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Resumen

La Cachama Blanca (Piaractus brachypomus), carécido originario de las cuencas de los rios
Orinoco y Amazonas fue introducida en la cuenca del Magdalena Medio. Especie ristica de répido
crecimiento, carne de gran aceptacion y excelentes condiciones para la piscicultura. No se reproduce
en cautiverio, siendo necesaria la administracion exdgena de hormonas para inducir la ovulacién y la
espermiacion. El objetivo de estainvestigacion fue evaluar €l efecto del tratamiento hormonal sobre el
espermograma de reproductores de cachama blanca y determinar el porcentaje de fertilizacion y
eclosion de huevos utilizando semen crioconser vado. Se evaluar on 26 reproductor esprovenientesdela
estacion piscicola de San José del Nus de la Universidad de Antioquia. A doce machos selesindujo la
espermiacion mediante la administracién IM de 2.5 mg/kg de extracto de hipdfisis de carpa, y 14
sirvieron como control. Posterior alaevaluacién seminal sediluyéen DM SO o en Metanal y se congel 6.
Una pajilla de semen (80% de viabilidad) de cada uno de los grupos, se descongel6 a temperatura
ambiente (28°C) se activé con 3 ml de bicarbonato de sodio 3M y sedepositd sobre 1 gr de huevos. La
fertilidad fue evaluada a las seis hor as, deter minando la propor cién entre huevosen estado de boton y
huevos degener ados (blancos). El semen fresco delosdostratamientosdifiereen el volumen del eyaculado
(mayor en losanimalesinducidos) y en e pH quedisminuyeligeramenteen losanimalesinducidos. L os
valoresde motilidad y tiempo de activacion entrelos dos crioprotectoresfue similar con cualquiera de
losdos crioprotectores. El porcentajedefertilizacién y eclosion delarvasfue diferente dependiendo de
la hembra utilizada. Las diferencias entre los porcentajes de fertilizacion comparando los dos
crioprotectoresolosmachosinducidoso noinducidosno fue estadisticamentesignificativa. Seconcluye
que la criopreservacion de semen es una forma facil de mantenerlo para inseminar poblaciones de
cachama.
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I ntroduccién

La Cachama Blanca (Piaractus brachypomus),
es un carécido originario de las cuencas de los rios
Orinoco y Amazonas e introducida en la cuenca del
Magdalena Medio. Es una especie rusticade répido
crecimiento, carne de gran aceptacion en el mercado
y excelentes condiciones parala piscicultura.

Se han realizado investigaciones tendientes a
conocer su biologia, Arias (1); anatomia, Herrera et

al (27),y Pardoet al (38); hematologiabasica, Edava
et al (16); sanidad, Bejarano y Ramirez (3), Corredor
et al (12), Bobadillay Verjan (5); hdbitosaimenticios,
requerimientos nutricionales Pardo y Suérez (39) y
manipulacion de sus ciclos reproductivos bajo
condicionesde cautiverio, Arias et al (2), Mufioz et al
(34,35), Vésguezy Goémez (42,43). Ladisminucion en
la diversidad genética observada actuamente en los
planteles de reproductores de | as granjas dedicadas a
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la produccion de alevinos, obliga a convalidar o
desarrollar tecnologias que permitan el intercambio de
material seminal entre los productores o el
aprovechamiento de gametos que puedan obtenerse
de individuos silvestres. Una alternativa para este
propésito laconstituye lacrioconservacion del semen,
previaeval uacién de su potencial reproductivo.

La caracterizacion seminal permite identificar
parametros de normalidad, con €l fin de seleccionar
padrotes e identificar posibles donantes parael banco
degermoplasma. Lasinvestigacionesrel acionadascon
el tema se han orientado al estudio de peces
pertenecientes a la familia de los salménidos dentro
de los que se destacan los trabajos de Gwo et al (24),
Maisse (33), Ciereszko (11), Lahnsteiner et al (30),
Labbe et al (29), Ogier de Baulny et al (37), Drokin
et al (15), Gwo et al (25), Tan-Fermin et al (44),
Glogowski et al (21); Harvey y Kelley (26) y ala
familiadelosciprinidos. Calvi et al (8,9), Lubzens et
al (31,32), Kang et al (28).

Algunas especies tropicales han sido
caracterizadas. Flogli Da Silveira et al (17, 18, 19),
estudiaron laRhamdia hilarri, Colossoma mitreriy
la Prochilodus scrofa. En Colombia Bernal y Uribe
(4) caracterizaron la Prochilodus reticulatus, Cruz
et al. (Sin publicar) la Brycon siebenthalae, varios
grupos de investigacion caracterizaron la Piaractus
brachypomus (7, 13, 22, 36) y también se encontraron
reportes sobre la Pseudoplatystoma fasciatum
(6, 23).

La Cachama Blanca es una especie que no se
reproduce espontdneamente en cautiverio, siendo
necesarialaadministraci én exdgenade hormonas para
inducir lamaduracionfinal, laovulaciony el desoveo
en el macho la espermiacion; lainseminacion puede
realizarse de forma seminatural, permitiendo que €l
macho fertilicelos huevos directamente, o efectuando
la inseminacion en seco, previa obtencién de los
gametos mediante estrujamiento de los parentales. la
incubacion de los huevos fertilizados se lleva a cabo
en incubadoras de flujo ascendente, siendo posible
obtener larvasy posteriormente alevinos durante casi
todo €l afio.

El objetivo de esta investigacién fue evaluar €l
efecto del tratamiento hormonal sobre el
espermiogramade reproductores de Cachama Blanca

47

y determinar €l porcentaje de fertilizacion y eclosiéon
de huevos utilizando semen crioconservado.

Materiales y métodos

Se evaluaron 26 reproductores provenientes de la
estacién piscicolade San Josédel NusdelaUniversidad
deAntioquia, durantelosmesesdejulioy agosto (época
lluviosa). A doce machos de 4-5 afios de edad,
1.5-2 kg y 35-40 cm de longitud, se les indujo la
espermiacion mediante la administracion IM de
2.5 mg/kg de extracto de hipdfisis de carpa, y 14
sirvieron como control. El semen fue recolectado
mediante masgj e craneo-caudal del abdomen del pez
8 horas después de administradalahormona. EI semen
se recolectd con ayuda de una jeringa estéril para
evitar su contaminacion por heces (22). Se evaluaron
las caracteristicas fisicoquimicasy microscopicas del
semen: color, observacion directausando laescalade
Bernal y Uribe (4), pH, papel indicador de pH (escala
5-10), aspecto, observacion directa, motilidad (posterior
alaactivacion), vitalidad, tincién Nigrosina-Eosinapara
espermiograma (10), concentracién espermatica,
conteo de células camara de Neubauer.

Posterior a la evaluacién, el semen se diluy6 en
uno delos siguientes medios de criopreservacion:

Diluyente |

DM SO 5%, 5.4 g de glucosa, 0.8 g de NaCl, 5 ml
deDMSO, 15 ml de yemade huevo. Sellevaa100 ml
de agua destilada. Grado de Dilucion 1: 7 (semen:
diluyente)

Diluyente Il

Metanol 8%, se diluyen 8 ml de metanol en 100 ml
de agua destilada. Aparte se diluye 15 gr leche en
polvo enteraen 100 ml de agua destilada. Se mezclan
en partes iguales. Grado de Dilucién 1: 10 (semen:
diluyente)

Un pool de semen de los reproductores inducidos
hormonalmentey uno delosanimalessininduccién se
diluy6 enlosdoscrioprotectores, seempaco enpgjillas
plasticas de 0.5 ml y se vitrific6 colocandolo
directamente en nitrégeno liquido, donde se conservo
hastasu utilizacion.

Para las pruebas de fertilidad los huevos fueron
obtenidos de hembras inducidas hormonal mente
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mediante la aplicacion de dos dosis de EPC:
0.5 mg/kg y 4.5 mg/kg, con un intervalo de 12 horas,
segun el procedimiento descrito por Cortés (13). El
desove tuvo lugar a las 240 horas grado
(aproximadamente 8 a 10 horas) después de la
administracion delasegundadosis. Posterior aladltima
inyeccion, seextrgolahembradd estanquey sereaizd
un masaje ventral crdneo caudal con el fin de extraer
los huevos, los cuales se depositaron en una bandeja
plastica. Una pajilla de semen (80% de viabilidad)
proveniente de cadauno delosgrupos (con induccion,
sin induccion, con diluyente | y con diluyente 1) se
descongel 6 a una temperatura ambiente de 28°C, se
activd con 3 ml de bicarbonato de sodio 3 M y se
deposité sobre 1 gr. de huevos (~1000 huevos/g). Se
mezclaron con una pluma, se lavaron con agua de la
pileta para eliminar el exceso de crioprotector, e
inmediatamente se colocaron en incubadorasde 1litro,
con aguacorrientea25°C detemperatura. Lafertilidad
fue evaluadaalas seis horas postinseminacion apartir
de una muestra de aproximadamente 150 huevos,
determinando la proporcién entre huevos en estado
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de boton y huevos degenerados (blancos); 18 horas
después secont6 € porcentaje delarvas eclosionadas.

Andlisis estadistico

Los datos fueron reportados en media £ error
estandar. Los val ores de porcentajes se transformaron
en arcoseno antes de su andlisis estadistico. Para la
comparacion de las caracteristicas del semen entre
animalesinducidosy lossininducir, seaplico unaprueba
det-student, donde un valor de p<0.05 fue considerado
suficiente para indicar diferencias estadisticamente
significativas.

Resultados

En la tabla 1 se presentan las caracteristicas del
cuadro espermético en animales inducidos y no
inducidos. Con excepcion del volumen del eyaculado
y el pH, ningunade | as otras caracteristicas seminales
fue significativamente diferente, es relevante el
aumento de volumen pues aumentatres veces cuando
los machos son inducidos.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas y microscépicas del semen de Piaractus brachypomus sometidos o no a induccién

hormonal.
ITEM Animales inducidos (12) Animales sin inducir (14)
Color Blanco Blanco
Aspecto Lechoso Cremoso
Volumen (ml) 0.83 £ 0.4a 0.27 £ 0.2b
pH 8.83 +0.2a 8.6 + 0.2b
Movilidad (%) 91.2+4.3a 92.5 + 2.6a
Tiempo de activacion (s) 100.6 + 92.6a 72.64 £ 49.2a
Viabilidad (%) 86 * 6a 93+ 3.2a
Concentracion (sptz x 10%)/mi 3+0.6a 3+1l1la

a, b entre columnas, letras distintas presentan diferencia estadistica (p<0.05)

Lamotilidad del esperma, medidaen porcentaje de
espermatozoides métiles y el tiempo que dura la
activacion, una vez usado cualesquiera de los
crioprotectoras, fue similar (véase Tabla 2).

La inseminacion de los huevos de tres hembras
diferentes a partir de semen congelado con uno delos
dos crioprotectores, produjo tasas de fertilizacion

diferentes dependiendo delahembray desi el macho
habiasido inducido o no hormona mente (véase Tabla
3). El porcentaje defertilizacion cuando se usametanol,
es mayor cuando el semen proviene de machos
inducidos. Cuando el semen fue congelado con DM SO
los porcentajes defertilizaci dn son mejorescon machos
inducidosenlahembra?2y 3, y con semen proveniente
de machos sin inducir cuando se usala hembra 1.
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Tabla 2. Movilidad postdescongelacion de espermatozoides de Piaractus brachypomus.

Crioprotector

Animales sin Induccién

Animales Inducidos

Movilidad (%) Tiempo (s) Movilidad (%) Tiempo (s)
Metanol 779+ 6.6 165.3 + 35.4 78.2+6.4 1519 £ 26.4
DMSO 80.0+9.0 153.2+ 221 80.3+7.7 158.3 £ 34.5

Tabla 3. Porcentaje de fertilizaciéon y eclosion de larvas posterior a la inseminacién con semen criopreservado

Crioprotector Hembra Porcentaje de fertilizacion Porcentaje de Eclosion
Sininduccién  Coninduccién Sininduccién Coninduccion

Metanol 1 5 20 5 20
2 17 70.7 17 70.7

3 40 55 40 55

DMSO 1 30.6 3.6 30.6 3.6
2 35.4 68 35.4 68

3 37.5 45 37 45

L osmejores porcentajes defertilizacion con semen
congelado en metanol como en DM SO se obtuvieron
con machosinducidosy fertilizando lahembra 2.

Al realizarse una sola repeticidn del experimento,
solamente se puede hablar detendenciasy no se puede
asegurar estadisticamente el resultado.

Discusién

Como sedemuestraen los resultados, lainduccion
hormonal de los machos produce un mayor volumen
de semen, noinfluye sobrelacalidad del mismo, ni en
fresco, ni posterior aladescongelacion. Losresultados
reportados en esta investigacion con respecto al
volumen seminal, se encuentran dentro de los rangos
(véase tabla 4), en cambio el pH est4 por debajo, los
valores reportados son més neutros, los hallados en
este experimento son méasalcalinos, muy posiblemente
debido ala calidad del agua como lo reporta Bernal
(4), quien dice que e pH dedl agua afecta € pH del
semen. El porcentgje de motilidad y el tiempo de
activacién es un poco mayor en nuestro reporte, pero
aparentemente no es el parametro predictor de la
efectividad de la fertilizacion, ya que como se
demuestra en los resultados hay una varibilidad
dependiendo de lahembra.

En la piscicultura, el uso de biotecnologias
reproductivas (induccién hormonal criopreservacion,

inseminaci6n en seco) se congtituye en unagran ayuda
para la preservacion de recursos genéticos, para la
produccion agran escala, y el intercambio de material
genético con fines de mejoramiento.

Durante los periodos en que |os machos producen
semen de buena calidad, se pueden inducir
hormona mentelosreproductores, colectar y congelar
el material seminal. Los métodos son sencillos y
aseguran mantener en un banco suficiente material
bioldgico.

Este estudio muestracomo el semen delos machos
inducidos puede ser congelado en cualquiera de los
dos diluyentesy que si comparamos estos resultados
con lo reportado por la literatura (véase Tabla 5) se
puede decir que los resultados obtenidos son mejores
gue los obtenidos en otros experimentos con cachama
y similares a los obtenidos en trucha 'y pacu, pero se
encuentran por debajo del curimbata.

No fue motivo de este trabajo analizar lafertilidad
por parte de las hembras, sin embargo a analizar los
resultados seve unaclarainfluenciadelahembrasobre
los porcentgjesdefertilizacion. Se propone marcar los
reproductores y hacer un seguimiento tanto de la
calidad del semen, como delafertilidad deloshuevos
para hacer seleccion.
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Tabla 4. Caracteristicas seminales reportadas en la literatura de diferentes Piaractus.

Especie Volumen pH Motilidad Duraciéon Concentracién Referencias
(ml) (*0) (seg) (mg/mL)
Piaractus mesopotamicus 3.3 72 55.09 x 10°¢ Flogli da Silveira et al (19).
Pacu 5.02 90 28.07 x 10¢ Flogli da Silveira et al (20).
2.09@ Cortés, (13).
2220 267.5 6.9 x 10%° Calefio, (7).
Piaractus brachipomus 1.27@
Cachama Blanca 0.38@ 710 61.8 53 @ 4.6 x 10%° Gonzélez et al (22).
6.68 @ 7.4@ 90 @ 4.4 x 10%°
0.8W 7.3W 86.1 @ 60 @ Gonzélez y Fresneda (23).
1@ 76@ 921 @ 50 @

@ Animales con tratamiento hormonal
@ Animales sin tratamiento hormonal

Tabla 5. Porcentaje de fertilizacién con semen criopreservado reportados en la literatura.

Especie Fertilizacion Autor
Onchorhyncus mykiss, Trucha Arco lIris 70 - 84.8 Stoss y Holtz (40, 41).
Piaractus mesopotamicus, Pacl 245 -28.2 Coser y Godinno (14).
Prochilodus scrofa, Curimbata 78.01 - 92.68 Brand,O (6).
Piaractus brachipomus, Cachama blanca 13-60 Calefio,O (7).
5-155 Gonzalez y Fresneda (23).
Summary

I nduced sper miation and semen cryopr eservation in White Cachama (Piaractusbrachypomus).

White Cachama (Piaractus brachypomus) is a caracid fish originating in the Orinoco and
Amazon basin and also introduced into the mid Magdalena basin.

This speciesisrustic and very precocious, itsmeat is very well accepted, therefore thisfish has
excellent conditions for aquaculture programs. One difficulty with cachama is that it does not
reproduce spontaneously in captivity and ovulation and spermiation need to be hormonally induced.
The objective of thiswork was to evaluate the effect of hormonal treatment on the spermiogram
and quantify the rate of fertilization and hatching using cryopreserved semen. Twenty six males
were used, belonging to the fish station of San José del Nus (Universidad de Antioquia). Twelve
were induced with I M administration of hypophysis carp extract (2.5 mg/kg) and 14 were used as
controls. Semen was diluted with dimethyl sulfoxide (DMSO) o with methanol and freezed. One
straw of frozen semen for each group was thawed at room temperature. The viability was 80%.
Activation of semen was stimulated with 3 M sodium bicarbonate; the semen from one straw was
deposited over | gr of eggs. Fertility was evaluated 6 hr. after insemination by determining the
proportion of bottom eggs vs degenerated white eggs. Results: All semen parameterstested before
freezing wereidentical, except the volumewhich was higher in theinduced specimens. Also, after
freezing, motility and lapse of activation were similar for both types of cryoprotectants. The only
differencewasfound to be based on thefemale, but the male or the treatment yielded no significant
differences.

K ey wor ds: spermactivation, fertilization, female, glicerol, DMSO
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