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ABSTRACT

The assisted reproduction in tropical aquatic species of commercial value is quite disseminated because of its contribution to the
economy of emerging regions. Nevertheless, investigations have not been made about the exact dosage of buserelin acetate in
Piaractus brachypomus (Paco), one of the most important commercial value species. Because of this, the main objective of this
investigation is to evaluate the effect of three spawning induction protocols using buserelin acetate on female individuals. The
investigation was carried out on the Center for the Reproduction of Amazonian Fishes “Malankiato” located on the province of
La Convencion on the Cusco region. Twenty-one female individuals with advanced gonadal development during the reproduction
period were employed, which were induced using three different hormone protocols: Protocol P1 with 0,004 mg/kg dose ,
Protocol P2 with a 0,007 mg/kg dose and Protocol P3 with a 0,01 mg/kg dose. The induction was carried out using three different
protocols. There were no significant differences on the efficacy of the protocols but it could be determined that the protocol P2
resulted in more spawning females (5/7) and the spawning rate was more constant.

Keywords : Buserelin acetate, Paco, spawning, spawningrate.

RESUMEN

La reproduccion asistida en especies acuaticas tropicales de valor comercial es muy difundida actualmente por su aporte a la
economia de regiones emergentes, pero a pesar de esto no se han realizado investigaciones precisas sobre la dosificacion exacta
de Acetato de buserelina en Piaractus brachypomus (Paco), una de las especies de valor comercial importante, por esto, el
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de tres protocolos de induccién de desove utilizando Acetato de Buserelina en
hembras Paco. El estudio fue realizado en el Centro de Reproduccion de Peces Amazonicos Malankiato, La Convencion- Cusco,
y se utilizaron 21 hembras con caracteristicas de maduracion gonadal avanzada, durante el periodo de reproduccion, las cuales
fueron inducidas con tres protocolos hormonales diferentes : Protocolo P1 con una dosificacion de 0,004 mg./kg, Protocolo P2
con una dosificacion de 0,007 mg./kg y Protocolo P3 con una dosificacion de 0,01 mg./kg. Los resultados indicaron que no hubo
diferencias significativas en la efectividad de los protocolos, pero se pudo determinar que el P2 obtuvo mas hembras con desove
(5/7) y su indice de desove fue mas constante.

Palabras Clave: Acetato de buserelina, Paco, desove, indice de desove.
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INTRODUCCION

Laacuicultura,enlaactualidad, haidoposicionandose
como una de las principales actividades economicas
en las regiones amazodnicas, siendo Piaractus
brachypomus, comunmente llamado Paco, una
de las especies mas difundidas en regiones como
Loreto, Amazonas, Ucayali, Madre de Dios y
Cusco (Direccion General de Acuicultura, 2009).
La importancia de esta actividad radica en que se
puede obtener hasta 200 Kg. de carne por hectarea,
la cual puede ser complementada con agricultura y
ganaderia (Brack, 2006). En regiones como Cusco,
especialmente en la provincia de La Convencion
que abarca casi el 40 % del territorio total de esta
region, se ha ido desarrollando progresivamente la
produccion acuicola, por sus excelentes condiciones
ambientales pues esta provincia cuenta con una
altitud de 1047 msnm, temperatura media anual de
23.3 ° Cy con la cuenca hidrografica de Urubamba
(Direccion de Informatica Cusco, 2001).

Dentro de la cadena productiva de la crianza de
peces amazodnicos, la produccion de semillas es el
proceso mas importante y el mas complicado, pues
es uno de los principales puntos criticos dentro de la
crianza, ya que actualmente la obtencion de alevinos
y post larvas es escasa, debido a que son pocos los
centros productores de semillas (Direccion General
de Acuicultura, 2009).

El Paco (Piaractus brachypomus), también llamado
Pirapitinga o Cachama Blanca, es una especie
tropical que habita en toda la zona amazonica; es
resistente al manejo en cautiverio, presenta alta
docilidad y rusticidad; es resistente a enfermedades
y de facil adaptacion a condiciones limnoldgicas
desfavorables por periodos no prolongados (Mesa
et. al, 2007).

La reproduccion de Piaractus brachypomus,
como toda especie nativa amazonica es fijada por
el cumplimiento de determinadas condiciones,
en especial las medio ambientales, endocrinas,
nutricionales y neuronales; las cuales juegan un
papel primordial para desencadenar los procesos
metabolicos de los cuales se obtiene la produccion
final de hormonas (Campos, 2005).

El inicio del proceso reproductivo de esta especie
se da con la llegada de la época de lluvias, el cual
ocasiona un aumento en el caudal de los rios, lo que
influye a que los peces adultos que se encuentran en
lagunas en época seca, migren hacia los grandes rios
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parapoder desovar; estamigracion se daporestimulos
ambientales como la disminucion de la concentracion
de oxigeno, la disminucion de la transparencia del
agua por movimiento de sedimentos y aumento
de la alcalinidad del agua (Campos, 2005). Estos
estimulos son detectados por los 6rganos sensoriales
de los peces, desencadenando una serie de procesos
anivel eje hipotdlamo — hipdfisis — gonadal, una vez
llegados los estimulos al hipotdlamo se producira
tanto GnRH y Dopamina, esta primera se encargara
de estimular a la hipofisis para que produzca FSH y
LH, las cuales actiian sobre las gonadas produciendo
esteroidogénesis y vitelogénesis (Landines et al.,
2005; Zohar et al., 2009).

Por tanto , al exponer al pez a confinamiento no
se producen las condiciones que si se dan en vida
natural , reduciendo notablemente el desempefio
reproductivo, lo que ocasiona que el pez no desove
o disminuya la tasa de fertilidad y viabilidad de
las ovas (Valdebenito et al. , 2011; Flores, 2002);
por tanto se han utilizado diferentes métodos de
induccion hormonal, siendo los mas utilizados la
hipofisacion o uso de extracto de hipofisis de peces,
gonadotropinas purificadas, gonadotropina corionica
humana y hormona liberadora de gonadotropina;
esta ultima es la mas usada por sus bajos costos y
buenos resultados (Ascon, 1992).

La importancia del uso de hormonas liberadoras
de gonadotropinas (GnRH y LH-RH) radica en
su eficacia, en especial las hormonas analogas
sintéticas, las cuales han demostrado ser mas potentes
y de mayor durabilidad que las hormonas naturales,
no generando respuesta inmune en los animales
tratados y se puede usar en una amplia variedad de
peces. Estas hormonas andlogas sintéticas actiian
incrementando la produccion de GtH I (FSH) y GtH
IT (LH), llegando a ser 100 veces mas eficaz que la
hormona natural (Valdebenito, 2008).

Las primeras investigaciones en el uso de analogos
de hormonas liberadoras de gonadotropinas
realizadas en Peru fueron a comienzos de la década
de los noventa, en los cuales se experimentaron
con diferentes dosificaciones de Acetato de
Buserelina, los cuales establecieron que los mejores
resultados se obtuvieron con una dosificacion
de 2.6 ml / Kg. PV o su equivalente en 0.01 mg /
Kg. (Ascon, 1992); pero existen investigaciones
que han podido inducir el desove a dosificaciones
de 0.0028 mg/Kg., indicando que dosificaciones
menores también es suficiente para poder obtener
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el desove (Chaves et al., 2011).

Son variados los protocolos establecidos para la
induccion del desove en especies amazonicas, pero
el mas difundido en la actualidad fue establecido
por Woynarovich & Woynarovich (1998), quienes
recomiendan la division de la dosificacion total
en dos dosis con un intervalo de 12 horas, la
primera aplicaciéon denominada dosis estimulante
o preparatoria y la segunda dosis desencadenante o
definitiva. Lafinalidad delaprimeradosis es estimular
la migracion de la vesicula germinal en el ovocito y
la segunda dosis ayuda a la rotura de la “vesicula
germinal” o disolucion de la membrana nuclear,
ovulacién y desove (Zaniboni y Weingartner, 2007).
El presente estudio evalué el efecto de tres
protocolos de induccion de desove usando Acetato
de Buserelina en Paco (Piaractus brachypomus)
sobre el indice de desove.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

La investigacion se realizd en el Centro de
Reproduccion de Peces Amazonicos Malankiato,
que es dependiente de la Municipalidad Distrital
de Echarati, en la provincia de La Convencién, en
la region de Cusco; durante la época de lluvias
(noviembre 2012 y marzo 2013).

Este centro cuenta con 190 especimenes para
reproduccion de los cuales 63 son Paco (Piaractus
brachypomus), 82  Gamitanas  (Colossoma
macropomun), 8 Paiches (Arapaima gigas), 11
Boquichicos (Prochylodus nigricans) y 26 carpas
(Cyprinus spp.), los que estan distribuidos en 5
estanques de 600 m? cada uno.

El centro de reproduccion estd ubicado en la zona
de Selva alta, a una altitud de 400 msnm. y con una
temperatura media que fluctiia entre los 18 y 24 °C.
Las caracteristicas fisico-quimicas del agua del
Centro de Reproducciéon se encontraron dentro de
los rangos permisibles para la crianza de especies
amazonicas, esto garantizd un buen desarrollo
sexual de los reproductores. En el cuadro 1 se hace
referencia a algunos de ellos.

Tamaiio de muestra

Se utilizaron todos los Pacos hembras que cumplian
con el criterio de estar listos para desove. Se
muestrearon 21 animales en total (7 animales
por protocolo).
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Seleccion de reproductores

La seleccion de los animales se hizo buscando las
hembras que presentaban caracteristicas externas
como abdomen abultado y flacido, asi como también
la papila urogenital enrojecida y dilatada.

Esta evaluacion se realizé aislando a los animales
con la ayuda de una red de uso acuicola, los cuales
fueron sujetados con toallas para evitar posibles
dafios en el pez. Luego se procedid a realizar una
biopsia ovarica, para poder determinar cudntas de
las hembras elegidas por sus caracteristicas externas
tenian un porcentaje alto de ovocitos listos para ser
fecundados.

La biopsia ovarica consistid en introducir una
canula por el conducto ovopositor de las hembras
para extraer pequefias muestras de ovocitos,
los cuales fueron hidratados con solucién Serra
(alcohol 60%, formol 30% y acido acético glacial
10%), esto permitid observar con mayor facilidad
el tamafio y ubicacion del nucleo, facilitando asi
poder determinar cudl es el grado de madurez de
estos. Para determinar el grado de madurez de los
ovocitos (figura 1), se observo la posicion del nticleo
de los mismos, si éste se encontraba en medio de
la célula se concluia que estaba inmaduro, si se
encontraba en migracion hacia uno de los polos de
la célula se determinaba que estaba maduro y si por
el contrario el nucleo se encontraba en la periferia
de la célula se deducia que estaba sobremaduro. Por
tanto, cuando se observo al estereoscopio, se busco
que la muestra tuviera un porcentaje mayor al 70 %
de células maduras, lo cual se determin6 por medio
del conteo de ovocitos maduros en el campo visual
del estereoscopio, este procedimiento se repitid tres
veces por muestra, para una mayor confiabilidad
(Woynarovich & Woynarovich ,1998).

Induccion hormonal

Se us6 CONCEPTAL ®, nombre comercial de
Acetato de Buserelina 0.004 mg / ml (analogo
de GnRH), que tiene la finalidad de ayudar a la
maduracion de los ovocitos y desencadenar el
desove.

Para la elaboracion de los protocolos de induccion
se usd como base los establecidos por Woynarovich
y Woynarovich (1998), utilizando una dosis
estimulante y una dosis desencadenante con un
intervalo de 12 horas cada uno. En el Cuadro 2 se
detallan las dosis de los protocolos, asi como también
se detalla que porcentaje de la dosis total constituye
la dosis estimulante y la desencadenante.
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La dosis total utilizada dependi6 directamente del
peso de los animales, por tal motivo se procedid
a pesar cada hembra seleccionada, para luego
ser colocadas en las artesas del laboratorio hasta
el momento de su induccidn, estas artesas estaban
divididas con mallas, colocando en un lado al
macho y al otro la hembra, esto para poder estimular
adecuadamente a la hembra .

La inoculaciéon de la hormona se realiz6 via
intraperitoneal, con jeringa de 10 ml y aguja de
21 x 1 ', el sitio de aplicacion fue debajo de las
aletas abdominales, tratando de aplicarlo entre las
superposicion de las escamas, para evitar posibles
dafios.

En el Cuadro 3 se detalla de forma resumida la
metodologia utilizada, desde la captura de los
animales hasta la fertilizacion de las ovas.

Verificacion de desove

Después de la aplicacion de la dosis desencadenante,
se procedid a controlar la temperatura del agua
durante cada hora, asi como el comportamiento
de desove de la hembra Paco, el cual consiste en
intranquilidad  caracteristica por movimientos
circulares repetitivos en la artesa acompanados de
ronquidos profundos emitidos por el macho.

Desove

Luego que se comprobd que la hembra estaba a punto
de desovar se procedid a sacarla del agua, se secod
todo el abdomen y se la coloco en una esponja para
evitar danos. Luego se masaje6 el abdomen hasta
que desovaran los ovocitos, estos fueron colocados
en un recipiente seco para evitar la hidratacion.
Luego se procedio a pesar los ovocitos obtenidos con
una balanza analitica, posterior a esto se procedid
a fertilizar con el semen del macho directamente
sobre los ovocitos, inmediatamente estos fueron
hidratados con agua y con ayuda de una pluma se
revolvio para una mejor uniéon de los ovocitos con
el espermatozoide . Los datos del peso de ovocitos
obtenidos en cada hembra fueron registrados para su
posterior analisis.

Evaluacion de efectividad de los protocolos

Mediante los datos obtenidos en el desove,
se determiné la efectividad de cada protocolo por
medio del Porcentaje de Ovulacion, que es el nlimero
de hembras que ovularon sobre el nimero de hembras
inducidas por cien, expresado en porcentaje (%).
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También se evalud el Indice de Desove, que es el
peso de ovas obtenidas sobre el peso de la hembra
que desovo por cien, expresado en porcentaje (%).

Analisis estadistico

Las variables analizadas fueron:

El porcentaje de ovulacion que midio la efectividad
de los protocolos y fue analizada con la prueba Chi
cuadrado (X?).

El peso de desove obtenido, que fue evaluado a
través de la prueba de Shapiro Wilk, para determinar
la distribucion de los datos de la variable y con la
prueba de Kruskal Wallis para la determinacion de
diferencias estadisticas entre protocolos.

Elindice de Desove que fue evaluado por coeficiente
de variacion (CV).

El analisis de los datos fue realizado con el Programa
Estadistico SPSS.

RESULTADOS

El estudio realizado dio como resultado que no se
encontraron diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos (X*=1.1667, p < 0.558), pero al
determinarse la efectividad se observo que en el
protocolo P2 (0.007 mg/Kg.) tuvo una efectividad
de 71.4 % (5/7), seguido del protocolo P1 (0.004mg/
Kg.) conuna efectividad de 57.1% , y en tercer lugar
el protocolo P3 (0.01 mg/Kg.) con una efectividad
de 42.9 % (3/7) como se observa en el Cuadro 4.

Se evalu6 el peso de ovas obtenido mediante la
prueba de Kruskal Wallis, debido a que los datos
no presentaron una distribuciéon normal segun la
prueba de Shapiro Wilk (p<0.05), sin encontrarse
diferencias significativas entre grupos. En el Cuadro
4 se puede apreciar el peso de las ovas obtenidas
por pez en todo el experimento, alcanzando un rango
de peso de ovas de 60 - 730 gr. en el protocolo P1,
460-1186 gr. en el protocolo P2 y 330-645 gr. en el
protocolo P3.

El coeficiente de variacion (CV) para el indice de
desove fue de 68,81 % y 48,5 % para el P1 y P3
respectivamente, lo que indica que tienen mayor
variabilidad que el CV de P2 (19,64 %). (Cuadro 5).
El tiempo transcurrido desde el momento de la
aplicacion de la dosis desencadenante hasta la
presentacion del desove fue muy variable, en el caso
del protocolo P2 el tiempo se mantuvo entre 10 —
15 horas , a diferencia del protocolo P1 y P3 que
registraron tiempos de desove de entre 7— 18 y 8-18
horas respectivamente (Cuadro 5).
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Figura 1. Etapas de maduracion del ovocito. (a) ovocito
inmaduro (b) ovocito maduro (c) ovocito sobremaduro

Cuadro 1. Parametros de calidad de agua del centro de
reproduccion de peces amazonicos.

PARAMETROS
Temperatura 24°C
pH 7
Dureza 14 mg/l
Alcalinidad 18 mg/l
Cloruros 2 mg/l
Nitratos 0 mg/l
Oxigeno disuelto 7.5 mg/l
Amonio 0.32 mg/l
Amoniaco 0.003 mg/l

Cuadro 3. Flujograma de toda la metodologia utilizada

Capturade animales

Cuadro 2. Modelo de protocolos utilizados

Figura 2. Caso de prolapso ovarico presentado en pez
inducido con el protocolo P3 (0.01mg/kg)

Dasis toral Doz Dasis
(g Ke)  estimulante desencodenanie
Frotocole 1
0,004 0% T
(1)
Protocole 2
0,007 [ Al%a™
P2y
FProtocole 3 0,01 T .
(F3)

* Porcentaje de la dosis total

Cuadro 4. Dosificacion y respuesta de cada animal al
protocolo aplicado.

Selaceidn:
Caractaristicas fisicas
{abdomen flacido y 2" Seleccién: . Determinacion de la
hn;ar-, ; I:d. Blopsia ovirica dosis n base al pasa
urogenital enrcje:
 dilatads
Aplicacion de dosis Aplicacion de dosis
Dusovayiestiods | ] | “derencadaname | 40 [ 7 estimotants
e (hova 12) {trora 0]

ACETATO DE
PESOH )
' BUSERELINA DESOVE
K.} OVULACTRY
fmgpes)
1 4.0 0,096 ]
2 5,26 002104 51
b 3 4,78 0,019 ]
i
4 65 0,026 NO 5714
(0,044 myg )
5 5T LRk NO
6 8 0,032 N0
7 9.5 00384 &l
1 57 10,0399 wO
] 37 10,0399 ]
- k] 4% 00341 ]
o 4 30 00413 ] 71,43
me) 5 6,3 [ITITET] NO
b [ 0,042 51
7 108 005585 51
1 5.3 0,053 |
2 (3] 0,068 N
3 4,62 0,462 w0
F3
a1 mg ) 4 5 0,05 ] 42 86
| g
5 5 0,065 ]
6 7 0,057 NO
7 65 0,063 NO
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Cuadro 5. Determinacion del indice de desove en base al peso de ovas (gramos) de los animales que desovaron.
Ne PESO  BUSERELINA PESO OVAS TIEMPO DE INE;.CE CGEF‘;)%EME
(Kg.) (mg/ped) (zr.) DESOVE  pESOVE — VARIACION
1 4.9 0,0196 0,626 7 13
P1 2 5,26 0,02104 0,73 9 14 68.81
(0,004 mg) 3 4,75 0,019 0,06" 18 1 '
7 9.6 0,0384 0,635 15 T
2 5.7 0,0399 0,56 12 10
P2 3 49 0,0343 0,46 14 9
(0,007 mg ) 4 5,9 0,0413 0,67 15 11 19,64
6 6 0,042 0,85 10 14
7 7,98 0,05586 1,186 15 15
1 5,3 0,053 0,33 14 [
P3
(0,01 mg) 4 5 0,05 0,645 16 13 48,5
5 6,5 0,065 0.4 15 6

* : hembra que presentd desove incompleto

DISCUSION

En el presente estudio se logrdé obtener desove
con los tres protocolos a una temperatura de agua
de 24°C, lo cual es poco usual en la reproduccion
de peces amazonicos, pues lo Optimo para estas
especies se encuentra entre los 27 - 29°C (Landines
& Mojica, 2005; Woynarovich & Woynarovich,
1998), siendo esta tltima la temperatura Optima para
estas especies.

Al comparar los tratamientos, el protocolo P2 (0.007
mg/Kg.) dio un mayor numero de hembras con
desove, con una dosificacion menor a la utilizada en
la misma especie, que es usualmente de 0.01 mg/Kg.
(Villanueva et al , 1993) , dosis que ha dado mejores
resultados en Colossoma macropomun (Ascon,
1992), El P3 de nuestro estudio (0.01 mg/Kg.) dio
una menor proporcion de hembras desovadas, en
comparacion a los resultados obtenidos en la especie
Colossoma spp. (Freeman et al., 2007), existiendo
una variacion en la respuesta por especie.

El indice de desove obtenido con el protocolo P2
(12%) tuvo una tendencia a ser mayor entre los
protocolos, estando dentro del rango normal en
la reproducciéon de peces amazdnicos, pues se
considera que la cantidad desovada por las hembras
debe ser del 10 - 20 % con respecto a su peso.
(Woynarovich & Woynarovich, 1998). En cuanto a
la variabilidad de cada grupo, el P2 (CV = 19,64%)
tiene los resultados menos variables, por tanto seria
el protocolo de eleccion, pues es mas constante y
sus indices de desove se mantienen dentro del rango
permisible.

Reportes anteriores (Andrade y Yasuni, 2003) nos
refieren que el tiempo de desove debe ocurrir entre
las 10 — 14 horas después de la aplicacion de la dosis
desencadenante; en este estudio el tiempo de desove,
tanto el P2 y P3, se encuentra dentro de este rango,
a diferencia del P1, en el cual el tiempo de desove
de una de las hembras tratadas fue de 18 horas. En
casos como este, la temperatura del agua juega un
papel primordial pues a menor temperatura del agua,
el tiempo de desove se alarga; se ha demostrado
que en lugares de mayor temperatura, el tiempo de
desove disminuye considerablemente (Chaves et al.,
2011; Paulino et al., 2011), esto pone en evidencia
que es fundamental un adecuado manejo del medio
ambiente para poder obtener resultados optimos al
aplicar protocolos hormonales para induccion de
desove.

Dentro del grupo de hembras tratadas en el Pl
se presentd un caso de desove incompleto, en el
cual una hembra de peso de 4,75 Kg. desovo solo
60 gr., dando un indice de desove de 1 % ; este
tipo de hallazgos son muy frecuentes en estudio
de campo pero no son reportados, Woynarovich &
Woynarovich (1998) mencionan que este tipo de
complicaciones al momento del desove se debe en
su mayoria a estrés asociado con el medio ambiente
conjuntamente con una dosificacion deficiente , pero
otra explicacion a la presencia de estos casos es que
durante la biopsia ovarica, pudo haber un error en el
conteo de ovocitos maduros, ddndonos un porcentaje
mayor al real, ocasionando que solo se desove los
ovocitos maduros hasta el momento, produciendo
que el peso de ovas sea menor a lo esperado.
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También se presentd un caso de prolapso ovarico
(Woynarovich & Woynarovich, 1998) o también
llamado “Ovocitos Empedrados” (Criscuolo, 2012)
(Figura 2). Una hembra que habia sido inducida
en P3, presentd6 un endurecimiento del abdomen
y necrosis de ovocitos, produciendo obstruccion
de la papila urogenital. Algunas investigaciones
(Criscuolo, 2012; Woynarovich & Woynarovich,
1998) relacionan este estos hallazgos con una
sobredosificacion hormonal, pero hasta la actualidad
no se ha podido demostrar esta hipdtesis.

CONCLUSIONES

Con los 3 protocolos aplicados se consigui6 desove
en hembras Paco, pero solo uno mantuvo un indice
de desove constante (P2) y sin complicaciones, a
diferencia de los otros dos protocolos (P1 y P3),
lo cual indicaria que es el mejor protocolo para ser
usado en la zona de investigacion.

RECOMENDACIONES

Los datos obtenidos en esta investigacion deben ser
usados en lugares con caracteristicas ambientales
similares al lugar de estudio, pues solo asi se podra
obtener los resultados esperados.

Se recomienda que se investigue las causas
especificas de la presentacion del prolapso ovarico,
que si bien es cierto ha sido reportado, pero no se
ha precisado sus causas especificas, asi podriamos
tener una mayor optimizacion de recursos durante la
etapa reproductiva.
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