticas encontradas entre los parametros de eficacia, calidad y produccion, que

debieron ser consecuencia de las diferencias dosis de GnRHa ensayadas.

3. Hembras con oocitos con didmetro superior a las 500 p son aptas para la induccidon hormonal y

obtencion de puestas viables.

4. En nuestro experimento, no se obtuvieron puestas en los grupos control sin inducir, lo que indica
que es necesario inducir hormonalmente los reproductores de corvina, para la produccion en el
Mediterraneo y Canarias de semilla de corvina, y contribuir asi a la diversificacion de las especies

cultivadas.

5. Este estudio ha demostrado que la induccion hormonal con GnRHa, es una herramienta 1til para
la obtencion de puestas viables de la corvina. Todas las hembras inyectadas han tenido puesta,
existiendo una relacion polinomial, entre el nimero de puestas obtenido por inyeccion y la dosis

empleada.

6. El periodo de latencia (periodo de tiempo transcurrido entre la inyeccion y el momento de la

puesta o puestas) es inversamente proporcional a la dosis utilizada.



7. La dosis de 15 pg.kg™, ha sido la mas efectiva de las ensayadas en este trabajo, en lo que se
refiere a los indices de calidad de las puestas, encontrandose relaciones polinomiales significativas,

entre la dosis ensayada y los porcentajes de huevos viables y de huevos fecundados.

8. La dosis de 15 pg.kg”, ha sido la mas efectiva de las ensayadas en este trabajo, en lo que se
refiere a las producciones de huevos, huevos fecundados, huevos viables, larvas eclosionadas y

larvas con el saco vitelino reabsorbido por kg de hembra, tanto por puesta como por inyeccion.
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