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Resumen

El yaque Leiarius marmoratus, es una especie de siluriforme nativo con gran potencial para la diversificacion de la acuicul-
tura colombiana; sin embargo, la espermiacion en cautiverio ain presenta dificultades debido al bajo volumen seminal
liberado con los protocolos de induccion tradicionales. En consecuencia, el objetivo fue evaluar los efectos de cinco pro-
tocolos de induccion hormonal, basados en Extracto de Hipdfisis de Carpa (EHC), sGnRHa + domperidona (OVAPRIM®)
y Gonadotropina Coriénica Humana (GHC) (FERTIVET®), sobre la calidad y volumen seminal de la especie. Fueron selec-
cionados 18 machos sexualmente maduros de 54,4 = 2,2 cm de longitud total y 1,6 £ 0,1 kg peso corporal. Se evaluaron
5 tratamientos, asi: T1: 0,25 ml/kg (0 h) y 1 ml/kg de OVAPRIM® (12 h); T2: T mg/kg de EHC (0 h) y 3 mg/kg de EHC (12
h); T3: dosis tnica de 200 Ul/kg de GCH; T4: 3 mg/kg de EHC (0 h) y 200 Ul/Kg de GHC (8h); T5: 1 ml/kg de OVAPRIM®
(0Oh) y 200 Ul/kg de GHC (8h); Control: 1 ml de suero fisiolégico. El semen se colecto 6 h después de aplicada la dltima do-
sis hormonal. EI T1 y T5 mostraron un volumen mayor (p<0,05) (5,4 £ 1,1; 4,8 + 1,2 ml) cuando comparados con T2 (3,1 £
Tml), T3 (2,3 ml) T4 (2,4 £ 1,1 ml) y el control (0,2 ml). En cuanto a la movilidad y tiempo de activacion, T1y T5 presentaron
los mejores resultados (90 £ 0% y 54,2 £ 7 's; 90 £ 0% y 52,9 £ 3,8 s, respectivamente). La concentracién espermatica fue
mayor (p<0,05) en T2y T5 (1,275 + 322; y 1,261 + 225 sptz x 103/ul) comparadas con los otros tratamientos. Se concluye
que la induccion hormonal con OVAPRIM® combinada con HCG, son efectivas para la produccion seminal en la especie.

Palabras clave: bagres, domperidona, extracto hipdfisis de carpa, gonadotropina coriénica humana, semen.
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Abstract

The yaque Leiarius marmoratus is specie of native silurid, with great potential for the diversification of the colombian aqua-
culture; however, the spermiation in captive yet presents difficulties due to the low seminal volume released with traditional
induction protocols. In consequence, the aim of this study was to evaluate the effects of five protocols of hormonal induc-
tion based on carp pituitary extract (EHC), sGnRHa + domperidone (OVAPRIM®) and human chorionic gonadotropin (GHC)
(FERTIVET®) on seminal quality and volume of the specie. Were selected 18 sexually mature males of 54,4 + 2,2 cm in total
length and 1,6 + 0,1 kg body weight. 5 treatments were evaluated so: T1 : 0,25 ml/kg (0 h) and 1 ml/kg of OVAPRIM® (12
h); T2: 1 mg/kg of EHC (0 h) and 3 mg/kg of EHC (12 h) ; T3 : single dose of 200 Ul/kg HCG; T4: 3 mg/kg of EHC (0 h)
and 200 Ul /kg GHC (8h) ; T5: 1 ml/kg of OVAPRIM® (0h) and 200 U.I / kg of GHC (8h) ; Control: 1 ml of saline solution.
Semen was obtained 6 hours after the last dose hormone. T1 and T5 showed a larger volume (p<0.05) (5,4 +1,1,4,8+ 1,2
ml) compared to T2 (3,1 £ Tml), T3 (2,3 ml) T4 (2,4 = 1.1 ml) and control (0.2 ml). Regarding motility and activation time,
T1 and T5 had the best results (90 £ 0 % and 54,2 £ 7 s; 90 £ 0 % and 52,9 £ 3,8 s, respectively). The sperm concentration
was higher in (p<0,05) T2 and T5 (1,275 £ 322, £ 225 and 1,261 sptz x 103/ul) compared with the other treatments. In con-
clusion, hormonal induction with OVAPRIM® combined with HCG, are effective for the seminal production in the specie.

Key words: carp pituitary extract, catfish, domperidone, human chorionic gonadotropin, spermatozoa.

Resumo

O yaque Leiarius marmoratus, € uma espécie siluriforme nativa com grande potencial para a diversificacdo da aquicultura
colombiana; No entanto, a spermiacdo em cativeiro ainda apresenta dificuldades devido ao baixo volume seminal liberado
com protocolos de inducdo tradicionais. Por conseguinte, o objetivo foi avaliar os efeitos de protocolos de inducao de cin-
co hormonais base de extrato de hipéfise de carpa (EHC), sGnRHa + domperidona (Ovaprim®) e Gonadotropina coriénica
humana (GHC) (FERTIVET®) sobre a qualidade e volume seminal das espécies. Foram Selecionados 18 machos sexualmente
maduros de 54,4 + 2,2 cm de comprimento total e 1,6 £ 0,1 kg de peso corporal. Foram avaliados cinco tratamentos: T1:
0,25 ml / kg (0 h) e T ml / kg de OVAPRIM® (12 h); T2: 1 mg / kg de EHC (0 h) e 3 mg / kg de EHC (12 h); T3: dose unica
de 200 Ul / kg de HCG; T4: 3 mg / kg de EHC (0 h) e 200 Ul / kg de GHC (8h); T5: T ml / kg de OVAPRIM® (0h) e 200 Ul
/ kg de GHC (8h); Controle: 1 ml de solucdo salina fisiolégica. O sémen foi coletado 6 h apds a ultima dose hormonal foi
aplicada. T1 e T5 mostraram um volume maior (p <0,05) (5,4 = 1,1, 4,8 £ 1,2 ml) quando comparado com T2 (3,1 £ 1 ml),
T3 (2,3 ml) T4 (2,4 £ 1,1 ml) e controle (0,2 ml). Em relacao a mobilidade e ao tempo de ativacao, T1 e T5 apresentaram os
melhores resultados (90 £ 0% e 54,2 £ 75,90 £ 0% e 52,9 £ 3,8 s, respectivamente). A concentracao de esperma foi maior
(p <0,05) em T2 e T5 (1275 £ 322 e 1261 + 225 sptz x 103 / yl) em comparacdao com os outros tratamentos. Conclui-se
que a inducdo hormonal com OVAPRIM® combinada com HCG, é efetiva para a producao seminal nas espécies.

Palavras-chave: carpa extrato de pituitdria, domperidona, gonadotrofina coriénica humana, peixe gato, sémen.

Introduccién

En Colombia se ha generado un creciente interés por
cultivar e investigar especies de peces del orden Siluri-
formes con potencial para la acuicultura. Sin embargo,
la limitada e inestable produccién de alevinos debido
a la marcada estacionalidad reproductiva de las espe-
cies y por las altas tasas de canibalismo durante las
primeras etapas de vida ha dificultado su produccion a
escala comercial. Al respecto, varios estudios han sido
desarrollados principalmente en Pseudoplatystoma
orinocoense, Leiarius marmoratus y Pseudoplatystoma
metaense. L marmoratus (Gill, 1870) es una especie de
gran importancia comercial para las cuencas de los
rios Orinoco y Amazonas. En condiciones de cautive-
rio, reporta buen crecimiento en los primeros estadios
de vida (Cruz-Casallas et al, 2008), un significativo
desempeno productivo de su cultivo en estanques en
tierra (Cruz-Casallas et al, 2010), asi como un filete
de excelente calidad nutricional (Cruz-Casallas et al.,
2014), lo anterior atribuido a el habito alimenticio
omnivoro (Santos et al., 2006), que diferencia esta es-

pecie de la mayoria de bagres. Leiarius marmoratus es
una alternativa para fortalecer la acuicultura nacional,
no obstante, similar a otros siliridos presenta disfun-
ciones reproductivas cuando es mantenido en cautive-
rio (Zohar y Mylonas, 2001).

En general, en la mayoria de especies de peces los ma-
chos se adaptan mejor que las hembras a las condicio-
nes de cultivo a las que son sometidos, y son capaces
de producir gametos viables (Araujo et al., 2014), no
obstante, es necesario administrar hormonas exdgenas
para inducir la espermiacion final y aumento del volu-
men seminal. Los sildridos, en su mayoria responden
positivamente a protocolos de induccién hormonal.
Sin embargo, un escaso nimeros de bagres como los
Clarias gariepinus (Viveiros et al., 2002), Ictalurus furca-
tus (Gima et al., 2013), Pimelodus britskii (Damasceno
et al., 2015), Leiarius marmoratus (Araujo et al., 2014)
y Sorubim y lima (Shibatta et al,, 2011) liberan mini-
mo volumen seminal mediante estrujamiento manual,
comparado con el volumen obtenido directamente
de los testiculos. Varios factores han sido atribuidos
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como causa de este fendmeno. Segin Damasceno et
al., (2015), la morfologia y ubicacién anatémica de los
testiculos asi como el protocolo de induccion hormo-
nal y la fase de la estacion reproductiva son determi-
nantes en Pimelodus britskii. Desde otra perspectiva,
Araudjo et al., (2014), relaciona esta deficiencia en L.
marmoratus con la falta de domesticacion de los re-
productores. Por consiguiente, es necesario realizar
estudios especificos para cada especie.

Sustancias inductoras como Extracto de Hipdfisis de
Carpa (EHC) y andlogos de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH, LHRH, Ovaprim®) han dado
resultados positivos en la induccion a la maduracion
final y ovulacion de las especies nativas (Atencio,
2001). Sin embargo, el EHC presenta algunas desven-
tajas, como su variabilidad en la cantidad y calidad de
hormonas presentes y su alto costo en el comercio. En
contraste la hormona liberadora de gonadotropina de
salmén con un bloqueador de los receptores de D2
de dopamina, Ovaprim® presenta ventajas, como la
no generacion de respuesta inmunoldgica, induce la
liberacion de GtH endégeno desencadenando desde
un nivel superior los procesos de maduracion, ovula-
cion, desove y espermiacion.

En consecuencia, este trabajo se realizé con el fin de
evaluar los efectos de cinco protocolos de induccién
hormonal basados en Extracto de Hipdfisis de Carpa
(EHC), sGnRHa + domperidona (OVAPRIM®) y Gona-
dotropina Coriénica Humana (GCH), sobre la respues-
ta a la espermiacion y la calidad seminal en yaque.

Materiales y métodos

Avrea de estudio

El estudio se llevo a cabo en el Instituto de Acuicultura
de la Universidad de los Llanos, localizado a 4 km de
la ciudad de Villavicencio, Colombia. La estacion pis-
cicola se encuentra a una altitud 418 m.s.n.m, presen-
ta una pluviosidad de 4050 mm anuales, temperatura
ambiental media de 25°C, temperatura promedio del
agua de 27°C y humedad relativa del 75%.

Material biolégico

Se utilizaron 18 machos adultos de 1,6 £ 0,1 kg de
peso corporal y 54,4 £ 2,2 cm de longitud total. Los
reproductores fueron alojados en estanques de tierra
de 372 m? a una densidad promedio de 240 g/m?,
donde fueron alimentados con concentrado comercial
del 25% de PB.

Los ejemplares fueron seleccionados teniendo en
cuenta su desarrollo corporal y condicién de madurez
sexual, evidenciada por la emisién de un fluido trans-
parente y oleoso a través de la papila urogenital ante
presion craneo-caudal del abdomen. Los reproducto-
res seleccionados se trasladaron a piletas circulares de
manejo de 7m?, donde permanecieron por lo menos
24 horas antes de iniciar el proceso de induccion y
permanecieron alli hasta el final del experimento. Se
registro el peso (kg), longitud total y la longitud estan-
dar (cm) de cada individuo.

Induccion hormonal

De acuerdo a ensayos preliminares, fueron evaluados
cinco tratamientos, utilizando Fertivet® - Gonadotro-
pina Coriénica Humana (GCH), Extracto de Hipdfisis
de carpa (EHC) y una mezcla comercial de andlogo
superactivo de hormona liberadora de gonadotropina
con un bloqueador de los receptores D2 de dopami-
na, sGnRH + domperidona (OVAPRIM®). Los trata-
mientos consistieron en aplicaciéon via intramuscular
de: T1: 0,25 ml/kg de OVAPRIM® (0 h) y 1 ml/kg de
OVAPRIM® (12 h); T2: 1 mg/kg de EHC (0 h) y 3 mg/kg
de EHC (12 h); T3: dosis unica de 200 U.I/kg de GCH;
T4: 3 mg/kg de EHC (0 h) y 200 U.l/Kg de GCH (8h);
T5: 1 ml/kg de OVA (0h) y 200 U.l/kg de GCH (8h); el
grupo control consistio en la aplicacion de suero fisio-
[6gico (NaCl 0,9%), siguiendo el mismo cronograma
de los individuos tratados hormonalmente.

Obtencion del semen

Transcurridas 6 horas después de aplicada la dltima
dosis en cada uno de los cinco tratamientos se extrajo
el semen. Previo a la extraccion de los gametos, los
animales fueron tranquilizados por inmersién en una
solucién de 2-fenoxietanol (300 ppm, Sigma Chemi-
cal Co., St. Louis, Missouri, USA), durante 5 min. In-
mediatamente después de la pérdida del eje de nado,
los animales fueron extraidos y secados en la region
abdominal, aplicando una leve presion para provocar
la expulsion de orina y un masaje craneo-caudal de la
pared celémica para provocar la emisién del semen.
Este dltimo fue colectado en tubos de vidrio aforados
para determinar directamente el volumen, teniendo el
cuidado de evitar contaminacién con bilis, orina o he-
ces, ya que varios estudios han mostrado disminucién
en algunos parametros como son: porcentaje de movi-
lidad, velocidad espermatica, frecuencia de remolino y
posible activacion de la célula espermatica (Viveiros et
al., 2010). El fluido extraido fue llevado inmediatamen-
te al Laboratorio de Reproduccién donde se mantuvo
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a una temperatura de 26°C hasta terminar las evalua-
ciones espermaticas.

Evaluacion seminal

La concentracion espermatica se determind dentro de
las 8 h siguientes a la coleccién del semen por recuen-
to en camara de Neubauer, previa dilucion del semen
1:4000, con solucion salina formolada (0,9 % de NaCl
y formol al 3 %) (Ramirez-Merlano et al., 2011). La ca-
mara se mantuvo en atmésfera himeda durante al me-
nos 10 min antes del conteo de las células (40X). Para
evaluar la movilidad masal (MM) y el tiempo de acti-
vacion espermatica (TA) se realizé una dilucién 1:20
(20 pL de semen + 180 pL de agua), sobre una lamina
excavada (profundidad 1 - 1,2 mm, Micro-Slides Pre-
miere, China) dispuesta en un microscopio 6ptico (10
X de magnificacion), la cual se activé con agua (180
pL). Desde la activacion espermatica hasta el momen-
to en que el 90% de los espermatozoides cesaron el
movimiento, se registré el tiempo de activacion con
un cronometro y se expreso en segundos.

Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como media * error
estandar de la media (SEM). Para determinar los efec-
tos de los tratamientos, los resultados fueron some-
tidos a un andlisis de varianza de una via (ANOVA),
previa validacion de los supuestos de homogeneidad
de varianza y normalidad de los datos, seguido de una
prueba de comparacion de Tukey-Kramer, con un ni-
vel de significancia de p<0,05. Los datos fueron anali-

zados con el software SAS version 8.02 para Windows
(1999-2001 por SAS Institute Inc, Cary, NC. USA).

Resultados

El porcentaje de respuesta a los inductores fue del
100% en todos los tratamientos, excepto en Gonado-
tropina Coriénica Humana (T3), donde sélo el 33%
de los individuos inducidos libero semen. Las muestras
seminales presentaron coloracion blanquecina. Los in-
dividuos tratados con suero fisiol6gico (grupo control)
liberaron minimas cantidades de un liquido casi trans-
parente sin presencia de espermatozoides, por lo que
fueron excluidos de los analisis.

La tabla 1 muestra los valores medios de las caracteris-
ticas seminales obtenidas con los diferentes tratamien-
tos, distribuyéndose aproximadamente 3 animales por
tratamiento. El volumen seminal (>4,8 ml) la movilidad
masal (90%) y tiempo de activacion (>50s) fue signifi-
cativamente mayor en los machos tratados con Ova-
prim® (T1) y Ovaprim® + Gonadotropina Coridnica
Humana (T5), en tanto que los machos tratados con
solo Gonadotropina Coridnica Humana (T3) presen-
taron menores valores de estos parametros (0,73ml,
13,3% y 16s, respectivamente).

Por su parte, el tiempo de activacion fue igual en to-
dos los tratamientos, presentando un valor minimo
de 16 £ 28 s y maximo de 54,2 £ 7 s. Finalmente,
la concentracién espermatica, fue mayor en los ma-
chos inducidos con Extracto de Hipdfisis de Carpa
(T2) (1.275.000 * 322.000 espermatozoides/ul) y
Ovaprim® + Gonadotropina Coriénica Humana (T5)

Tabla 1. Caracteristicas seminales de yaque, tratados con cinco protocolos hormonales para inducir la espermiacién. Letras
diferentes entre filas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05). Valores mostrados corresponden a la media +

SEM.
Movilidad Tiempo de Concentracion
Tratamiento Volumen (mL) Masal Activacion Espermatica
(%) (s) (102 sptz/pl)
T1 sGnRH + Domperidona 54 +1,1b 90 + oP 542+7 896,7 + 3293b
T2 Extracto de Hipéfisis de Carpa 3,0+0,82b 76,6 £15,2b 47,1£3 1,275+ 372P
T3 Gonadotropina Coriénica Humana 0,73 £1,2¢ 13,3 £232 16 + 28 271,6 £ 4702
T4 E Hipofisi +
xtracto fjle lp(.),|5|.s de carpa 25414 20 + 26b 48745 895 + 17g2b
Gonadotropina Coriénica Humana
T5 sGnRH + Domperidona + 4,8+ 1,2 90 + 0P 52,9 + 4 1281 + 225b
Gonadotropina Coriénica Humana
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(1.281.000 £ 225.000 espermatozoides/ul) mientras
que el menor valor (2.716.000 = 470.000) fue obteni-
do en los machos inducidos con Gonadotropina Co-
rionica Humana (p<0,05).

Discusién

Segun la literatura algunos sildridos, como L. marmo-
ratus, Clarias gariepinus (Viveiros et al., 2002; Bruzka,
2003), Ictalurus punctatus (Christensen y Tiersch
2005), Zungaro jahu (Viveiros et al., 2009) necesitan
de tratamiento hormonal para inducir la espermiacion.
Destacandose en este estudio los resultados con OVA-
PRIM® (sGnRHa + domperidona), observandose un
volumen seminal >4,8 ml, siendo superior al reporta-
do por Mira-Lépez et al., (2010) (2,84ml) y por Arauijo
et al., (2014) (1,45ml) para la misma especie. Lo que
permitird obtener un semen con alta viabilidad para la
crioconservacion.

El TT y T5 mostraron los mayores valores de volumen
(5,4 £1,1; 48 £ 1,2 ml), movilidad y tiempo de acti-
vacion (90 £ 0% y 54,2+ 755,90 £ 0%y 52,9+ 3,8 s,
respectivamente) con respecto a los otros tratamien-
tos y al grupo control. Lo que permite inferir que estos
tratamientos al aumentar el volumen seminal durante
el proceso de la espermiacion inducida hormonalmen-
te no interfiere en la calidad seminal. Con respecto a
la concentracion espermatica fue mayor en T2 y T5
(1,275 £ 322y 1,261 £ 225 x 103 sptz/ul) comparada
con los otros tratamientos.

Es apropiado citar la problematica de coleccién de es-
perma por estrujamiento en estas especies de bagres
que no podria ser resuelto mediante la administracién
de hormonas exégenas como GtH o GnRHa combina-
das con antagonistas de la dopamina (Mylonas et al.,
2010). No obstante, las terapias hormonales emplea-
das en este estudio permitieron obtener por primera
vez muestras seminales de yaque (Leiarius marmora-
tus) con caracteristicas adecuadas para realizar proce-
dimientos de fertilizacion in vitro, asi como someterlas
a procesos de crioconservacion.

Los valores de movilidad masal de semen fresco en
sildridos son superiores a 80%, aunque, Brand et al.,
(1996) reportan valores de movilidad masal de 90,2
* 4,7% para Pseudoplatystoma fasciatum. Igualmente,
evaluaciones realizadas en otros siltiridos como la bar-
billa (Rhamdia sebae c. f.) reportan una alta movilidad
del semen fresco, 94,0 £ 0,7% (Villalobos-Sanchez y
Osorio-Velandia, 2007) y 91,0 2,3% (Velasco-Santa-
maria et al., 2004). Se reporta para el bagre sapo (Rha-
mdia quelen) una movilidad masal del semen del 80.0
£ 1,0%, mientras que Aradjo et al., (2003) reportaron

una movilidad masal promedio de 87,0% para Soru-
bim cuspicaudus, un poco mas baja que la reportada
anteriormente para los otros sildridos. Estudios ante-
riores sobre evaluacion de las caracteristicas seminales
en yaque, realizadas por Mira et al., (2010), obtuvieron
un volumen promedio de 2,7 £ 0,7 ml, menor al com-
pararlo con el volumen promedio obtenido en este
estudio (5,4 £ 1,1 ml), aunque el volumen encontrado
por Brand (1996) en Pseudaplatystoma fasciatum fue
significativamente alto en comparacién con los repor-
tados anteriormente (24,5 = 21,7 ml).

Cabe sefnalar que la obtencién del semen a partir
del sacrificio de los machos, compromete los progra-
mas de seleccion y mejoramiento genético de estas
especies, por lo tanto es importante lograr omitir la
intervencion de la técnica quirdrgica para conseguir
programas de reproducciéon econémicamente renta-
bles (Viveiros et al., 2002).

Los tratamientos utilizados aumentaron significativa-
mente (p<0,05) la movilidad espermatica y no afecta-
ron su duracion. En cuanto a la movilidad y tiempo de
activacion, T1 (OVAPRIM®) y T5 (OVAPRIM® + GCH)
presentaron los mejores resultados (90 £ 0% y 54,2
75,90 £ 0%y 52,9 % 3,8 s, respectivamente). La
concentracion espermatica fue mayor (p<0,05) en T2
(EHC) y T5 (OVAPRIM® + GCH) (1,275 +322; y 1,261
+ 225 sptz x 103/uL) comparadas con los otros trata-
mientos. Los valores hallados en los machos tratados
con EHC (76,6% 15,2 %) fueron superiores a los en-
contrados en la misma especie con una dosificacion
menor de EHC (40 £ 34 %) y fueron similares a los
encontrados en Pseudoplatystoma sp. con el mismo
inductor en dosis tnica (95 %) (Rivera et al., 2009).

Han sido evaluados diferentes inductores de segun-
da y tercera generacion para producir liberacion y
aumento del volumen seminal en varias especies de
siliridos como Sorubim cuspicaudus (Munoz y Mar-
tinez, 2003), Pseudoplatystoma fasciatum (Guarnizo,
2003) y Rhamdia sebae (Velasco-Santamaria et al.,
2004), siendo los mas utilizados extractos hipofisiarios
heterologos de pez (carpa), andlogos superactivos de
la hormona liberadora de gonadotropinas (sGnRH-A)
combinados con bloqueadores de dopamina y gona-
dotropina coriénica humana (GCH), todos con resulta-
dos positivos. En C. gariepinus (Viveiros et al., 2009),
evaluaron diferentes protocolos con base en extracto
de hipdfisis de carpa y de Clarias, mGnRHa con Pimo-
zide y OVAPRIM®, de manera individual y en varias
combinaciones. En aquellos tratamientos donde logra-
ron obtener semen por medio de estrujamiento, este
fue en reducida cantidad y de inferior calidad cuando
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se comparé con el semen extraido directamente del
testiculo (Viveiros et al., 2002).

En conclusion los resultados del presente estudio per-
miten sugerir que la induccion hormonal con sGnRH
+ Domperidona (OVAPRIM®) combinada con GCH
(FERTIVET®), son efectivas para la induccion hormonal
de Leiarius marmoratus sin afectar su calidad seminal
que permitiran obtener tasas de fertilidad satisfactorias
en la reproduccion de la especie bajo condiciones de
cautiverio.
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