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RESUMEN

La triploidia se obtuvo aplicando choques térmicos calientes (41.4 - 42 °C)
a oocitos durante 3.5 - 4 minutos, 3.5 min. después de la fertilizacién, y
choques térmicos frios (10.8 - 11.3 °C) a oocitos durante una hora, 5
minutos de su fertilizacion. La triploidia se comprobé por andlisis cromosomal
en larvas y alevinos. Luego se monitore6 la tasa de crecimiento y sobre-
vivencia de los huevos fertilizados. Los resultados indican que los choques
calientes y frios fueron eficientes para producir ciento por ciento de triploidia,
con tasas variables de sobrevivencia. Se observaron deformidades de peces
trinloides {25.5% con choques frios, y 32.5% con choques calientes). No
se encontraron diferencias significativas en el crecimiento entre poblaciones
triploides y diploides luego de tres meses de cultivo.

SUMMARY

The principal aim of this research was to produce triploid offspring of O.
niloticus, applying warm thermic shocks {41,4-42 °C) to eggs during 3,5-4
min., 3,5 min. after fertilization, or cold shocks {10,8-11,3 °C) to oocytes
during one hour, 5 min after their fertilization. The best tissue to confirm
triploids was kidney and brain of larvae and alevines. Then, the survival of
fertilized eggs and growth rate were determined. The results show that the
warm and cold shocks are efficient to produce 100% triploids, with different
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rates of survival. Also, that 25,6% offspring was deformed when cold
shocks were applyed, and 32,5% deformities with warm shocks. There were
not significant differences in growth between triploid and diploid populations
after three months of age.
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INTRODUCCION

En los dltimos afos, la ingenieria genética ha sido instrumento para
el mejoramiento de especies acuicolas con alta fecundidad, viabilidad,
tasa de crecimiento, eficiencia de conversion alimenticia, tolerancia al
estrés bioldgico, fisico y quimico, resistencia a enfermedades, y fécil
crianza. Los principales avances se han realizado en la induccién de
poliploidia, ginogénesis y androgénesis. La triploidia, es una gran alter-
nativa que mediante técnicas apropiadas conduce a incrementar los
niveles de produccion. Individuos triploides de tilapia nilética no han
sido cultivados comercialmente en Colombia.

Este trabajo esboza algunas técnicas y ensayos en reproduccion,
fertilizacién artificial, incubacidn, citogenética y obtencién de triploides.
Igualmente, se hace un andlisis de crecimiento y viabilidad de los diploides
y triploides durante el levante.

Generalidades

Oreochromis niloticus es un pez ciclido oriundo del Africa Central y
Oriental (Trewavas, 1982). Se ha introducido a Israel, algunos paises de
Latinoamérica, Indonesia, Tailandia, China, Taiwan, Estados Unidos, India
y Asia Suroriental. A Colombia fue introducida en 1978 (Cala, 1989).

Esta especie se adapta a diversas condiciones ecoldgicas, y de ahi
su gran dispersién geogréafica. Esta diferencia de habitats le confieren
resistencia a variaciones en pardmetros fisicos del agua {profundidad,
velocidad de corriente, turbidez, temperatura), y de composicién qui-
mica, especialmente de salinidad, pH, oxigeno disuelto. Es una especie
muy prolifica y de féacil reproduccion natural en cautiverio.

Las tilapias aprovechan bien la més variada alimentacién suplemen-
taria que pueda suministrarseles. Estas pueden alimentarse de nume-
rosos vegetales, harinas y desperdicios. La alimentacién suplementaria
se realiza principalmente con concentrado comercial, el cual tiene en
promedio 25% de proteina cruda para la fase de engorde y 50% de
proteina cruda para el levante de alevinos (Piedrahita & Montoya, 1988).
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La dieta corriente caracteristica de los adultos de O. niloticus en
habitat natural consiste principalmente de plancton benténico, detritus
y fitoplancton (35%), especialmente algas del grupo de las diatomeas,
restos vegetales y otros microorganismos (4.3%) y zooplancton (1.2%]).
Es decir, una especie omnivora con preferencia por el microplancton,
fitoplancton benténico y detritus.

Control de reproduccién

Uno de los principales problemas que presenta el cultivo comercial
de tilapia nilética es su alta prolificidad, que ocasionan altas pérdidas
econdémicas. Por esto, la necesidad de cultivos monosexos (machos),
hibridos vy tripolides estériles.

La hibridaciéon de dos especies de tilapias, para obtener una
poblacién de solo machos, fue iniciada por Hickling (1960, citado por
Pandian & Varadaraj, 1987), quien describié la hibridizacién entre hem-
bras de 0. mossambicus y machos de O. Hornorum, dando como re-
sultado toda la progenie macho.

Triploidizacion

La triploidia en peces presenta variaciones cromosomales numéricas
que alteran el pool de cromosomas provocando aumento del niimero de
juegos cromosdémicos presente en cada una de las células. Esto debido
a que el segundo cuerpo polar queda dentro del huevo fertilizado, por
esto el huevo contiene tres nidcleos haploides (n); el nicleo del oocito,
el nicleo del espermatozoide y el nlcleo del cuerpo polar. Estos se
fusionan para formar un zigoto con un ntcleo triploide (3n); dos juegos
proceden de la madre y uno del padre {(Chrisman et al., 1983; Pandian
& Varadaraj 1990; Tave, 1990).

Se espera que los individuos triploides sean de mayor tamaiio que los
individuos diploides de acuerdo a las hipétesis de Fankhauser (1945} y
Swarup (1959), citados por Chrisman et al. (1983), segln la cual el tamafio
del volumen nuclear se incrementa en proporcién al nimero de cromoso-
mas en tanto que la relacién nucleo-citoplasma se mantiene. Chrisman et
al. (1983), sefalan que el volumen celular aumenta en peces triploides
mientras que el nimero de células por érgano disminuye.

La triploidia al perturbar el desarrollo de ia meiosis, impide la elabo-
racién de células sexuales funcionales, especialmente sobre los oocitos,
el individuo queda estéril, y se reduce la produccion de hormonas
sexuales (Chourrout et al., 1987; Yamazaki, 1983). Debido a que los
triploides son estériles, y presentan 33 % mas de genes que los diploides,
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no hay gasto de glicégeno para la produccién de sus gametos, lo cual
genera mayor ganancia de peso, mejores tasas de conversién alimenti-
cia y un crecimiento més rapido (Chourrout et al., 1987; Don & Avtalion,
1986; Lincoln & Bye, 1984; Perez & Beaumont, 1990).

MATERIALES Y METODOS

Una parte de los estudios experimentales, se llevé a cabo en la
Estacion Piscicola de Apulo (EPA) perteneciente a la Corporacion
Auténoma Regional de las Cuencas de los rios Bogotd, Ubaté y Suérez
(CAR), municipio de Apulo, Cundinamarca, a 550 m de altitud y 25 °C
promedio anual. La parte final se ejecuté en la Estacién Piscicola Alto
Magdalena (EPAM), Instituto Nacional de Pesca y Acuicultura (INPA),
en Gigante, Huila, a 930 m de altitud y 24 °C promedio anual. El conteo
cromosomal se realizé en el Laboratorio de Inmunologia y Genética del
Hospital Universitario San José en Bogota.

Se midieron los paréametros fisicoquimicos bésicos del agua, como
el oxigeno disuelto, la alcalinidad, el pH, el amonio, la turbidez y la
temperatura. En los reservorios experimentales, estos se midieron a las
24 horas postfertilizacién, durante el periodo de levante de larvas y
alevinos.

Los reproductores se mantuvieron en estanques rectangulares pre-
viamente lavados y desinfectados con formol al 0.08%. La alimentacion
de los animales se realizé con concentrado comercial del 45% de pro-
teina cruda. También se usé un tanque de 2 m de didmetro segiin RANA
{1988, 1990a), y se le di6 el mismo manejo de los tanques de concreto
rectangulares. Se hizo recambio de agua diariamente entre el 60 y el
80% del volumen total.

Finalmente, se usaron cuatro acuarios con substrato arenoso, aireacién
y calefaccién para observar el comportamiento reproductivo, seguin
Chourrout & Itskovich (1983), Rothbard & Pruginin (1975), Valenti
{1975). Los peces se alimentaron con Tetramin del 50% de proteina,
y se cambié el 90% del volumen de agua semanalmente.

Dadas las dificultades de conseguir un lote sincronizado de hembras
listas para desovar, se probé en la EPA la reproduccién inducida segin
las recomendaciones de Harvey & Hoar (1980), en la cual se trabajaron
los peces con extracto de hip6fisis heteroplastico de carpa, producida
por Crescent Research Chemicals, previamente determinadas las carac-
teristicas externas de predesove. Antes de iniciar el tratamiento se
extrajeron unos pocos huevos para observar la migracién del ndcleo,
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mediante soluciones aclaradoras con las siguientes composiciones: 1)
60% de etanol al 98%, 30% de formol al 40% y 10% de acido acético
glacial al 96%; 2) 60% de etanol al 98%, 35-39% de formol al 40%,
y 1-5% de 4cido sulfirico al 98%; 3) 60% de etanol al 98%, 35-39.5%
de formol al 40%, y 0.5-5% de &cido clorhidrico al 98%

Lainduccion para la tilapia nilética se efectué con dosis compuestas
por 80% de suero fisiolégico al 0.9% de NaCl, 20% de Conceptal u
Ovalyse como disolventes, y la cantidad de extracto de hipéfisis de
carpa. Las inyecciones se aplicaron intraperitoneal y/o intramuscular-
mente.

Para la extrusién y fertilizacién de los huevos se usé el método “‘en
seco”. El semen se diluyé con suero fisiolégico (Chourrout & Itskovich,
1983; Varadaraj & Pandian, 1988), o con solucién Buffer fosfatada 1x
(PBS) modificada. Estos dos diluyentes fueron agregados a razén de 10
a 20 ml, dependiendo del volumen de esperma y del nimero de ovas.

Los huevos y el semen se mezclaron para la fertilizacién durante 1
a 2 minutos con una pluma de ganso desinfectada y seca. Luego se
agrego agua para hidratar los huevos, se agité por espacio de un minuto,
se hizo recambio de agua con el fin de eliminar residuos. A las dos horas
de la fertilizacion, se tomaron muestras al azar de las ovas y se observé
al estereoscopio el porcentaje de fertilizacién, el cual se determiné de
acuerdo al nimero de huevos que mostraban divisién celular (2 a 4
células).

Métodos para inducir triploidia

Se utilizaron los chogues térmicos que consisten en sumergir los
huevos recién fertilizados en agua fria o caliente. El tiempo post-fertili-
zacién, la duracién y la temperatura del choque térmico se debe deter-
minar para cada especie (Cassani & Caton, 1985; Chourrout, 1986a).

Choque frio

El shock se aplicé a los 4-5 minutos después de la fertilizacién del
huevo, a 11 °C durante una hora sin aclimatacién, segin recomenda-
ciones de Don & Avtalion (1988a, 1988c) y Valenti {(1975). Los huevos
fueron sumergidos en vasos de precipitado de 600 ml, con agua hervida
y/o esterilizada. El vaso se colocé a su vez en otro recipiente aislante
del calor agregado de agua helada y hielo, con el fin de mantener la
temperatura requerida dentro del vaso (11 °C +0.5). La temperatura se
control6é constantemente antes y durante el choque. Antes de introducir
los huevos se agregé 0.1 mg/ml de oxitetraciclina con el fin de evitar
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contaminacion bacterial (Pandian & Varadaraj, 1988). El agua del choque
se mantuvo constantemente oxigenada con un difusor, al cual se le insu-
flaba aire empleando un pequefio motor, para mantener un ligero
movimiento de los huevos, asegurar suficiente provisién de oxigeno a cada
uno y mantener estable la temperatura del agua en toda la columna.

Transcurrido el tiempo del choque los huevos se sacaron sin acli-
matacién (Valenti, 1975) y se dejaron en reposo durante dos horas mas
en las cajas de Petri. Se les cambié constantemente el agua. Se extra-
jeron los huevos muertos y los otros se dividieron en grupos en las
incubadoras con temperatura dependiente del sistema de incubacién
utilizado.

Choque caliente

El shock se aplic6 3.5 minutos después de la fertilizacién, colocando
los huevos entre 40.5 y 42 °C durante 3.5-4 minutos (Chourrout &
Itskovihc, 1983; Don & Avtalion, 1986, 1988a; Penman et al., 1987a,
1987b; Shah, 1986), en un bafio serolégico marca Equitron y en una
incubadora marca Blue M, con termostatos. Los demas parametros se
manejaron de igual forma que en el choque frio.

Evaluacién de la eclosién

Para cada sistema de incubacion se evalué la viabilidad o eclosién
de diploides y triploides en porcentaje relativo, segtin la férmula sugerida
por Don & Avtalion {(1986):

V(%) =(n*104)/(i*c)

Para determinar la eficiencia de la incubacién, o tasa de produccién
de alevinos, se utilizé la formula segin Rana (1986):

Pa(%) = (Kf*Ke+*Ks)/10000

Los desoves con 100% de mortalidad de los huevos tratados con
choques térmicos, o donde no hubo eclosién alguna, no se tuvieron en
cuenta en los resultados de viabilidad.
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Sistemas de incubacion artificial

Se utilizaron 8 sistemas diferentes de incubacién, los cuales diaria-

mente se observaron para extraer los peces muertos y determinar el
porcentaje de viabilidad:

1.

Doce botellas plasticas verticales con flujo de-aire con un volumen
de 1500 ml (Moreno, 1985}, provistas de pequefios embudos de
vidrio (5 ml) para la entrada de aire, suspendidas verticalmente.
Diariamente se les cambi6 el 70 % del agua. El sistema se manejé
de acuerdo a las recomendaciones de Penman et al. (1987b) y
Valenti (1975).

Las mismas botellas del experimento anterior, pero colocadas hori-
zontalmente dentro de acuarios de 84 litros, provistos de termosta-
tos, filtros externos de agua y difusores de aire para mantener
constante la temperatura, buena calidad de agua y movimiento de
las botellas. Las botellas se suspendieron a 5 cm bajo el nivel de
agua, colgéndoles pesas. Los acuarios e implementos se desinfec-
taron cada dos dias con formol al 0.08% de concentracion y con
0.02 g de Permanganato de Potasio por litro de agua (Rodriguez et
al., 1988). Se adicioné 3.45 mg de Oxitetraciclina por litro de agua
y 0.05 mg de Neoterramicina por litro después de la limpieza y
desinfeccién del acuario (Valenti, 1975).

Canasta de malla con tela “toul” de 0.8 m? de 4rea total. La forma
de este sistema de incubacion la daban 4 pesas ubicadas sistemati-
camente formando un cajén donde se alojaban los huevos en una
sola capa a 10 cm 2 bajo el nivel de agua. Estos huevos se man-
tuvieron en continuo movimiento gracias al flujo de aire inducido en
el fondo del acuario con una bomba de aire a través de piedras
difusoras. Los acuarios estaban provistos de terméstatos y filtros
de agua. El agua fue previamente filtrada y esterilizada con una
lampara de 20 vatios de luz ultravioleta marca phillips, colocada a
10 cm sobre la corriente de agua. Se adicioné 60 ppm de sal mineral
y la mezcla de antibiéticos arriba mencionada. Los acuarios se
recubrieron totalmente con pléstico negro para evitar la contami-
nacién y la incidencia de luz sobre los huevos.

Embudos de decantacién con flujo de agua de 250 ml de capacidad,
conectados para algunos desoves, directamente a los grifos de agua
mediante mangueras, y para los otros desoves, el agua de alimen-
tacién fue tomada por gravedad desde los reservorios de agua de
donde llegaba filtrada y esterilizada. El flujo de agua fue de 0.5 0.1
L/min. El agua se pasé a través de un lecho filtrante vertical de flujo
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descendente, con capas de gravilla, carbén activado, Zeolita, arena
fina y lana de Perl6n. Una vez filtrada era esterilizada con lamparas
de luz ultravioleta de 20 y 30 vatios.

Iincubadoras cilindricas segtin Rana (1986, 1988). Al agua no se le aplic6
ningun tratamiento profilactico, dadas las dificultades para hacerlo.

Incubadoras cilindro-cénicas {(Woynarovich) de 60 litros de capaci-
dad con aros recubiertos en malla para impedir la fuga de larvas
(Cassani & Caton, 1985), y con filtros en lycra en cada unién de la
tuberia de alimentacion de agua hasta la entrada de la incubadora.
El agua fue filtrada y esterilizada.

Seis incubadoras coénicas con flujo de agua ascendente, tipo Woy-
narobich, en forma cénica de 1125 litros de capacidad, fabricadas
en nalgeno. El agua de alimentacion se almacend previamente en
un tanque de concreto para decantar los sélidos en suspension, de
alli se pasé por un filtro vertical de flujo descendente marca Edos-
pina. La temperatura se controlé con tres calentadores marca Haceb
de 105 litros de capacidad. El agua se bombed hasta un tanque
aéreo para que llegara por gravedad al equipo de esterilizacion de
luz ultravioleta marca Acuaculture.

Seis embudos de vidrio con flujo de aire marca Pirex con capacidad
de 175 ml cada uno (Valenti, 1975}, colocados dentro de un acuario
para controlar la temperatura con termoreguladores. Se usé agua
hervida, con recambio cada dia y medio.

Profilaxis de las ovas

Los huevos muertos se extrajeron diariamente de cada incubadora.

En los sistemas de incubacién donde no se utilizé agua filtrada y este-
rilizada, se aplicé verde de malaquita en concentracion de 2 ppm sin
detener el flujo de agua (Subasinghe & Sommerville, 1985) 6 65 mg
por litro durante 30 segundos cada 24 horas (Wolters et al., 1981a).

Levante de larvas

Luego de la reabsorcién del saco vitelino las larvas fueron tras-

ladadas a sitios de levante. Se usaron cuatro confinadores:

Acuarios de 84 litros de volumen, con temperatura y calidad de
agua controladas segtin recomendaciones de Moreno (1985).
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— Tanques de concreto de 1,5 m de ancho, 2,5 m de largoy 1 m de
profundidad, provistos de calentadores de 100 vatios y agua fil-
trada. El nivel del agua fue mantenido entre 25 y 30 cm. La limpieza
se realizé cada dos dias por sifoneo.

- Estanques en tierra con un area de 105 m?. Atendiendo la suge-
rencia de Moreno (1985), se dividieron en dos secciones con malla
de 1 mm de didmetro, para alojar en cada lado a los diploides o
triploides. El estanque se encalé con 44 g de cal dolomitica/m?. Se
adicioné gallinaza a razén de 36 g/m2 inicialmente y 24 g/m2 cada 15
dias. Se hizo recambio de agua {10% del volumen total) diariamente.

- Jaulas de 1,56 x 1,5 x 0,5 m, con ojo de malla de 3 mm, inmersas
en un estanque en tierra separadas 1 m entre si, para no cambiar
las condiciones experimentales de los triploides y diploides.

Alimentacion

En la EPA las larvas, una vez reabsorbieron su saco vitelino, se les
suministré Tetramin con 50% de proteina cruda cuatro veces al dia
(Moreno, 1985; Rana, 1990b). Las larvas en la EPAM fueron alimentadas
con una mezcla de truchina con 50% de proteina cruda y leche en polvo
del 27% de proteina cruda en relacién de 80:20. Diariamente se les sumi-
nistré plancton capturado con malla para plancton de 50 micras de ojo.
Ademas se les suministré Artemia con 65% de proteina cruda marca
Argent poco después de agregado el plancton (Moreno, 1985). Todos los
alimentos fueron suministrados ad /ibitum cada dos horas, para un total
de siete raciones al dia desde las 7 AM hasta las 7 PM.

Los animales que se trasladaron al estanque en tierra y a las jaulas
fueron alimentados cuatro veces al dia (7 & 11 AM, 2 y 5 PM) con
concentrado Truchina 50, molido y tamizado. El concentrado Se sumi-
nistré a saciedad.

Toma de muestras

Se conté el nimero de individuos deformes durante la incubacién
hasta el momento de la reabsorcién del saco vitelino. Se tomaron mues-
tras de peces correspondiente al 20% de la poblacién total de los lotes
que tuvieron la mas alta viabilidad. Las medidas tomadas fueron: peso
y longitud después de la reabsorcion del saco vitelino. Se usé una
balanza analitica Mettler H54AR y un vernier marca Scheer Tumico. La
tasa especifica de crecimiento (TEC) se evalud segun la recomendacién
de Watanabe et al. (1992), quienes aplican la siguiente férmula:
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[ Peso final(g) - Peso inicial(g) ] x 100
Tiempo (dfas)

TEC =

Identificacion de ploidia

Se emplearon basicamente las técnicas de Baksi & Means (1988),
Kligerman & Bloom (1977). Se capturé el 10% de larvas al dfa siguiente
de la reabsorcién del saco vitelino y se colocaron en cajas de Petri con
solucién de colchicina al 0,01-0,02%, por espacio de 2-4 horas (Cassani
& Caton, 1985; Chourrout et al., 1986; Don & Avtalion 1986; Varadaraj,
1990). Luego de quitarles la cabeza y aletas, se maceraron en solucién
bufer salina fosfatada (PBS) (Carvajal etal., 1991). Las células se colocaron
en solucién hipotdnica de cloruro de potasio (KCIi) 0,075 M durante 20-45
min agitando frecuentemente. Después se centrifugé durante 10 min a
950-1050 rpm, se adicionaron 6 ml de solucién de Carnoy, y las células
se dejaron 40 min en la solucién. Luego se centrifugé a 1000-1300 rpm
durante 10 min. Se hicieron de dos a tres fijaciones més por 20-30 min
con su respectiva centrifugacién. Finalmente, se adicion6é 4cido acético
glacial en concentracion del 48% y se tomaron gotas de la muestra sobre
ldminas precalentadas a 50 $C. Las laminas se dejaron secar al aire y luego
fueron tefidas con colorante Giemsa 10-15 min. Los excesos de colorante
se lavaron con agua corriente, y las ld&minas se secaron al aire. Las meta-
fases se observaron al microscopio a 100 y 1000 aumentos.

A los alevinos triploides se les inyect6 intraperitoneal o intramuscular-
mente colchicina a razén de 25 microgramos por gramo de peso, dejando
actuar por 1-6 horas (Cassani et al., 1984). Luego el pez se sacrificé para
la extraccion de rindn y cerebro. Cada tejido fue macerado en PBS, segtn
procedimiento arriba descrito. Se prepararon cinco laminas por especimen
y por tejido. Se contaron 50 metafases por lamina. Las mejores metafases
fueron microfotografiadas con microscopios Zeiss y Leiss.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron aplicando un disefio completamente al azar
con arreglo factorial 2x7. El modelo estadistico es el siguiente:

Yilk = p +1 +i + Qi +(re)ji +e€ijk
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Los datos recopilados fueron analizados empleando el programa
SAS (Statistical Analysis System). Las interacciones que resultaron
estadisticamente significativas se analizaron por la prueba SNK (Stu-
dent-Newmann-Keuls). Para el ANAVA y la prueba SNK se definié un
nivel de significancia del 5%

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros fisico-quimicos

Estos mostraron gran variacién mensual durante el transcurso de
los ensayos realizados. La estacion de Apulo mostré las mayores varia-
ciones respecto a la estacion de Gigante, quizds debido a esto hubo
maés mortalidad en la estacidn piscicola de Apulo.

Los cambios fisicoquimicas promedio mas variables en las 8 incu-
badoras fueron la alcalinidad (47 - 105 ppm) vy la turbidez (32 - 92 cm).
El oxigeno promedio vari6 entre 6.9 y 10 ppm; la temperatura entre 26
y 28.3°C,yel pHentre 7.4y 8.

Manejo de reproductores

Los mejores sistemas fueron los estanques de cemento en Apulo y
los estanques excavados en tierra en Gigante. Los estanques en con-
creto en Gigante dieron escasa cantidad de hembras maduras. Los
acuarios de 80 litros no dieron 6ptimos resultados por su reducida érea.
Rothbard & Pruginin (1975) y Valenti (1975) usaron acuarios de 500
litros de capacidad, los cuales presentan mayor espacio, que mejora las
condiciones de los padrotes para el apareo. Es de anotar la ausencia de
luz artificial en el presente ensayo por lo cual las horas luz se reducen
a 10-12 horas, mientras que Don & Avtalion {1986), Rana (1986),
Galman & Avtalion (1989), pudieron garantizar 14-16 horas luz/dia,
aspecto que influye en la excitaciéon sexual de los reproductores.

Cuando el nivel del agua en los estanques de concreto en Apulo
superaba los 60 cm los peces exhibian mejor comportamiento reproductivo
y comian mejor que a niveles de agua menores. Cuando se adicioné gravilla
al fondo de los estanques, los machos excavaron nidos. Esta modificacion
facilité la visualizacion de las parejas listas para un desove.
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Reproduccion inducida

De las tres soluciones aclaradoras preparadas para observar la
migracién nuclear en el oocito, la que mejor se comporté fue la que
contenia, ademads del etanol y el formol, acido clorhidrico o sulfurico.
Presentan como inconveniente la rapidez de accién, razén por la cual
se hizo necesario utilizar bajas concentraciones de los 4cidos. La com-
posicidn ideal establecida, con la cual los huevos no se queman y se
pueden observar bien, es la siguiente: 1) etanol 60,0%, Formol 39,5%,
acido clorhidrico 0,5%, y 2) etanol 60,0%, formol 39,0%, &cido
sulfarico 1,0%

En todos los ensayos de induccién el resultado fue negativo, coin-
cidiendo con lo reportado por Srisakultiew & Wee (1988), quienes
tampoco lograron reproduccién inducida de O. niloticus con extracto de
pituitaria de carpa china, con dosis de 1 mg, 2,5 mg y 5 mg por kg de
peso. Los animales tratados y colocados en acuarios mostraron notorios
sintomas de estrés. En los estanques de concreto la respuesta fue de
rechazo del macho. Las hembras presentaron reabsorcién de los ooci-
tos, y todas presentaron involucién de las caracteristicas secundarias
reproductivas.

Los animales en los estanques de concreto presentaron compor-
tamiento similar al descrito por Rothbard & Pruginin (1975). Las carac-
teristicas de reproduccién observadas fueron las mismas descritas por
Rothbard & Pruginin (1975), y Hepher & Pruginin (1989).

Si se toma como parametro bueno de fertilizacién promedia el
propuesto por Chourrout & Itskovich (1983) de 63,7%, entonces el
promedio de fertilizacién obtenido en este trabajo (80,91% % 11,48)
es bastante satisfactorio. El resultado obtenido concuerda con el de
Valenti (1975), quien obtuvo un porcentaje de fertilizacion del 80% en
0. aureus.

Desarrollo embrionario

A lo largo de todos las incubaciones de los desoves manuales se pudo
observar una eclosiéon mas precoz de los diploides respecto a los triploides
inducidos por choque térmico (Tabla 1). Este desarrollo retardado de los
triploides puede ser debido al estrés fisico al cual son sometidos los zigotos,
presentandose un desarrollo metabdlico mas lento.
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TABLA No. 1
DESARROLLO EMBRIONARIO DE DIPLOIDES Y TRIPLOIDES O. N/LOTICUS,
LINEA GHANA, INCUBADOS EN EL LABORATORIO A 25.21 + 1.05 °C

EDAD

(DIAS/GRADOS)
ETAPA DE DESARROLLO DIPLOIDES TRIPLOIDES
2 Células 1.06-3 2-3.4
4 Células 3-4.35 3.4-4.62
8 Células 4.35-5.68 4.62-5.91
16 Células 5.68-7.73 ) 5.91-8.53
32 Células 7.73-11.2 8.53-11.93
Blastula 12.68-13.33 13.86-14.4
Gastrula 25-26.2 25.81-27
Anillo germinal 38.4-40.1 40-40.85
Formacion cabeza 52.8-54 54.18-56.2
Melanéforos 88.5-90 90.66-92.8
Eclosién 100.8-112.6 113.9-122.66

Eficiencia de los sistemas de incubacion

Las incubadoras que mejor eficiencia presentaron para los diploides
fueron los embudos de vidrio (35,49%), embudos de decantacion
{32,84%) y canasta de malla (28,75%). Los triploides mostraron una
tendencia de mejor viabilidad en los embudos de vidrio (12,7%), em-
budos de nalgeno (5,8%) y botellas plasticas horizontales (4,18%).

Al comparar la viabilidad de la eclosién obtenida en este estudio, con
respecto a la obtenida por otros autores, se nota una baja eficiencia. En la
incubacién de diploides los mejores resultados se obtuvieron con canastas
de malla y embudos de decantacién. Las altas mortalidades en la incu-
bacién se deben a la gran fluctuacion de la calidad del agua, principalmente
en Apulo, donde la calidad del agua fue deficiente. Es de anotar la falta de
un sedimentador y filtros de agua en la Estacion Piscicola de Apulo y el
asentamiento humano kildbmetros antes de la bocatoma de agua de la
estacién, poblacién que arroja los desechos de alcantarillado al rio, causa
de altos recuentos bacterianos en el agua. En varias ocasiones se realizaron
andlisis biol6gicos del agua, encontrandose gran cantidad de cocos,
bacilos, protozoarios, larvas de insectos, materia organica y otros.

Con el fin de mejorar la calidad del agua en Apulo, se hizo necesario
crear sistemas rudimentarios de filtracién y desinfeccién a base de mate-
riales como carbén activado, zeolita y gravilla. En general, cuando las
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condiciones del agua se mejoraron, aumentd la viabilidad de los huevos.
Aungque la luz ultravioleta vy la filtraciéon fueron efectivas para aumentar la
viabilidad, no se logré alcanzar los promedios de otros autores {Tabla 2),
debido a que usaron sistemas de recirculacién de agua con filtros de alta
efectividad y varias ldmparas ultravioleta, o grandes cantidades de antibiéti-
cos de amplio espectro (Penicilina G y Sulfato de Estreptomicina).

TABLA No. 2
PORCENTAJE DE VIABILIDAD O ECLOSION DE TRIPLOIDES DE CUATRO
LINEAS DE O. N/ILOTICUS EPA = ESTACION PICICOLA DE APULO,
EPAM = ESTACION PISCICOLA ALTO MAGDALENA

LINEA CHOQUE VIABILIDAD AUTOR
(°c (%)
Africana 39.5-41.5 69.54 Chourrout &
{Kenya) Iskovich (1983)
39.5-41.5 61.93
39.5-41.5 55.15
39.56-41.5 31.73
Egipcia 40.8-41.1 31.91 Penman et al.
(1987b)
Filipina 40.4-41.5 8 Don & Avtalion
(Israel) {1988a)
11 45.5
40.5 14 Don & Avtalion
(1988b)
) 11 50 -"-
Ghana 41.5 49.57 Este trabajo
(EPA) 11.3 1.10
(EPAM) 42 5.97
11 30.90
10.8 1.81
11 3.60

La quimioterapia aumento las tasas de viabilidad

Los ensayos con mezcla de antibiético presentaron buenos indices
de eclosién. Cuando se agregaron antibiéticos o antimicéticos se ob-
servé un aumento de los vasos que recubren el corién; es muy posible
una absorcién del medicamento. Huevos incubados con antimicético
(Micostatina, 500 mg/80 litros de agua) presentaron bajas mortali-
dades. Se probaron bafios de formol al 1% en huevos de 48 horas de
la fertilizacién, que aparentemente dieron resultados.
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FIGURA No. 1 Metafase triploide (3n = 66) en rifién de O. niloticus. Observese
la repeticién 3 veces del cromosona 1 (més grande)

La profilaxis, inmersién de implementos en permanganato de pota-
sio (KMnOQga), azul de metileno, el uso de sal en el agua de incubacién
y la ‘total’ esterilidad en los desoves dieron por lo general buenos
resultados.

Induccién de triploidia

Todas las larvas y alevinos sometidos a estudio citogenético fueron
triploides (Fig. 1). Esto indica la efectividad de los choques térmicos frios y
calientes para inducir la triploidia. La induccién de tripoidia causé gran cantidad
de individuos deformes (porcentajes promedio de 16,34 + 3,45 en choque frio
y 19,32 + 5,3 con choque caliente), como desviaciones de la columna vertebral
(escoliosis, lordosis, cifosis), cuerpos desproporcionados, animales sin boca,
ojos y aletas, larvas carentes de aletas. Otros autores obtuvieron proporciones
variables de peces triploides deformes, ocasionados por los choques tér-
micos en tilapias (e. g. Pandian & Varadaraj, 1988, obtuvieron anormali-
dades del 15%; Varadaraj & Pandian, 1989, 2-6%; Varadaraj & Pandian,
1990, 13-75%).
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Nagy et al. (1978, citados por Don & Avtalion, 1988c) y Gervai et
al. (1980) sugieren que las deformidades son producto de la consan-
guinidad que permiten la expresién de genes recesivos letales. También,
las deformidades pueden ser debidas a mutaciones producidas por el
dréastico choque térmico al cual son sometidos los huevos.

La viabilidad por el choque térmico fue variable (8,4% a 74,37%
con choque caliente, y 0,879% hasta 49,37% con choque frio). Las
viabilidades posteclosién de los triploides siguieron una tendencia simi-
lar al diploide hasta los 20 dias (41.5 °C) y 30 dias (11 y 10.8 °C),
momento en el cual se observé un descenso vertiginoso de la curva de
viabilidad. En contraposicién, la viabilidad del diploide muestra una clara
tendencia a estabilizarse. Las mortalidades posteclosion estan re-
lacionadas directamente con la produccién de larvas deformes, pues
son las primeras en morir, presentdndose dificultades para el nado y
balance en el agua.

La Tabla 2 muestra las diferencias de viabilidad en cuatro lineas de
O. niloticus, de las siete reportadas por MaClean & Dizon (1990). Segun
la literatura, la linea Ghana se ensayé por primera vez a nivel mundial.
Es muy probable aceptar la hip6tesis lanzada por Don & Avtalion
{1988a), y Solar et al. {1984), que la mortalidad es debida al diferente
origen de las lineas. Cassani & Caton (1985) piensan que la retencién
del cuerpo polar o su susceptibilidad a choques diversos dependen de
tendencias genéticas. A ésto, y a la calidad de los huevos, Rana (1988)
atribuye los distintos resultados en comparacion con otros autores.

La linea Ghana presenté resultados muy extremos, especialmente
entre las dos estaciones, posiblemente debido a la diversa consanguini-
dad que a su vez afecta la cantidad de genes recesivos letales. En Apulo
se presume un alto coeficiente de consanguinidad, dado el mal manejo
de la reproduccién, en contraste con la estaciéon Alto Magdalena en
Gigante donde la reproduccién se lleva a cabo mediante grupos cruzados
evitando en algo el alto grado de consanguinidad. Se cree que las lineas
mas puras y especializadas se adaptan mejor al choque frio. Otra hip6-
tesis que se abre paso es la de la diferencia de hembras usadas en peso
y edad. Segln Rana {1985), Rana & Macintosh (1988) y Rana {1990a),
la calidad del huevo y su viabilidad a factores externos dependen del
peso y edad de la hembra. Hembras pequefias producen muchos
huevos, pero pequefios y fragiles (Cassani & Caton, 1985).

Los triploides eran lentos, asustadizos, aturdidos, lerdos. En com-
paracién con los diploides, no presentaron gran avidez por la comida a
la hora de la alimentacién. Quizd estas causas provocaron la mayor
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mortalidad en el primer mes de edad. También [a mortalidad se atribuye
a la cantidad de vitelo contenido por los triploides durante sus primeras
etapas, lo cual se relaciona directamente con el crecimiento y su-
pervivencia del alevino.

Penman et al. (1987a) reportan aumento de la mortalidad de O.
niloticus, linea egipcia, a la quinta semana al cambiarlos de medio.
Valenti {1975) menciona una gran mortalidad alrededor de la sexta
semana de edad de los animales tratados con choques térmicos en su
etapa zig6tica. Los alevinos triploides, al mes de nacidos, se introdujeron
en jaulas en el estanque en tierra. La mortalidad se inicié 10 dias después
de ser introducidos. Cabe anotar que los ensayos de crecimiento hechos
por otros autores {e.g. Penman et al., 1987b; Rana, 1990a), han sido
en estanques con control del ambiente y de la temperatura, pardmetros
que no fueron controlados en el presente trabajo, por lo que se piensa
que los triploides obtenidos por este drastico sistema son susceptibles
de morir en condiciones de cultivo comercial, sin la temperatura optima
del agua.

La mayoria de autores (e. g. Valenti, 1975; Shah, 1986; Penman
et al., 1987b; Don & Avtalion, 1988a), en diversas especies de tilapias,
observaron diferencias en viabilidad, principalmente desde el choque
hasta la reabsorcién del saco vitelino. Muchos piensan que ésta depende
del choque, del tiempo de aplicacién, de la calidad del huevo, de la iinea
genética y de otros factores que es necesario estudiar con mas profundidad.

Crecimiento

El crecimiento, segtin el anélisis de varianza, a un nivel de significancia
p < 0,05, demostré ser igual en triploides y diploides. Cada variable de
respuesta mostré no ser significativa. El incremento en peso fue igual para
las dos poblaciones (p = 0,3529). La longitud total {(p = 0,2272) y la
longitud estdndar (p = 0,2377) fueron similares en cada poblacién anali-
zada. Sinembargo, se observé un aparente mayor incremento en el peso
y tasa especifica de crecimiento de los triploides respecto-al diploide, expli-
cable por la mayor mortalidad de las colas del grupo de triploides (Tabla 3).

Penman et al. {1987b), en O. niloticus, linea egipcia, registran
menor crecimiento en triploides que en diploides a las 21 y 25 semanas
de edad, con un aumento de mortalidad a la quinta semana. Shah (1986)
en O. niloticus, linea egipcia, indica una inferioridad general de los
triploides a las 32 semanas de edad.
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TABLA No. 3
TASA ESPECIFICA DE CRECIMIENTO (TEC) Y GANANCIA DE PESO

DE TRIPLOIDES Y DIPLOIDES DURANTE EL LEVANTE
EDAD PESO LONGITUD | LONGITUD TEC GANANCIA
{dias) {g) TOTAL STANDAR (%) PESO
{cm) {cm) {a)
TRIPLOIDES
10 0.0127 0.94 0.81
35 0.0732 1.63 1.26 0.242 0.0605
50 0.1156 2.06 1.6 0.26 0.0423
65 4.4475 6.05 4.9 8.06 4.3318
75 13,785 8.16 6.65 21.2 9.3371
92 21.623 10.06 8.23 26.35 7.8384
104 26.563 10.99 9 28.24 4.9395
DIPLOIDES
10 0.0109 1.03 0.83
35 0.0884 1.68 1.27 0.31 0.07749
50 0.1398 2.12 1.7 0.322 0.05134
65 4.2154 5.72 4.65 7.64 4.07564
75 13.7846 7.53 6.30 19.55 8.5055
92 18.1530 9.913 8.07 22.12 5.4321
104 22.3300 10.41 8.45 23.71 4.1471

En otras especies los diploides y triploides crecen igualmente en las
etapas de prelevante y levante, i. e. Cyprinus carpio {(Gervai et al.,
1980), Ctenopharyngodon idella (Cassani & Caton, 1986), /ctalarus
punctatus (Chrisman et al., 1983) y Oncorhynchus mykiss (Espinosa De
Los Monteros & Labarta, 1987; Chourrout et al., 1986; Solar et al., 1984).

Chourrout (Com. per.) recomienda producir tetraploides machos
para cruzarlos con hembras diploides. Estos triploides presentan menos
estrés que los obtenidos por los diferentes choques, los cuales pueden
llegar a edades avanzadas y observarse mejor sus caracteristicas de
esterilidad y produccion.

Estudio citogenético

El método de anélisis cromosomal empleado en esta investigacién
fue eficiente para la identificacién de la triploidia. Se comprobé el
ndmero diploide (2n = 44 cromosomas) y el triploide (3n = 66 cro-
mosomas) (Fig. 1 y 2), en donde la mayoria de cromosomas son sub-
telocéntricos. De igual forma se observa el cromosoma tres veces mas
grande, el cual confirma la triploidia (Fig. 1). El mejor tejido para la
preparacién de ldminas resulté ser el de rinén, confirmando lo estudiado
por Kligerman & Bloom (1977), Cassani et al. (1984), y Carvajal et al.
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FIGURA No. 2 Metafase diploide (2n = 44) en rifién de o. niloticus.

(1991). Con este tejido se obtuvieron hasta 600 metafases por ldmina
en comparacion a otros tejidos como cerebro y larva macerada, donde
se lograron hasta 200 metafases. Los peores tejidos para obtener alto
indice mitético fueron los de higado, branquias, corazén, génadas e
intestino (menos de 50 metafases por lamina).

Ensayos realizados en embriones con concentraciones de colchicina
de 0,01-0,03%, inmersos durante dos horas dieron resultados nega-
tivos, presentédndose cristalizacion de la parte energética del huevo, lo
que impidié su resuspension. Esta caracteristica es reportada por Baksi
& Means (1988), pero ellos obtuvieron buenos resultados en huevos de
Cyprinodon varie-gatus. Chourrout & Itskovich (1983) y Don & Avtalion
(1986), de igual forma lograron excelentes metafases en embriones de
40 horas de edad.

En prelarvas y larvas se lograron excelentes resultados usando con-
centraciones de colchicina de 0,01 - 0,02% en inmersién. Baksi &
Means (1988), Cassani & Caton (1985), y Varadaraj (1990) logran
resultados similares con carpa vy tilapia.

Se logré establecer que se necesitan tres o mas fijaciones en solu-
cién Carnoy para obtener un buen preparado, de igual forma que el
tiempo en solucién hipoténica 0,075M debe ser de 20-35 minutos.
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Conclusiones

Estanques de concreto, con capacidad mayor de 80 litros y tempera-
turas entre los 26 y 28 °C, dieron buenos resultados en la reproduccién
de Oreochromis niloticus. No es necesaria la presencia de los machos en
el mismo estanque para que se presente ovulacién en las hembras de O.
niloticus, pero su presencia influye en el intervalo entre los desoves.

La solucion Buffer fosfatada y el suero fisiolégico son aptos para
lograr altos porcentajes de fertilizacion. La viabilidad de los huevos de
tilapia nilética en sistemas de incubacidn artificial requiere poco estrés
mecénico y agua de excelente calidad.

El desarrollo embrionario depende de las condiciones de incubacién
y de la temperatura. Los embriones son muy susceptibles al estrés, lo
que afecta su tiempo de eclosién. La temperatura del choque térmico
afecta el tiempo de eclosién en la triploidia.

Los choques térmicos calientes y frios fueron eficientes en la pro-
duccién de triploides de O. niloticus, linea Ghana. El choque produce
deformidades en los peces. El choque térmico afecta la vitalidad, el
apetito y la rusticidad de las larvas.

La viabilidad de los triploides depende del choque, la linea tratada, la consan-
guinidad, la edad y el peso de la hembra, la madurez exacta de los huevos, y otros
factores del medio ambiente. Hembras mayores de un afio, con pesos superiores
a los 300400 g producen mejor calidad de oocitos. No hubo diferencia signifi-
cativa en el crecimiento de larvas y alevinos de triploides y diploides.
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