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RESUMEN. En las explotaciones intensivas de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), que es la segunda especies ictica mas importante de cultivo
en Colombia, es recomendable la siembra de alevinos s6lo hembras, debido a que en
condiciones tropicales, los machos presentan precocidad sexual, utilizan alto
porcentaje de nutrientes en la formacion de esperma, disminuyendo el crecimiento,
presentando mayor agresividad de los mismos y por ende, continuos ataques y
lesiones a las hembras, lo cual afecta negativamente la rentabilidad de las
truchifactorias. Por esta razon, la presente investigacion evalud la eficiencia de la
ginogénesis en la produccion de alevinos s6lo hembras y su efecto en el crecimiento.
Esta técnica se fundamenta, en la transferencia exclusiva de la informacion genética
de la madre, debido a que el genoma paterno es inactivado mediante irradiacién con
luz ultravioleta (UV), previa a la fertilizacion y el choque térmico al cual se someten
los huevos permite la retencion del segundo cuerpo polar durante la segunda mitosis
produciendo alevinos diploides.

Por lo anteriormente expuesto, la presente investigacion, se propuso determinar el
optimo periodo de duracion del choque térmico de 27 ° C en términos de mayor
porcentaje de hembras y mejores parametros zootécnicos, durante la fase de
larvicultura. La investigacion demostrd que el mayor porcentaje de individuos
ginogenéticos, se obtuvo en el tratamiento 4 (choque térmico de 27°centigrados,
durante 15 minutos), el cual reportd diferencias estadisticas (p<0,05) con respecto a
los demas tratamientos, en las variables estudiadas de numero de hembras,
incrementos de peso y talla, tasa de crecimiento simple y sobrevivencia.

Palabras claves: embriones, irradiacién, monosexo sobrevivencia
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Evaluation of gynogenesis of rainbow trout (0. mykiss), using 27°C thermal
shock during different exposure periods , at the Guairapungo Environmental
Center (Narifio)

ABSTRACT. In intensive farming of rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss), which is the second most important fish species in Colombian aquaculture,
only female alevines stocking is recommended since, because of tropical conditions,
males present sexual precocity and use high percentage nutrients in sperm formation,
decreasing growth, presenting more aggressiveness and therefore causing continuous
attacks and injuries to females, which negatively affect the profitability of trout
farms. For these reasons, this research evaluated the efficiency of gynogenesis in
only female alevines production and their effect in growth. This technique is based
on the exclusive transfer of genetic information from the mother, since the paternal
genome is inactivated by irradiation with ultraviolet light (UV), prior to fertilization
and the thermal shock eggs are put down which favors the retention of the second
polar body during the second mitosis thus producing diploid alevines.

From the above reasons, the present research proposed to determine the optimal 27
°C thermal shock exposure time for eggs in terms of higher percentage of females
and better zootechnical parameters, during hatchery. The study showed that the
highest percentage of gynogenetic fish was obtained in treatment 4 (27 °C thermal
shock during 15 minutes), which reported statistical differences (p<0.05) compared to
the other treatments, in the studied variables including weight and height increment,
simple growth rate and survival.

Key words: embryos, irradiation, monosex, survival

Introduccion

En las explotaciones intensivas de trucha arcoiris, es recomendable el cultivo de
ejemplares so6lo hembras debido a la precocidad sexual de los machos, lo cual
ocasiona que un buen porcentaje de los nutrientes de la dieta sean utilizados en la
formacion de esperma, afectando negativamente los parametros zootécnicos.
Ademas, los machos son mas agresivos y gastan energia en el ataque de sus
congéneres propiciando, situaciones de jerarquia y dominancia, lo que se traduce en
heridas y traumatismos en la piel y por ende, mayor incidencia y propagacion de
enfermedades causadas por agentes infecciosos.

El proceso de “la ginogénesis” descrito por Hertwig (1911), Hertwig apud Purdom
(1969), irradiando semen de rana con rayos gamma, fue empleado en la fertilizacion
de huevos. Como resultado Hertwig, observé que al incrementar las dosis de
radiacion, la viabilidad de los embriones decrecia hasta que se presentaba mortalidad.
El “efecto Hertwig” se explica por la eliminacion del ADN del espermatozoide.

La técnica ginogenética fue inicialmente aplicada por Oppermann (1913), en trucha
café (Salmo trutta), Oppermann apud Thorgaard (1983). En afios posteriores
Romashov et al., 1961 apud Purdom, 1969), retoma las investigaciones en Cyprinus
carpio, Misgurnus fossilis y Acipenser ruthenus. En los citados ensayos, en algunos
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tratamientos, el semen fue inactivado mediante irradiacion gamma, y posteriormente
se efectuo la fertilizacion in vitro a temperatura ambiental, lo que generd embriones
haploides no viables. En contraste en las unidades experimentales en que se aplico a
los huevos fertilizados choques térmicos frios, se obtuvo embriones normales.

Chourrout, (1987) demostrd diploidizacion en trucha arcoiris, mediante el proceso
ginogenético, la cual quedd definida a través de la retencion del segundo cuerpo polar
durante la division meiotica.

En los Gltimos afios en México se ha promovido la utilizacién de procedimientos
ginogenéticos y androgenéticos en especies icticas continentales y marinas de posible
potencial acuicola como Paralabrax maculato fasciastus (Huerta, 1999),
(Spheoroides annulatus), Cichlasom aurophtalmus, Heros managuensis Yy
Atractosteus tropicus, etc (Chavez-Lomeli et al., 1989).

La investigacion se propuso determinar el tiempo éptimo de exposicion de los huevos
a choques térmicos de 27°C mediante la comparacién del nimero de individuos
ginogenéticos de trucha arcoiris (O.mykiss) obtenidos. El ensayo se realizé en el
Centro Ambiental Guairapungo (departamento de Narifio) y evalud los parametros
zootécnicos de ganancia de Peso, Talla y porcentaje de Sobrevivencia durante la fase
de larvicultura.

Se establecié como hipotesis nula (Ho), la ausencia de diferencias significativas entre
los tratamientos y como hipdtesis alterna (H1), que al menos uno de los tratamientos
registre un efecto medio diferente sobre las variables estudiadas.

Materiales y Métodos

La investigacion se desarrollo durante 120 dias entre los meses de enero a abril de
2012, en el Centro Ambiental y Piscicola Guairapungo adscrita a la Corporacion
Auténoma Regional de Narifio (CORPONARINO), ubicada a 28 Km al oriente de la
ciudad de Pasto, altura de 2830 msnm, temperatura ambiental promedio 11,6°C,
humedad relativa de 87%, precipitacion anual de 1310,3 mm, Latitud 01°09’ y
longitud 77°08’.

Se seleccionaron de los estanques de reproduccién, cuatro hembras y cuatro machos,
segun las caracteristicas fenotipicas de color, altura del filete, forma de la cabeza y
grado de madurez sexual. Los machos maduros se identificaron por la salida del
semen, al ejercer leve presiéon en sentido anteroposterior sobre el abdomen vy las
hembras por el vientre abultado, regidn urogenital enrojecida y obtencién de oocitos
mediante leve masaje abdominal. Posteriormente, los ejemplares fueron trasladados a
la sala de manejo de con el fin de evitar la exposicion de los mismos a los rayos
solares y asi proceder a la extraccion de los productos sexuales en un recipiente con
25 L de agua y 25 ml de anestésico Tricaen Sulfato de Metilo, para disminuir el estrés
causado por la manipulacion. Cada uno de los reproductores estudiados fue sostenido
lateralmente sobre el antebrazo derecho con el poro genital en direccion al recipiente,
sujetando con la mano izquierda y un material textil suave la region caudal de tal
forma que el ejemplar permaneciera inclinado con la cabeza hacia arriba. Luego con
el pulgar y el indice de la mano derecha, se ejercia ligera presion en la cavidad
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abdominal desde la parte anterior del tronco hacia el orificio genital, efectuando esta
operacion 2 a 3 veces.

Se obtuvo un promedio de 6 ml de semen por cada macho experimental, distribuido
en cajas de petri, segun tratamientos y réplicas, las cuales se colocaron debajo de una
lampara de luz ultravioleta de 20W, a una distancia de 10 cm, durante cuatro minutos
y 30 segundos, en ausencia de luz natural. Las cajas de petri, contenian capas de
semen de 3 mm para maxima eficiencia y penetracion de luz UV en los nucleos
celulares y de esta manera asegurar la inactivacién del ADN paterno. Posteriormente,
se mezclo el semen y dvulos en recipientes plasticos durante dos minutos con una
pluma de ave para asegurar la maxima fertilizacion; se retiraron los residuos
espermaticos con ayuda de un tamiz y suficiente agua y los huevos de los distintos
tratamientos con excepcion del T1, fueron sometidos a choques de inmersion a
temperatura fija de 27°C por periodos de 5, 10, 15 y 20 minutos y se continuo el
desarrollo embrionario en incubadoras tipo horizontal segin los distintos
tratamientos.

El periodo de incubacion, se estim6 en grados.dia-1, de acuerdo a la temperatura
promedio durante el bioensayo. Los bastidores se lavaban y desinfectaban
profilacticamente con una solucion comercial de yodo al 2% durante un minuto cada
tercer dia con el fin de eliminar el sedimento y la extraccién de embriones muertos,
los cuales se diferenciaban por su coloracion blanquecina.

Las postlarvas se trasladaron a los canales de alevinaje a temperatura promedio de
12°C y se alimentaron cuatro veces al dia con una dieta comercial de 48% proteina.
Se efectuaron las labores de limpieza, desinfeccidn y extraccion de animales muertos.
Los ejemplares de levantaron hasta una longitud total de cincuenta a sesenta
milimetros con el proposito de efectuar exitosamente, la diseccion de las gdnadas
derecha e izquierda, las cuales fueron colocadas en frascos con formol bufferado al
2%. La totalidad de las gonadas fueron analizadas mediante la técnica squash
acetocarmine segun el protocolo establecido por Shelton et al. (1981) y la
informacion obtenida fue registrada en las bases de datos correspondientes. Asi
mismo, el 15% de las gonadas de cada tratamiento fueron procesadas
histol6gicamente con hematoxilina-eosina

Se utiliz6 un disefio irrestrictamente al azar (DIA) conformado por cinco
tratamientos, cada uno con cuatro (4) réplicas de 500 ovas, para un total de 2000 ovas
por tratamiento. (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones experimentales de los diferentes tratamientos para la inducciéon de
Ginogénesis.

Radiacion UV Choque Térmico

. Tiempo Temperatura Tiempo
Tratamientos (Segungos} (=C) Q[inut[:)s}
T1 -- -- --
T2 270 27 3
T3 270 27 10
T4 270 27 15
T3 270 27 20

T1:Ne scmetidos aradizcion, Mo semetides 2 choque témice
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Las variables evaluadas durante el ensayo fueron:

Proporcion de Sexos. Se determinaron las frecuencias por sexos para hembras (H) y
machos (M) por tratamiento.

Incremento de peso diario. Es la ganancia de peso en un determinado periodo de
tiempo.

Pf—Pi
Tiempo (1)

IDP =

Donde:

IDP (Incremento de Peso Diario (mg/dia)), Pf (Peso Final (mg)), Pi (Peso Inicial
(mg)) y t (Tiempo (dias)).

Incremento de longitud Diaria. Ganancia de longitud en un determinado periodo.

Li—Li
ILD = L2
Tiempo (2)
Donde:
ILD (Incremento de longitud Diaria (mm/dia)), Lf (Longitud Final (mm)), Li
(Longitud Inicial (mm)) y t (Tiempo (dias)).

Tasa de crecimiento simple. Es el incremento de peso expresado en porcentaje,
ganado por un individuo durante un determinado periodo de tiempo.

B 100

TCS% = — a

Donde:
TSC% (Tasa de Crecimiento Simple), Pf (Peso Final (mg)), Pi (Peso Inicial (mg).
Sobrevivencia.El porcentaje de sobrevivencia, se calculé aplicando la siguiente
formula:

5% =[] « 100 )

Donde:

S%: Mortalidad, Ni: ndmero inicial de animales y Nf: nimero final de animales
Los datos fueron analizados mediante estadistica descriptiva, analisis de varianza y
pruebas de regresion y correlaciones, utilizando el programa Estadistico IBM SPSS
Statistical 19.En aquellas variables que cumplieron los supuestos estadisticos, se
aplico analisis de varianza para determinar diferencias significativas entre los
tratamientos; en los casos con diferencias, se realizé la Prueba de Comparacion
Multiple de Tukey para establecer el tratamiento con mejor media.
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Resultados y Discusién

Proporcion de sexos. Se determinaron las frecuencias de los individuos
ginogenéticos, identificados, mediante la coloracion de acetocarmine y hematoxilina-
eosina de gonadas de Oncorhynchus mykiss, segln el porcentaje de mayor a menor de
hembras: T4, 100% (H); T2, 96,5% (H); T3, 93,2% (H); T1, 91,5% (H) y T5, 89,5%
(H); sefialando diferencias significativas entre los tratamientos. (Figura 1).

100

v ] —
= 80,5

i o
91,3 =

P e Ky et s

™ T2 T3 T4 T2
B% MACHOS E% HEMERAS

*Difersnciz significative
Figura 1. Porcentaje de poslarvas Ginogenéticas por tratamiento.

Chourrout & Quillet (1982), determinaron porcentajes altos de individuos
ginogenéticos diploides y triploides por periodos de 20 minutos a 26°C y 10 minutos
a temperatura de 29°C. Ldpez-Macias et al. 1998, evaluaron la temperatura como
factor de induccidn al sexo en ejemplares de Oncorhynchus mykiss y encontraron que
a 27°C, el porcentaje de hembras fue de 95%, Salinas (1991), reporté 94% a la misma
temperatura durante 15 minutos, Diter et al (1993), definieron mayores proporciones
de ginogenéticos en incubacion (choque térmico) por espacio de 9 minutos a 30°C y
4 minutos a temperatura de 32°C, en contraste con el T3 del presente ensayo que
registré una poblacion solo hembras, mientras que el tratamiento testigo revelaba una
poblacion de hembras de 45%.

Caracterizacion morfologica de los testiculos de Oncorhynchus mykiss. Los
testiculos aparecen como dérganos pares de forma sacular y color blanco, suspendidos
en la cavidad celémica localizados paralelamente a la vejiga hidrostatica, se fusionan
hacia la region caudal, dando origen a un conducto deferente corto que llega hasta el
poro urogenital (Figura 2). Estan unidos entre si por una l&mina de tejido pigmentado
que a su vez los adhiere a la vejiga hidrostatica. Los testiculos inmaduros son de
color blanco transparentes, delgados, cilindricos y simétricos. (Figura 2).
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Figura 2. Gonada masculina de O mykiss. A: Macroscépica, B: Microscopica

Caracterizacion histoldgica de los testiculos de O. mykiss. En el estroma testicular,
se encuentran los tabulos seminiferos, los cuales aparecen como estructuras a manera
de ovillos constituidos por epitelio germinativo y en su interior se observan cistos de
espermatogonias, espermatocitos primarios y espermatides (mas diferenciados los
cercanos a la luz del tabulo seminifero). (Figura 3). La trucha arcoiris, presenta
produccion continua de espermatozoides, una vez, los ejemplares alcanzan la
madurez sexual. (Grizzle & Rogers, 1976; Bazzoli & Godinho, 1991; Landines, M.
2005; Urbinati. E. 2005). (Figura 3.)

Figura 3. Organizacion histolégica del Testiculo en Oncorfliynchusmykiss.
Testiculo en desarrollo mostrando Hilio testicular (1), Tubulos
seminiferos (2), Cistos de espermatogonias (3), Conducto
deferente (4). Epitelio Germinativo (3) v Parénquima Testicular
(6), (flecha);. 40x, coloracion hematoxilina-eosina.

Caracterizacion morfoldgica de los ovarios del O. mykiss. Los ovarios de todos los
ejemplares analizados, aparecen como estructuras pares lobuladas de color variable
segun la fase de desarrollo (Figura 4). Se relacionan lateralmente con la vejiga
hidrostatica y ventralmente con el corazon, estdbmago e intestinos. Anatdbmicamente
se pueden describir tres regiones, la anterior o cefalica, media y posterior o caudal, la
cual termina en el poro genital en un tdbulo delgado denominado oviducto. Los
ovarios corresponden al tipo cistovarico representan del 5% al 15% de peso vivo
segun los diferentes estadios de desarrollo. (Hoar & Randall, 1969).
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Figura 4. Gonada Femenina de & mivkiss. A Macroscopica, B: Microscapica

Caracterizacion histoldgica de los ovarios de O. mykiss. Los individuos estudiados
corresponden a las fases I (inmaduros), en las cuales se observa epitelio germinativo
derivado de una extension del peritoneo con oocitos primarios en foliculos que se
introducen en todo el estroma ovarico (Grizzle & Rogers, 1976; Landines, 2005;
Urbinati 2005). (Figura 5).

Figura 5. Organizacion histolégica del ovario en estadioc I de
Oncorlynchusmykiss. Ovario en desarrollo mostrando Hilio
del ovario (1), Vasos sanguineocs (2), Tejido parenquimatoso
ovarico (3), Células germinatvas (4), Foliculos ovidricos (3),
Zona tecal (6) v Vesicula wvitelina (7). (flecha);. 40=x,
coloracion hematoxilina-sosina.

Incremento de peso diario. Las mayores ganancias las registran los tratamientos 4 y
5 en contraste con T2 (0,012 g.dia™) y T1 (0,011 g.dia™). (Figura 6).
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Figura 6. Incremento de Peso Diario.

El porcentaje de correlacion demuestra que este valor es maximo entre los
tratamientos 4 y 1 y corresponde a 81,81% y fue minimo entre T2 y T1 con 9,09%.
Lopez et al. (2005), afirma que, “el incremento de peso de los organismos
hidrobioldgicos en cautiverio, inicia cuando los procesos anabdlicos exceden a los
procesos catabolicos y a la restauracion, remodelacion y mantenimiento de los
tejidos, ademas de la eficiencia de nitrogeno y acumulacion de nuevos tejidos
relacionados con la calidad y consumo del alimento”.

Incremento de longitud diaria. Los mayores valores se establecieron en el
tratamiento 4 (0,462) y los menores en el testigo (0,313). (Figura 7).

0,5 0,462
0,45

0,327
0,35 0,313 T

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

T1 T2 T3 T4 TS
*Diferenciz significativa
Figura 7. Incremento de longiud Diaria.

Tasa de crecimiento simple. Los mejores promedios se detectaron en el T4
(46,23%) en contraste con el testigo (31,34%). (Figura 8).
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Figura 8. Tasa de Crecimiento Simple.

Sobrevivencia. El porcentaje promedio acumulado durante todo el periodo
experimental fue mejor en el tratamiento 4 (46,2 %). En contraste el T5 presenta la
mayor mortalidad principalmente durante la etapa de incubacién, debido al registro
de individuos no viables, posiblemente por poseer un ndmero haploide de
cromosomas. (Tabla 2). Segun Chourrout (1986), embriones obtenidos por
inseminacion con esperma irradiado, presentaron mortalidad temprana con dosis de
radiacion baja pero mortalidad tardia con dosis altas. Lo anterior se explica, porque la
dosis de radiacion baja no destruye totalmente el genoma del esperma, pero ocasiona
toxicidad dentro del embridn; mientras que la dosis alta induce inactivacion completa
y da como resultado embriones haploides no viables en el estado larval. EI mismo
autor demostr6 que la temperatura y periodo de exposicion de los huevos al choque
térmico, afecta la sobrevivencia por la presencia de embriones haploides no viables.

Tabla 2. Sobrevivencia durante las fases de desarrollo de la especie.

Tratamiento Fecundacion FEmbriogénesis Alevinaje Alevinaje %
T1 1948 1380 862 43,10
T2 1881 1253 573 28,85
T3 2000 1327 485 2425
T4 2000 1705 825 46,25
T5 1953 1580 382 19,10

Tabla 3. Animales Ginogenéticos. Andlisis de Varianza Monofactorial (S3P5).

GENERQ ~ Sumade Gl Media F Sig.
cuadrados cuadritica

Inter-grupos 2172173 3 271,522 134,645 0,000

Intra-grupos 106,875 53 2,017

Total 22750438 61

Anélisis de varianza monofactorial de individuos ginogenéticos. Determind
diferencias significativas entre los diferentes tiempos de exposicion a choque térmico.
(Figura 3).
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Prueba de comparaciones multiples de Tukey de individuos ginogenéticos. Se
establecen diferencias en la proporcion de hembras para cada uno de los tratamientos,
de tal manera que el T4 registra el mayor nimero de individuos ginogenéticos. (Tabla

4).

Tabla 4. Animales Ginogenéticos. Prueba de Comparaciones Miltiples de Tukev.

Subconjunto para alfa = 0.05

SEXO 1 2 3 4 5
T2Machos 1.0000
T3 Machos 1.0000
3. T5Machos 1,0000
2 TiMachos 1.3750
- T5Hembras 6,3750
=2 T3 Hembras 8.6250 8.6250
% T2 Hzmbras 10,3730
= Tl Hambras 14,7500
T4 Hembras 17,3750
Sig. 0,000 0,000 0.000 0,000 0.000

Prueba de comparaciones multiples de Tukey, incremento de peso y talla. Los
tratamientos a diferentes tiempos de choque térmico, expuestos a 27 grados
centigrados que obtienen mayor incremento en talla son el tratamiento 4 (15 minutos)
y 5 (20 minutos); los cuales difieren significativamente del Testigo (T1) y de los
Tratamiento 2 y 3.

Conclusiones

El protocolo aplicado en la presente investigacion fue exitoso en el proceso de
ginogénesis de la especie ictica O. mykiss, teniendo en cuenta que el T4 (27°C de
choque térmico durante 15 minutos), registro un total del 100% hembras, seguido
respectivamente por T2 (96,5%), T3 (93,2%), T1 (915%) y T5 (89,5%).
El tratamiento 4 registro diferencias estadisticas (p<0,05) con respecto a los demas
tratamientos en las variables, nimero de individuos ginogenéticos obtenidos,
incrementos de peso Y talla, tasa de crecimiento simple y sobrevivencia.
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