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Resumen

La induccidn a la poliploidia en organismos acudticos, permite mejorar su
desempefio en cultivo, debido a que no alcanzan la madurez sexual, por lo
que existe un control sobre la poblacion; ademés en el ambito ambiental,
especificamente aplicado a programas de repoblamiento con individuos
estériles, se atentan o eliminan riesgos ligados a la interaccion reproductiva
con poblaciones naturales residentes en el medio, lo que posibilita conservar
la diversidad genética y evitar endogamia. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de dos rangos de temperatura (0-4 y 4-8°C) y tres tiempos
de choque térmico (5, 10 y 15 min) sobre los porcentajes de fertilizacion y
sobrevivencia larvaria en bocachico (Prochilodus magdalenae). Para esto se
realiz6 reproduccion inducida mediante tratamiento hormonal con Extracto
de Hipdfisis de Carpa (EHC) a machos y hembras que presentaran signos
de madurez avanzada. Una vez obtenido el desove, se utilizaron muestras
de 1g aproximadamente para realizar los diferentes tratamientos (5 min post
fertilizacion). Una vez realizado el choque térmico, las muestras fueron
incubadas en contenedores de flujo ascendente de 2L de capacidad, a las 6
Horas Post Fertilizacion (HPF) se cuantifico el porcentaje de fertilizacion
y a las 10 HPE el porcentaje de sobrevivencia larvaria. Se observo para el
control los mayores valores con relacion a los porcentajes de fertilizacion y
sobrevivencia. Solo en el tratamiento 6 se observo triploidia en los organismos
evaluados por medio de la cuantificacion de los cromosomas. La obtencion
de un método practico y efectivo para la induccion a la triploidia es necesario
para poder considerar la triploidia como una tecnologia de aplicacion
comercial, por lo que se deben considerar la realizacion de més investigaciones
relacionadas con el manejo de ovocitos y efecto de los choques térmicos en
las larvas de especies de interés para cultivo y programas de repoblamiento
(malformaciones).

Palabras clave: poliploidia, reproduccion inducida, fertilizacion.



Abstract

The induction of polyploidy in aquatic organisms, allows to improve their
performance in culture, because they do not reach sexual maturity, so there
is a control over the population; Furthermore, in the environmental field,
specifically applied to repopulation programs with sterile individuals, risks
linked to reproductive interaction with natural populations resident in the
environment are mitigated or eliminated, which makes it possible to conserve
genetic diversity and avoid inbreeding. The objective of this work was to
evaluate the effect of two temperature ranges (0-4 and 4-8°C) and three
thermal shock times (5, 10 and 15 min) on the percentages of fertilization
and larval survival in Bocachico (Prochilodus magdalenae). For this, induced
reproduction was carried out by means of hormonal treatment with Carp
Hippophysis Extract (CHE) to males and females that showed signs of
advanced maturity. Once spawning was obtained, samples of approximately
1 g were used to perform the different treatments (5 min post fertilization).
Once the thermal shock was performed, the samples were incubated in upflow
containers of 2L capacity, at 6 Hours Post Fertilization (HPF) the percentage
of fertilization was quantified and at 10 HPE the percentage of larval survival.
The highest values were observed for the control in relation to the percentages
of fertilization and survival. Only in treatment 6 was triploidy observed in the
organisms evaluated by quantifying the chromosomes. Obtaining a practical
and effective method for the induction of triploidy is necessary to be able to
consider triploidy as a technology of commercial application, therefore more
investigations related to the handling of oocytes and the impact of shocks
should be considered. in the larvae of species of interest for cultivation and
repopulation programs (malformations).

Key words: polyploidy, induced reproduction, fertilization.
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Introduccion

El pez bocachico ocupa el cuarto
lugar entre las especies cultivadas
en el pais (Corporaciéon Colombia
Internacional [CCI], 2006). Si bien
se manejan protocolos que sostienen
una oferta constante de alevinos,
la escala de los cultivos no supera
las especies mdas representativas
(tilapia, cachama y trucha); aun asi,
el volumen producido ha aumentado
considerablemente, ademas de ser
la especie mas importante en la
pesqueria  continental  nacional.
Los esfuerzos realizados para su
manejo se han materializado en
una produccioén estable de semilla
y los programas de repoblamiento.
Adelantar la obtencion de alevinos
de bocachico con la aplicacion de
técnicas avanzadas con posible
impacto productivo, es una linea
que debe ser establecida para el
avance real en programas de cultivo
y repoblamiento.

La utilizacion de técnicas para la
produccion de organismos poliploides
permite mejorar la produccion de
las especies en cultivo, debido a
que estas no alcanzan la madurez
sexual, por lo que hay un control de
la poblacion y esto se traduce en un
mejor desempeino de los organismos
en el cultivo.

Adicionalmente, pueden servir
para programas de repoblamiento sin

que exista competencia reproductiva
con las especies nativas (Piferrer et
al.,2009). En la actualidad se utilizan
técnicas que permiten obtener, en
cultivo, peces triploides como una
manera de garantizar la esterilidad y
el mayor crecimiento en condiciones
controladas.

En una aproximacion valida, un
organismo triploide es en principio
estéril, pues no hay capacidad para
completar los procesos de meiosis
que originan los gametos. Tal
condicion posibilita opciones en
ambitos productivos, incluyendo la
actividad piscicola (Arai, 2001).

Para su obtencion se evita la
pérdida del segundo cuerpo polar en
el ovocito recién fertilizado (Felip,
Zanuy, Carrillo & Piferrer, 2001), el
que se conserva aplicando choques
de tipo térmico o de presion (Hahn &
Grajales, 2007).

Latriploidiano genera Organismos
Genéticamente Modificados, por lo
que no se sujetan a restricciones de
comercializacion y consumo y es la
condicion de esterilidad el principal
valor agregado; en dos escenarios
la ventaja se manifiesta: no hay
expresion de eventos reproductivos
por lo que no existira reduccion en la
tasa de crecimiento por la inversion
energética en la produccion de
gametos, portanto,setienenbeneficios
representados en una mayor biomasa
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en los ciclos de cultivo y el ambito
ambiental, con individuos estériles
se atentian o eliminan riesgos ligados
a la interaccion reproductiva con
poblaciones naturales residentes en el
medio; se presume la imposibilidad
de que individuos voluntaria o
accidentalmente liberados afecten la
composicion y equilibrio ecologico
entre las especies que normalmente se
encuentran en los habitats naturales, lo
que posibilita conservar la diversidad
genética 'y evitar endogamia,
sostener la estructura genética en
poblaciones naturales y asegurar
que no se presente una transferencia
genética entre localidades claramente
diferenciadas.

En este caso, el bocachico ocupa
un lugar preponderante en lo que se
refiere a la importancia econdmica
que representa, especialmente en
economias locales que dependen de
su pesca; por tanto, las autoridades
gjecutivas mantienen  constantes
esquemas de repoblamiento, si bien
estas tienen algunas limitaciones
de caracter ambiental que ya han
sido identificadas en poblaciones
naturales (Burbano & Usaquén,
2003). Bajo este contexto el objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto
del choque térmico (temperatura
y tiempo) en el porcentaje de
fertilizacion y sobrevivencia de
larvas de bocachico (Prochilodus
magdalenae).

Materiales y métodos
Localizacion

La investigacion se llevo a cabo en
los laboratorios de Estacion Piscicola
de Gigante adscrita a la Autoridad
Nacional de Acuicultura y Pesca
(AUNAP). Se encuentra ubicada a
una altura promedio de 930 m.s.n.m,
temperatura de 24°C, precipitacion
pluvial anual de 1250 mm.

Material biologico

El material biologico fue obtenido
mediante reproduccion inducida de
machos y hembras de bocachico,
en estado de madurez avanzado,
caracterizada en las hembras por
presentar abdomen abultado y papila
urogenital  enrojecida  (Atencio,
2001); por medio de biopsia ovarica
se identifico el estado de los ovocitos,
a partir del didmetro y la posicion del
nucleo; y los machos se seleccionaron
al comprobar la emision de esperma.

Una vez seleccionados los
reproductores estos fueron inducidos
hormonalmente con Extracto de
Hipofisis de Carpa (EHC) en dos
dosis para las hembras (0.5 y 5 mg
kg™!) y una en los machos (4 mgkg™).
La respuesta ovulatoria se presento a
los 150 grados h™!.
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Tratamientos experimentales

Con el total de los huevos se configurd
un pool y se retiraron cantidades
equivalentes (aproximadamente
1 g) para establecer un control y
6 tratamientos  experimentales,
cada uno con tres réplicas, con lo
que se configuraron 21 grupos. La
incubacion se adelantd en recipientes
verticales de flujo ascendente de 2L
de capacidad, ubicados en un sistema
de recirculacion con temperatura
controlada. Después de la eclosion y
hasta que los peces alcanzaron entre
3 y 5 cm de longitud total, el manejo
se hizo en acuarios independientes

Tabla 1.

(40L) provistos de aireacion. La
alimentacion se bas6 en nauplios de
Artemia sp. y alimento balanceado
comercial disefiado para etapas
tempranas en peces.

Paralafaseexperimental definitiva,
se aplicaron en total 6 tratamientos,
variando la temperatura de choque
térmico y la duracion del mismo. Se
mantuvo un control que se manejo
con los mismos procedimientos que
los restantes, pero a temperatura
ambiente. Los choques se realizaron
en recipientes plasticos con agua
previamente enfriada en los rangos
que se especifican en la Tabla 1.

Tratamientos experimentales para la obtencion de individuos triploides de

bocachico

Tiempo de choque (min)

Rango de temperatura (°C)
0Oa4
4a8

Fuente: Elaboracion propia

Evaluacion del porcentaje de
eclosion y sobrevivencia
Para determinar los porcentajes

de fertilizaciéon y de sobrevivencia
larvaria, se tomaron muestras

5 10 15
Tl T2 T3
T4 TS T6

por triplicado de ovocitos a las 6
Horas Post Fertilizacion (HPF),
para determinar fertilizacion y se
cuantificaron la totalidad de las
larvas eclosionadas a las 10 HPE, se
utilizaron las siguientes férmulas:

% de Fertilizacion=(Ovocitos viables/ Ovocitos inviables)*100

¥ larvas vivas

% de Sobrevivencia de larvas= (

%100

Y larvas totales
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Identificacion de la ploidia

Para determinar la ploidia en los
individuos sometidos a los diferentes
tratamientos  experimentales, se
esperd a que alcanzaran una talla
de 5 cm para facilitar el trabajo en
laboratorio. Para lograr un mayor
nimero de células mitoticas se realiz6d
una estimulacion celular a través de
una Inyeccion Intraperitoneal (IP)
con suspension de levadura (0.5 g de
levadura, 0,5 g de azcar y 7 ml de
agua destilada, incubando en bafio
maria a 40°C durante 20 minutos).

La suspension fue inyectada en
un equivalente de 1 ml por cada 100
g de peso. Posteriormente, los peces
se ubicaron en acuario con aireacion
y el procedimiento fue repetido dos
veces, cada 24 horas (Lozano, Ruiz-
Rejon & Ruiz-Rejon, 1987).

En la obtencién de cromosomas
mitoticos se siguid la metodologia
de Bertollo, Galetti & Moreira-Filho
(1990), realizando otra aplicacién 1P
con solucién acuosa de colchicina
0,05% (1 ml por 100 g de peso).
Después de 45 min, los ejemplares
se sacrificaron previa exposicion a
una sobredosis con anestésico (MS
222). Una porcion del rifion anterior
se ubico en 7ml de medio de cultivo,
se macer0 y se centrifugé (1200 rpm,
10 minutos).

El sobrenadante fue descartado
y el boton celular fue suspendido en
10ml de solucion hipoténica (KCl
0.075M). La solucion con las células
disociadas fue incubada a 37°C
durante 35 min y homogenizada
descartando fragmentos de tejido.

Se adiciono6 1ml de fijador Carnoy
(metanol: 4cido acético glacial, en
proporcion 3:1), recién preparado
y frio. La suspension se hizo varias
veces, centrifugando y eliminando
el sobrenadante; se continué con
la adicion de fijador y de nuevo se
centrifugd, en un procedimiento que
fue repetido tres veces; después de
la fijacion se descartd el material
sobrenadante y se adicion6 1.5 ml
de fijador con lo que se obtuvo una
suspension celular moderadamente
concentrada, la que fue almacenadaen
viales de 2 ml, los que se conservaron
a -20°C hasta la realizacion de los
respectivos analisis.

Las suspensiones celulares fueron
recibidas por goteo en una ldmina
limpia, precalentada a 60°C con una
peliculadeaguay levemente inclinada
para eliminar excesos; se dejaron
secar y se adiciond solucion Giemsa
al 5%, diluida en solucion tampon
fosfato pH=7,2; después de 6 - 8§ min
se hizo un lavado final y, posterior
al secado (temperatura ambiente) se
procedid con la observacion de las
placas.
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Resultados y discusion

Los promedios observados para los
pardmetros de calidad de agua, se
mantuvieron dentro de los valores
considerados como Optimos para

100

80

60

40

% de Fertilizacion

20

Control T1 T2

T3

el cultivo de peces de clima calido
(Teixeira et al., 2010), encontrando:
temperatura fue de 26,2 = 0,9; pH de
6,3 £ 0,2 y concentracion de oxigeno
disuelto 6,1 £ 0,5 mg L.

T4 TS T6

Figura 1. Porcentaje de fertilizacion en ovocitos de bocachico (Prochilodus
magdalenae), a las 6 HPF. T1 (0-4°C-5 min), T2 (0-4°C-10 min), T3 (0-4°C-
15 min), T4 (4-8°C-5 min), T5 (4-8°C-10 min) y T6 (4-8 min-15 min)

Fuente: elaboracion propia

La identificacion del nivel de
ploidia se realiz6 a través de recuento
del nimero modal de cromosomas,
el cual se hizo para cada tratamiento;
se certifico a partir del referente
obtenido en el grupo control, que
el numero diploide para la especie
corresponde a 2n=54 cromosomas,
lo que ya se ha reportado en registros
previos (Silva, 2001); salvo para el
T6, en todos los demas tratamientos

se determind este mismo numero
modal. En este tratamiento se
presentd 3n=81, indicador de
triploidia. Se concluye entonces que
el conjunto de un choque térmico
en el rango de 4 — 8°C y durante 15
min fue el Unico que se comprobd
como efectivo para la produccion
de triploides en bocachico, al menos
bajo las condiciones experimentales
que fueron aplicadas.
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100
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% de Sobrevivencia Larval

20

Control T1 T2

T3 T4 T5 Té

Figura 2. Porcentaje de sobrevivencia de larvas de bocachico (Prochilodus
magdalenae), a las 10 HPE. T1 (0-4°C-5 min), T2 (0-4°C-10 min), T3 (0-
4°C-15 min), T4 (4-8°C-5 min), T5 (4-8°C-10 min) y T6 (4-8 min-15 min)

Fuente: elaboracion propia

El  mayor  porcentaje  de
fertilizacion se observé en el
tratamiento control (sin choque
térmico) a una temperatura de 26,6°C
con un valor 98 + 1,6%. El menor
porcentaje 56+ 6,24% fue obtenido
en el tratamiento 6, en el rango de
temperatura de 4-8 y 15 min de
choque térmico. Se observa de manera
general que los menores porcentajes
de fertilizacion se encuentran en
los tratamientos donde se realiz6 la
mayor exposicion al choque térmico
(10 y 15 minutos). En la Figura 1 se
observan los resultados obtenidos
para este parametro con diferencias

significativas  (p<0,05) entre el
control y los demads tratamientos,
ademads los tratamientos con rango
de temperatura de 4-8°C y 10-15 min
presentan diferencias significativa
(p<0,05) con el control y el resto
de los tratamientos experimentales.
Segun Cardona, Olivera, Botero &
Tarazona (2012), el tiempo del choque
térmico tiene un efecto deletéreo
para este tipo de parametros. Arvelo
(2002), asegura que el estrés causado
por elevacion o disminucion de la
temperatura depende de la duracion
del choque térmico. Si se presenta
una situacion de estrés mads intenso
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(tiempo prolongado), se puede
generar necrosis celular fendmeno
que se ve reflejado en las bajas tasas
de eclosion, en ovas sometidas a este
tratamiento.

Los datos de sobrevivencia
se observan en la Figura 2. Se
detectaron diferencias significativas

(p<0.05) entre los diferentes
tratamientos experimentales y el
control. Observandose la mayor

sobrevivencia larvaria para el grupo
control (82 #3,5%) y los menores
para los tratamientos 5y 6 (16 y 22 %
respectivamente). En algunos casos,
una baja sobrevivencia se observa
cuando el choque térmico es aplicado
demasiado rapido después de la
fertilizacion (Piferrer, Cal, Gémez,
Bouza & Martinez, 2003).

La sobrevivencia larvaria obtenida
en el presente trabajo sufrid un
decremento significativo conforme
aumento la duracion del tratamiento.
Esto ha sido reportado para otras
especies de peces (Piferrer et al.,
2009; Dumas & Alcantar-Vazquez,
2005). Segun Dumas & Alcantar-
Véazquez (2005), esto se traduce en
una disminucion de la sobrevivencia
y un aumento del porcentaje de
triploides, ademas argumenta que
esta disminucion puede ser atribuida
a factores como: un grado de
endogamia resultado de la retencion
del segundo cuerpo polar o bien la
intensidad del tratamiento, en este

caso la duracion. El incremento en el
numero de embriones abortados, la
incidencia relativa de deformidades
en los alevines y por ultimo, el lento
crecimiento comparativamente de
los organismos triploides en algunas
especies parecen sustentar la primera
opcion (Solar, Donaldson & Hunter,
1984).

A pesar que hubo larvas en todos
los tratamientos sometidos a choques
térmicos, solo en el tratamiento 6 (4-8
°C-15 min) se comprobd triploidia,
esto puede ser atribuido al efecto
del manejo de una gran cantidad de
ovocitos lo que se dificulta el proceso.

La obtencion de un método
practico y efectivo para la induccion
a la triploidia es necesario para poder
considerar la triploidia como una
tecnologia de aplicacion comercial,
por lo que se deben considerar la
realizacion de mads investigaciones
relacionadas con el manejo de
ovocitos y efecto de los choques
térmicos en las larvas de especies de
interés para cultivo y programas de
repoblamiento (malformaciones).
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