vet.zootec. 6(1): 47-55, 2011

Evaluacion de la reproduccion inducida de cachama blanca

(Piaractus brachypomus) con acetato de buserelina

N ARTICULO DE
INVESTIGACION
Luis Carlos Chaves-Moreno’?, Leonardo Chacén-Rodriguez’, Jeremias Lozada-Morales?,
Pablo Andrés Motta-Delgado” 4, Betselene Murcia-Ordofiez**

" Docente, Universidad de la Amazonia, Florencia, Caquetd, Colombia.
2 Médico Veterinario Zootecnista, Universidad de la Amazonia, Florencia, Caquetd, Colombia.
3 Profesor adjunto Facultad de Ciencias Basicas, Universidad de la Amazonia, Florencia, Caquetd, Colombia.
# Integrantes del grupo de investigacion en Biodiversidad y Desarrollo Amazonico (BYDA).
Universidad de la Amazonia, Florencia, Caquetd, Colombia.

lucachamos@gmail.com

(Recibido: noviembre 2, 2011; aprobado: febrero 22, 2012)

RESUMEN: Se evalud la respuesta de la reproduccion inducida de cachama blanca (Piaractus brachypomus)
con acetato de buserelina, para lo cual fueron realizados dos bioensayos con ocho hembras distribuidas al azar en cuatro
tratamientos: A, B, C con 2,4, 2,6 y 2,8 mcg/kg de acetato de buserelina respectivamente y D con 5 mg/kg de extracto
de hipofisis de carpa (EHC) aplicados en dosis de 10% (0 h), 40% (24 h) y 50% (12 h siguientes), asi como dos machos
inducidos con 1 mcg/kg de acetato de buserelina y 1 mg/kg de EHC, aplicada en la segunda dosis de las hembras. Para el
analisis de resultados se realizo estadistica descriptiva y ANOVA con P<0,05. En el primer bioensayo, solo tres hembras
de los tratamientos B, C y D respondieron satisfactoriamente a la induccién con una producciéon de 660.000, 100.800 y
730.000 ovocitos, con una tasa del 75, 40 y 82% de fertilizacion y una tasa de eclosion de 68, 30 y 73% respectivamente.
En el segundo bioensayo respondieron tres hembras de los tratamientos B, C y D con una produccion de 612.000, 96.000
y 750.000 ovocitos, con una tasa de fertilizacion de 70, 32 y 74% y tasa de eclosion de 60,23 y 65% respectivamente. Se
concluy6 que la induccion de la reproduccion de Piaractus brachypomus es posible mediante la administracion de 2,6 a
2,8 meg/kg de acetato de buserelina.
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Evaluation in cachama (Piaractus brachypomus) of induced
reproduction of with buserelin acetate

ABSTRACT: The induced reproduction response of white cachama (Piaractus brachypomus) with buserelin
acetate was evaluated through two bioassay which was carried out with eight females distributed at random in four
treatments: A, B, C with 2.4, 2.6 and 2.8 mcg/kg of buserelina acetate respectively and D with 5 mg/kg of carp hypophysis
extract (CHE) applied in doses of 10% (0 h) 40% (24 h) and 50% (12 h following), as well as two males induced with 1
mcg/kg of buserelin acetate and 1 mg/kg of CHE, applied in the second dose of the females. For the analysis of results an
ANOVA descriptive statistic was carried out with P<0.05. In the first bioassay, only three females of the treatments B, C
and D responded satisfactorily to the induction with a production of 660,000, 100,800 and 730,000 oocytes with a rate of
75, 40 and 82% fertilization and an appearance rate of 68, 30 and 73% respectively. In the second bioassay three females
of the B, C and D treatments responded with a production of 612,000, 96,000 and 750,000 oocytes, with a fertilization
rate of 70, 32 and 74% and an appearance rate of 60, 23 and 65% respectively. It was concluded that the induction of
the reproduction of Piaractus brachypomus is possible by means of the administration of 2.6 to 2.8 mcg/kg of buserelin
acetate.
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Introduccion

La reproduccion es un factor condicionado,
regido por las condiciones fisioldgicas del pez.
Las condiciones externas son captadas por el
pez y transformadas en sefales nerviosas que
activan la formacion y liberacion hormonal
desencadenando el proceso reproductivo (Hahn
& Grajales, 2004). Asi, los peces en su habitat
natural estdn sometidos a constantes estimulos
ambientales que activan una serie de eventos
fisiologicos como son la proliferacion oogonial,
la vitelogénesis, la maduracién de los oocitos
y la ovulacion, que provocan la formacion y
desarrollo de los gametos dando inicio a los
procesos reproductivos. Sin embargo, como
lo refieren Arias & Hernandez (2009), los
peces en cautiverio presentan un bloqueo de la
gonadotropina hipofisaria (GtH), evitando los
eventos anteriormente mencionados.

En cautiverio los peces reofilicos realizan la
maduracidn ovocitaria (vitelogénesis ¢ inicio de
la maduracion final) pero no ovulan ni desovan
debido a la falta de estimulos ambientales finales.
Lavariaciondel caudal enlosrios hasidoreportada
como el principal estimulo para la ovulacion y
desove de estas especies (Atencio-Garcia, 2003).
Segin Zaniboni-Filho & Weingartner (2007),
la aplicacion de las técnicas convencionales
de induccion hormonal es indicada para peces
maduros. En esta fase, conforme el desarrollo
gonadal la vitelogénesis estd completa en los
oocitos, siendo necesaria la induccién hormonal
para garantizar la maduracion final y el desove,
que consiste basicamente en la migracion y la
posterior desintegracion de la vesicula germinal,
el rompimiento de la envoltura folicular y la
liberacion de los oocitos a la luz del ovario,
seguido por la eliminacién de los mismos. Segun
Zaniboni-Filho & Weingartner (2007), un analogo
de la GnRH como la buserelina viene siendo
utilizado con éxito en Brasil para la induccion de
los peces.

La presente investigacion evalud el efecto
del acetato de buserelina como inductor de la
ovulacién, desove y espermiacion de cachama
blanca (Piaractus brachypomus), donde se

utilizaron tres dosis diferentes y se busco
determinar la mas adecuada para la induccion
artificial y compararla con los resultados
obtenidos con la induccién con extracto de
hipofisis de carpa (EHC).

Materiales y Métodos

La investigacion fue realizada en la estacion
acuicola Peces Acuamayo, localizada en la vereda
La Cristalina en el municipio de Orito (Putumayo),
al sur occidente de Colombia a los 0°38"" de latitud
Norte y 16°37"" de longitud Oeste, con temperatura
promedio de 33°C en el dia y 27°C en la noche y
precipitacion anual de 2500 mm.

Fue utilizado un nlcleo de reproductores
consistente en 22 hembras y 6 machos, que se
mantuvieron en estanques de concreto de 30 m* con
circulacion de agua en circuito cerrado y aireacion
constante, de los cuales fueron seleccionados ocho
hembras y dos machos mediante la observacion de
caracteristicas morfologicas externas propuestas
por Garza & Rodriguez (1985), Guerra (2000).

La determinacion del grado de madurez de
los ovulos se realizd mediante biopsia ovarica
(Woynarovich & Horvéath, 1981; Ponzetto ef al.,
2009), seguidamente se utilizd la metodologia
de Garza & Rodriguez (1985). Para el anélisis
inicial de los 6vulos se tuvo en cuenta el color
y el diametro, para lo cual fueron fijados (1000
ml HO + 6,5 g NaCl + 10 ml de formol 40%)
y clarificados con solucion transparentadora
YBAG/8S.

Igualmente, se evalud el perimetro abdominal
(corresponde a la medicion circunferencial,
tomado como referencia la base del primer radio
blando simple de la aleta dorsal y la base distal
de las aletas pectorales), la longitud estandar (que
corresponde desde la boca hasta la antepenultima
vértebra caudal) y el peso (mediante una balanza
de reloj).

Para la inducciéon de la reproduccion se utilizd
la inyeccion hormonal (hipofisacion con acetato
de buserelina) desarrollada por Ihering &
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Azevedo (1934), y recomendado por Ponzetto
et al. (2009). Los agentes hormonales utilizados
para provocar la liberacion de gametos fueron
acetato de buserelina y extracto de hipdfisis de
carpa comun (EHC), Cyprinus carpio: Linnaeus
(1758), administrados intramuscularmente en la
base de la aleta dorsal.

Las hembras de cada tratamiento recibieron una
dosis preparatoria (10%), el acetato de buserelina
fue aplicada en tres intervalos: 10% a las O h, a
las 24 h el 40% y a las 12 h siguientes el 50%
restante de la dosificacion total. Los machos
y la hembra del tratamiento D recibieron una
unica dosis hormonal con extracto de carpa,
administrado a la misma hora de la segunda dosis
de los tratamientos A, By C (Tabla 1).

Tabla 1. Dosificacion de las hormonas para cada tratamiento.

Tratamiento Hormona Dosificacion
Hembras* Machos**
A Acetato de buserelina 2,4 meg/kg
B Acetato de buserelina 2,6 mcg/kg 1 mcg/kg
C Acetato de buserelina 2,8 mcg/kg
D Extracto de hipofisis de carpa (EHC) 5,0 mg/kg 1 mg/kg

* 2 individuos por tratamiento para hembras.
** 1 individuo por tratamiento para machos.

La espermiacion de machos de Piaractus
brachypomus fue inducida mediante inyeccion
del 100% de una dosis unica de extracto de
hipofisis de carpa (1 mg/kg) o de acetato de
buserelina (1mcg/kg).

La fecundacion se efectud segin lo reportado
por Da Silva et al. (1988), Woynarovich &
Woynarovich (1998), que consiste en extraer el
individuo (macho) de las piletas, se inmoviliza
con ayuda de una toalla, se limpia y seca el area
ventral y seguidamente se ejerce ligera presion
abdominal del vientre, a la altura de los testiculos,
una vez que se logra extraer el esperma, se vierte
directamente sobre los ovulos, iniciandose la
fecundacion y formacion del huevo. La extrusion
de los ovocitos se realizO manualmente y su
fertilizacion se realizé “en seco”, con una pluma
(Woynarovich & Horvéath, 1981).

La eclosion de los huevos se produjo en
incubadoras tipo McDonald, con capacidad de 60
litros, conectadas a un sistema de recirculacion
constante de agua durante la incubacion de los
huevos y con termostato para calentar el agua
cuando la temperatura desciende por debajo

de los 25°C manteniéndose en 29,0+0,5°C
(Woynarovich & Woynarovich, 1998; Secretaria
Pro Tempore, 2003).

La tasa de fecundaciéon se calculd después de
una hora de la fertilizacion, debido a que en este
tiempo se aprecia con mayor claridad la fase de
division celular y la falsa fertilizaciéon. Tomando
tres muestras en caja petri de cada incubadora
y realizando el conteo de 30 huevos mediante
el uso de estereoscopio se observan: huevo
fertilizado en estadio de 4 células a morula (fase
inicial) y huevo no fertilizado hidratado blancos
sin division celular.

La medicion de la tasa de sobrevivencia
embrionaria se realizd después de 10 horas
de la fecundacién. La muestra se tomo de
la misma forma que la tasa de fecundacion
que fueron tres muestras por incubadoras y
cuantificado 30 huevos mediante la observacion
en el estereoscopio. Se clasificoO como huevos
transparentes los embriones vivos y como huevos
blancos los embriones muertos por su apariencia
algodonosa.
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Diariamente y durante 120 horas fueron
registrados los parametros de temperatura (grados
Celsius) del agua y el potencial de hidrogeno
(pH) utilizando un medidor de pH digital en cada
tratamiento (Roldan & Ramirez, 2008).

Para el anélisis de resultados se realizé un disefio
que consistido en una unidad experimental con
cuatro tratamientos (Tabla 1), y repeticiones
completamente al azar. Se realiz6 un anélisis
estadistico descriptivo (media y desviacion
estandar) y Anova para evaluar diferencias entre
cada tratamiento con las variables de tasa de
fertilizacion y eclosion.

Resultados y Discusion

Los datos morfométricos tales como peso,
longitud estandar, longitud total y perimetro
abdominal de cada uno de los individuos de los
tratamientos, son especificados en la Tabla 2. Los
individuos incluidos en el bioensayo tenian un
peso promedio de 5,14 kg y 4,13 kg, un perimetro
abdominal de 62,43 cm y 53,5 cm, una longitud
estandar de 50,19 cm y 48 cm para hembras y
machos respectivamente.

Tabla 2. Datos morfométricos y dosificacion de los reproductores utilizados para el estudio.

. Long. Long.
N Tto. Sexo l(’;s;) P. Alzzll(:ll;unal Estiandar Total Dosis
g (cm) (cm)
1 5,7 68 51 69
A 2,4 meg/kg
2 5,6 67 50 69,2
3 5,5 63 51 60
B 2,6 mcg/kg
4 5,3 64 51,5 59,7
Hembras
5 5,0 58 48 57,6
C 2,8 meg/kg
6 4,2 56 49 57
7 4,8 61 50 60 5 ma/k
m
§ D 5,0 60,5 51 60,2 ghe
1 Ac.B* 4,1 54 48 58 1 mcg/kg
Machos
2  EHC 4.15 53 48 57 1 mg/kg

* Acetato de Buserelina.

Respecto a la produccion de semen, se obtuvo que
el volumen producido por los peces inducidos
con las dos hormonas fue similar (acetato de
buserelina y EHC).

En las hembras, se evidencid mediante la
biopsia ovarica que el estado inicial de madurez
de los oocitos era del 57,8% para el grupo del
EHC y 59,3% para el grupo de acetato de
buserelina, evidencia de que habian completado
la vitelogénesis e iniciado la maduracion final,
condicion adecuada para la induccion hormonal.

Segun Martino (2003), Voto (2004), la condicion
adecuada para la induccion hormonal es la
evidencia de la vitelogénesis y el inicio de la
maduracion final, situacion que se presentaba
en los individuos tratados al encontrarse la
mayoria de los oocitos con vesicula germinal en

migracion, caso similar al reportado por Arias &
Hernandez (2009).

Atencio-Garcia (2003), sustenta que s6lo cuando
las hembras han iniciado la maduracion final
de sus oocitos los tratamientos de induccion
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(andlogos sintéticos) pueden ser efectivos.
Ademas, Arias & Hernandez (2009), reportan
que en muchos casos el uso de andlogos sintéticos
son altamente efectivos para inducir el desove
de muchas especies de peces, pero también se
han observado efectos indeseados, tanto para
la fecundacion como para la viabilidad de los
embriones y las larvas.

Sin embargo, se presentaron inconvenientes con
las hembras 1A, 2A, 4B, 5C y 8D (Tablas 2 y 3)
teniendo en cuenta los tiempos de ovoposicion,
al no funcionar la inducciéon hormonal como se
esperaba, para el caso del tratamiento A (hembras
1A y 2A) la dosificacion fue insuficiente para
producir el desove de los 6vulos, las hembras

4B, 5C y 8D presentaron una aceleracion en el
desove alcanzando maximo a 2,5 h impidiendo
la recoleccion de los 6vulos y la madurez de los
mismos.

Las demas hembras de Piaractus brachypomus
3B, 6Cy 7D respondieron exitosamente al proceso
de induccion hormonal, indicando el momento
de desove, con contracciones abdominales que
ocurrio entre las 28 y 30 h del estudio (4 y 6
h después de la aplicacion de la segunda dosis
hormonal); la temperatura promedio del agua fue
de 25,7°C, cuando se llevo a cabo la extrusion de
los ovocitos y su respectiva fecundacion (Tabla
3).

Tabla 3. Respuesta de Piaractus brachypomus a la induccion hormonal del desove.

Primer Ensayo

N T D O* H.I* T.F % E.L % L*

3 B 4 660 495 75 68 336,6
6 C 6 100,8 40,32 40 30 12, 096
7 D 6 730 598,6 82 73 436,978

* Valores en miles.

Desove en horas (D); ovocitos/gr (O); huevos
fertilizados (H.I); tasa de Fertilizacion (T.F); tasa
de eclosion (E.L); numero de larvas eclosionadas
(L); 10 horas después de la eclosion en cada
tratamiento (T) de las hembras del estudio: A, B,
CyD.

Se evidenci¢ efectividad en el tratamiento B
(acetato de buserelina a 2,6 mcg/kg) donde se
inicio el desove después de la aplicacion de la
segunda dosis a las 4-5 horas, mientras que
para el tratamiento D (mg/kg EHC) se inici6 a
las 6-7 h, estos intervalos de respuesta se dieron
posiblemente por los mecanismos de accion para
la maduracién de los peces en los tratamientos
empleados, similar a lo reportado por Atencio-
Garcia (2003), y contrastando con lo reportado
por Da Silva & Pinheiro (1989), que para
hembras de Colossoma macropomum empleando
hipofisis de carpa el desove se produce a las 9-10

h a 29°C, mientras que para el bioensayo con
hormona liberadora de la hormona luteinizante
analoga (LHRHa) se dio a partirde 12 ha29+1°C
después de la segunda aplicacion.

Asi mismo, los datos reportados por Gonzalez et
al. (1991), en Colossoma macropomum inyectadas
intraperitonealmente con 5 mg/kg de EHC solo y
en combinacion de un analogo ([Des Gli'® D-Ala‘]
LHRH etilamida) a 50 pg/kg, administrada 12 h
después de la administracion de la EHC, presentan
un porcentaje de ovulacion mayor (60%) en
tratamiento combinado que en el tratamiento
donde se aplicd s6lo EHC (40%), contrario a los
resultados obtenidos en esta investigacion, donde
acetato de buserelina a 2,6 mcg/kg presentd un
47,48% mientras que con EHC un 52,52%. Sin
embargo, Yaron (1995), Mata et al. (2004).
Refieren que estas diferencias dependen de la
especie ya que cada una posee un rango de tiempo
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para el desove; a su vez, depende de la hora de
suministro de la dosis (Alvarifio et al., 1992), de
las condiciones de estrés de los reproductores
(Haddy & Pankhurst, 2000), asi como del grado
de madurez sexual y de la efectividad del analogo
aplicado (Querales, 2001).

Durante el desove, los huevos fueron expulsados
copiosamente y presentaron un color verde claro
(Figura 1).

Figura 1. Desove de la hembra de Piaractus brachypomus. a) Manipulacion
del individuo e inmovilizacién. b) Desove.

Los huevos fecundados presentaron aspectos
transparentes, una division celular nitida y

simétrica (Figura 2), mientras que los huevos no
viables presentaron color blancuzco u opaco.

- polo animal

Figura 2. Microfotografias de la embriogénesis de la Piaractus brachypomus: a) morulacion, b y c)
gastrulacion con un 50% aproximado de epibolo o botén.

En cuanto a la tasa de fertilizacion, los mayores
resultados fueron los del tratamiento D con un
82%, seguido del tratamiento B con un 75%,
y el tratamiento C con un 40%, a pesar de
esta variacion en los datos no se encontraron
diferencias significativas entre los valores del
tratamiento D y C, mientras si existe entre C y B.

Del mismo modo, Alvarez-Lajonchére &
Hernandez (2001), refieren que peces con
buena calidad en el desove se caracterizan por

porcentajes de fertilizacion mayor al 90% y bajos
porcentajes de malformacion. En este caso no se
observo malformacion larval y el porcentaje de
fertilizacion, siguiendo las recomendaciones de
estos autores, no es bueno porque el tratamiento
D (EHC) present6 82% vy el tratamiento B
(acetato de buserelina) 75%. Pero, segiin Tamara
et al. (1996), estos valores se encuentran dentro
del rango de viabilidad al indicar una relacion
entre el porcentaje de fertilizacion y el método
de inducciéon al desove o el tipo de hormona
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utilizada, refiriendo que en los desoves inducidos
con hormonas, los rangos de fertilizacion son
amplios, variando entre 32,6 y 99,9%.

La tasa de eclosion presentd mayores porcentajes
para los peces del tratamiento D que con los del

53

tratamiento B (73% versus 68%), sin embargo
se evidencia una buena calidad de los 6vulos
obtenidos con el acetato de buserelina al presentar
valores similares de fecundacién y eclosion
(Tablas 3 y 4).

Tabla 4. Estadistica descriptiva de los dos ensayos para los tratamientos By C.

Primer Ensayo

DS
Tasa fértil* 267,66 321,51
Tasa eclosion* 174,35 229,46

* En miles.
[1: MEDIA y DS: Desviacion estandar.

En relacion a la tasa de eclosion también se
obtienen mayores porcentajes en los peces con
EHC (73%) que con acetato de buserelina (68%).
Segun Tamaru et al. (1996), los resultados en los
tratamientos empleados evidencian una calidad
alta de los ovulos obtenidos con el acetato de
buserelina al presentar valores por encima del

50% de fecundacion y eclosion. Sin embargo,
Perdomo et al. (2002), indican que se obtienen
mejores tasas de fecundacion y eclosion cuando
los peces desovan naturalmente que por extrusion,
debido a la friccion que sufren los oOvulos al
momento de ser extraidos, lo cual puede provocar
el rompimiento de estos.

Tabla 5. Analisis de varianza del % tasa fertilidad y % tasa de eclosion de los tratamientos de estudio.

Fuentes Suma de Suma! de F P
cuadrado medias
Entre grupos 2,021 1 2,021 0,29 0,6165
Dentro de grupos 2,750 3 6, 875
Total (Corr.) 2,952 5

gl: grado de libertad.

Segiin la estadistica descriptiva (Tabla 5)
aplicada a los datos, no se presentaron diferencias
significativas entre ningln tratamiento y ensayo,
confirmado con el andlisis de varianza (Anova) al
presentarse el valor (p<0,05).

Para Atencio-Garcia (2003), a pesar de que los
métodos de induccion hormonal al desove causan
un mayor estrés en los reproductores, permiten

mejores tasas de fertilizacion y eclosion con
relacion al método de fertilizacion natural, sin
embargo el primer método, ademas de producir
un mayor estrés en los reproductores, provoca
una mayor manipulacion sobre los huevos, lo
que aumenta la tasa de mortalidad durante la
incubacion, pese a esta situacion los porcentajes
de viabilidad por el método de induccion
hormonal son satisfactorios.

vet.zootec. 6(1): 47-55, 2012
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Conclusion

La induccion hormonal al desove y espermiacion
en Piaractus brachypomus es posible mediante
la administracion de dosis de 2,6 a 2,8 mcg/kg
de acetato de buserelina, que acelera el tiempo
de desove en comparacion con la EHC, ademas
permite una elevada produccion de oocitos
viables, buena tasa de fertilizacion y buena tasa
de eclosion larval, pero menor respecto a la EHC.
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