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Maduracion in vitro de ovas de Brycon henni (Pisces:
Characidae) con dos preparaciones hormonales

In vitro maturation of Brycon henni eggs (Pisces: Characidae) with two
hormonal preparations

Juan David Montoya Paez'®, Hermes Pineda Santis', Giovanni Restrepo-Betancur?

RESUMEN

La sabaleta (Brycon henni) es una especie de interés comercial en Colombia. Una de
las principales barreras para los procesos de conservacion de esta especie es la asincronia
temporal entre los ciclos reproductivos de las hembras y los machos, que podria ser
solucionado mediante el uso de procesos biotecnologicos. El objetivo de esta investiga-
cion fue evaluar la maduracion in vitro de ovas de sabaleta (Brycon henni) mediante el
uso de dos preparaciones hormonales. Un total de 1200 ovas fueron sometidas a madu-
racion in vitro en presencia de extracto de hipofisis de carpa (EPC), hormona liberadora
de gonadotropinas de salmén (sGnRHa) y un control sin estimulacién hormonal. Las
ovas se incubaron durante 2 horas a 25 °C en agitacion orbital constante y 80% de O,. Se
evalu6 la maduracion in vitro de las ovas mediante la clasificacion de la posicion del
nucleo en cuatro categorias: migratorio, central, atrésico y periférico. Se encontraron
resultados superiores de avance de la maduracion por la presencia de nicleo migratorio
(p<0.05) para EPC (46.0 + 8.4%) y sGnRHa (40.0 + 13.3%), en comparacion con el control
(24.0 £ 9.6%). Se concluye que el uso de las preparaciones hormonales EPC y sGnRHa
durante la maduracion in vitro promueve el avance de la maduracion de las ovas de
sabaleta (Brycon henni).
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The ‘sabaleta’ (Brycon henni) is a species of commercial interest in Colombia. One of
the main barriers to the conservation processes of this species is the temporal asynchrony
between the reproductive cycles of females and males, which could be solved using
biotechnological processes. The aim of this investigation was to evaluate the in vitro
maturation of ‘sabaleta’eggs (Brycon henni) using two hormonal preparations. A total of
1200 eggs were subjected to in vitro maturation in the presence of carp pituitary extract
(EPC), salmon gonadotropin-releasing hormone (sGnRHa) and a control without hormo-
nal stimulation. The eggs were incubated for 2 hours at 25 °C in constant orbital shaking
and 80% O,. The in vitro maturation of the eggs was evaluated by classifying the position
of the nucleus in four categories: migratory, central, atretic and peripheral. Higher
maturation advancement were obtained due to the presence of migratory nucleus (p<0.05)
for EPC (46.0 + 8.4%) and sGnRHa (40.0 + 13.3%), compared to the control (24.0 +9.6%).
It is concluded that the use of EPC and sGnRHa hormonal preparations during in vitro
maturation promotes the advancement of maturation of ‘sabaleta’ eggs (Brycon henni).

Key words: hormones; in vitro maturation; fishes; reproduction

INTRODUCCION

La sabaleta Brycon henni (Eigenmann,
1913) es una especie nativa de peces de la
familia Characidae, presente en los peque-
fios rios que nacen en la cordillera central de
Colombia (Dahl, 1971) y con subpoblaciones
distribuidas en los rios Cauca, Magdalena,
San Juan, Dagua y Patia (Montoya-Ldpez et
al., 2006; Pineda-Santis et al., 2007). Esta
especie es endémica, en especial en la cuen-
ca de los rios Porce y sus afluentes como el
Rio Grande, Nus, San Rafael y San Carlos,
todos localizados en la zona de embalses del
departamento de Antioquia; siendo tal vez la
especie euritérmica mas representativa, pues-
to que se encuentra en aguas limpias y trans-
parentes con temperaturas entre los 18 y
28 °Cy concentraciones de oxigeno disuelto
entre 6 y 10 mg/1 (Lenis et al., 2009). En el
ambito reproductivo, se han descrito diver-
sos aspectos de la gametogénesis y la repro-
duccion del género Brycon (Arboleda et al.,
2005; Gongalves et al., 2006; Montoya-Lopéz
2006). Como peces teledsteos, sus ovarios
muestran una estructura general similar a los
mamiferos, como drganos pares alargados y
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orientados longitudinalmente dentro de la ca-
vidad abdominal (Legac ef al., 1993). Los
ovarios estan compartimentados por septos
formados por pliegues del epitelio germinal
(laminillas ovigeras) (Jalabert, 2005). Duran-
te la etapa de diferenciacion del foliculo pri-
mario en el huevo, el oocito dentro del folicu-
lo ovarico, adquiere la capacidad de formar
un embrion viable después de la fertilizacion
(Lubzens, 2010).

El desarrollo de los oocitos se puede di-
vidir en cinco etapas, las cuales son similares
entre todos los peces teledsteos: crecimiento
primario, estado de alveolos corticales, esta-
do de desarrollo vitelogénico temprano, esta-
do de desarrollo vitelogénico tardio y madu-
racion/ovulacion (Leino ef al., 2005; Urbatza,
2011). El término maduracion de oocitos de-
signa una serie de procesos celulares com-
plejos, que corresponden a la reanudacion de
la meiosis hasta el segundo arresto en la
metafase (Jalabert ef al., 1991). En la ovula-
cion, los ovocitos maduros son liberados de
su foliculo en la cavidad ovarica, antes de ser
puestos afuera a través del oviducto y de la
papila genital (Kobajashi et al., 2008). La fi-
nalizacion de la segunda division meiotica del

Rev Inv Vet Peru 2018; 29(4): 1355-1363



Maduracion de ovas de Brycon henni

ovocito maduro se produce solo después de
la fertilizacion evidenciando la formacion de
un 6vulo haploide y un cuerpo polar (Urbatza,
2011).

Se conoce que la maduracion de los
gametos de los peces puede requerir, segin
la especie, de la estimulacion mediante con-
diciones ambientales como temperatura y
salinidad del agua, del uso de estimulacion
hormonal o de la combinacion de ambos
(Muller et al., 2005; Kucharczyk et al.,
2017). Se han utilizado preparados hormona-
les con extracto de hipofisis de carpa (EPC)
y analogos de GnRH como la hormona
liberadora de gonadotropinas de salmén
(sGnRHa), combinados con inhibidores o an-
tagonistas de la dopamina (Ovopel, Ovaprim,
OvaRH), los cuales actian como
bloqueadores de los factores inhibidores de
la liberacion de gonadotropinas (GRIF) (Peter
et al., 1988), influencian directamente las
gonadas y causan la maduracion de los
oocitos (Kucharczyk et al., 1997, Brzuska,
2006; Jamroz et al., 2008). También se han
realizado estudios con estimulacion hormo-
nal con gonadotropina coridonica humana
(hCG) (Kucharczyk et al., 1997; 2017).
Kucharczyk et al. (2017) reportaron que la
aplicacion de un tratamiento con sGnRHa en
burbot (Lota lota L) sincronizé la madura-
cion final de los ovocitos dando como resul-
tado una alta tasa de supervivencia de los
embriones. La estimulacion de hembras
Brycon henni con EPC, Ovopel y Ovaprim
influyo en el diametro de los huevos obteni-
dos y en su fertilizacion (Lenis et al., 2009).
En otros estudios de induccion hormonal de
la especie se reporta el uso de hipofisis de
carpa, hipofisis de Bufo marinus, LH-RH y
hCG (Granados et al., 1986; Zapata y
Vanegas, 1993).

La estimulacion hormonal para la ma-
duracion de los gametos en peces se realiza
directamente sobre los animales, de manera
que son menos los reportes de maduracion
in vitro de las ovas. Milla et al. (20006)
implementaron un protocolo de maduracion
in vitro de oocitos en foliculos ovaricos de
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Oncorhynchus mykiss mediante el uso de
esteroides, encontrando que el rompimiento
de la vesicula germinal (GVBD) solo se pre-
sentd después de la estimulacion con 170,200-
dihidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP). En otros
estudios se reporta que el tratamiento de
foliculos ovaricos con IGF-I e insulina, au-
menta la concentracion de la hormona
inductora de la maduracion DHP en el medio
y que IGF-I, IGF-II y b-insulina inducen
GVBD en oocitos desnudos (Mukherjee et
al., 2000).

La maduracion de las ovas puede de-
terminarse mediante la posicion de su nicleo,
a través de criterios previamente definidos
como: vesicula germinal en la posicion cen-
tral (CGV, etapa 1), migracion temprana de
la vesicula germinal (MGYV, etapa 2), migra-
cion tardia de la vesicula germinal (mas que
la mitad del radio — PGV, etapa 3) y vesicula
germinal periférica o rompimiento de la vesi-
cula germinal (GVBD, etapa 4) (Brzuska,
1979; Kucharczyk et al., 2005; Targonska et
al.,2015). Es asi que la madurez de las ovas
se expresa a través de la migracion de la ve-
sicula germinal (Targofiska et al., 2015). Es-
tudios en Brycon henni evaluaron las ovas
considerando igualmente la posicion del nii-
cleo y la presencia de ovocitos atrofiados o
deformes (Lenis et al., 2009). El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto del extrac-
to de hipofisis de carpa (EPC) y la hormona
liberadora de gonadotropinas de salmén
(sGnRHa) en la maduracion in vitro de ovas
de sabaleta (Brycon henni).

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El material de investigacion (ovas de
Brycon henni) fue recolectado en la granja
experimental piscicola Jhon Jairo Gonzalez
del Politécnico Colombiano Jaime Isaza
Cadavid, ubicada en el municipio de San Je-
rénimo (Antioquia, Colombia). Las muestras
fueron procesadas y evaluadas en la granja
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experimental y en el Laboratorio de
Biotecnologia Animal del Centro de Experi-
mentacion y Laboratorios del Politécnico
Colombiano Jaime Isaza Cadavid, Sede Be-
llo (Antioquia, Colombia). Los animales es-
tuvieron sometidos a condiciones estandar de
alimentacion, ambiente, manejo general y
reproductivo.

Colecta de Ovas

Los peces se manejaron segun las di-
rectrices publicadas para la experimentacion
de peces en las Buenas Practicas en la Pro-
duccion Acuicola (ICA, 2007). Se utilizaron
20 hembras Brycon henni, las cuales fue-
ron anestesiadas por inmersion en solucion
de benzocaina (1 g/l de agua). Los peces se
retiraron del estanque cuando se observo la
pérdida del eje de nado y se secd cuidadosa-
mente la papila urogenital para evitar el con-
tacto de las ovas con el agua. Inmediatamen-
te después se procedio a extraer una mues-
tra de ovas de cada hembra, introduciendo
un catéter plastico por el oviducto. Luego las
ovas se almacenaron en un dispositivo de
transporte y se llevaron hasta el laboratorio
a temperatura ambiente en un tiempo maxi-
mo de tres horas.

Maduracion in vitro

Las ovas se sometieron por separado
durante 2 h a un medio basado en TCM 199
(Gibco®, EEUU), suplementado con dos pre-
paraciones hormonales: extracto de hipofisis
de carpa (EPC, Acuagranja, Colombia) u
hormona liberadora de gonadotropinas de
salmoén (sGnRHa, Ovaprim, Syndel, EEUU)
arazon de 0.1 mg/mly 0.1% v/v, respectiva-
mente. Se incluyé un grupo control sin
suplementacion hormonal. Se tomaron 300
ovas por tratamiento distribuidas en grupos
de 10 ovas y fueron puestas en cajas de Petri
con 4 ml de medio suplementado, bajo condi-
ciones de incubacion a 25 °C en agitacion
orbital constante a 100 rpm (Thermo
Scientific®, EEUU) y condiciones atmosfé-
ricas, de acuerdo a un protocolo modificado
del descrito por Milla et al. (2006).
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Figura 1. Diagrama de la posicion del nticleo
en las ovas. A) Central, B) Migratorio, C)
Periférico, D) Atrésico

Laevaluacion de la maduracion in vitro
de las ovas se realizo segtn la posicion de su
nucleo, que fue clasificado en cuatro catego-
rias: migratorio, central, periférico o atrésico;
considerando criterios reportados por
Brzuska (1979) y Lenis et al. (2009) (Figura
1). Los huevos fueron aclarados para elimi-
nar la interferencia del vitelo en la observa-
ci6n del nucleo, siendo sometidos a una solu-
cién compuesta por 30% de formol, 30% de
acido acético y 40% de alcohol (v/v) durante
2 min. Se consideraron como ovas en proce-
so de maduracion aquellas que presentaron
la migracion de la vesicula germinal (ntcleo
migratorio) segun lo descrito en investigacio-
nes previas (Kucharczyk et al., 2005;
Targofiska et al., 2015). La presencia de ye-
mas de coloracion blanquecina o heterogénea
indico la no maduracion de las ovas (Beltran
etal., 1978).

Analisis Estadistico

Se empleo un disefio completamente al
azar. Se ajust6 un modelo lineal generalizado
para determinar el efecto de las fuentes de
variacion (grupo de ovas, fecha de recolec-
cion y tratamiento) sobre la maduracion de
las ovas de acuerdo con la posicion del ni-
cleo (variable dependiente). Se evaluo la nor-
malidad de los datos mediante una prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Para la comparacion
de las medias entre los tratamientos se utilizo
la prueba de Duncan. Todos los analisis fue-
ron realizados mediante el programa SAS v.
9.2 (SAS Inst. Inc., Cary, NC).
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Cuadro 1. Distribucion de ovas de Brycon henni segun la posicion del nicleo después de la
maduracion in vitro

Posicion del

, Media (%) DE (%) CV (%) Maéximo Minimo
nucleo
Migratorio 36.7 14.0 38.1 60 10
Central 23.0 11.2 48.6 40 0
Atrésico 353 19.8 559 80 0
Periférico 2.0 4.8 242.1 20 0

Resultados obtenidos a partir de 10 grupos de ovas sometidas a maduracion in vitro por tratamiento
(10 ovas por grupo). DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion

Cuadro 2. Distribucion de ovas de Brycon henni segin la posicion del nucleo después de la
maduracion in vitro por tratamiento

Posicion del nicleo

Tratamiento Migratorio (%) Central (%) Atrésico (%) Periférico (%)
Control 24.0+9.7* 17.0£11.6 49.0 +23.8% 2.0+4.22
EPC 46.0 £ 8.4° 25.0+£10.8%® 26.0 £ 15.0° 3.0+6.7°
sGnRHa 40.0 £13.3° 27.0 +£9.5° 31.0+12.0° 1.0£3.22

Resultados obtenidos a partir de 30 grupos de ovas sometidas a maduracion in vitro (10 ovas por
grupo). Los resultados se presentan como media * desviacion estandar

Promedios con letras diferentes denotan diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos
EPC: extracto de hipdfisis de carpa; sGnRHa: hormona liberadora de gonadotropinas de salmén

RESULTADOS

A partir de la maduracioén in vitro y la
evaluacion de la posicion del nticleo de cada
ova como indicador del estado de madura-
cion se encontro prevalencia de nicleos
migratorios, atrésicos y centrales, en este
mismo orden. Asi mismo, se observo una re-
ducida proporcion de nucleos periféricos y
una alta variabilidad en la proporcion de pre-
sentacion de estos ultimos (Cuadro 1).

Los efectos incluidos en los modelos
estadisticos ajustados explicaron en una me-
dia a baja proporcion la maduracion in vitro
de las ovas seglin la posicion del nicleo, con
valores para el coeficiente de determinacion
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(R?) de 0.50, 0.43, 0.43 y 0.27 para nucleo
migratorio, central, atrésico y periférico, res-
pectivamente. Los efectos fijos de la fecha
de colecta y el tratamiento fueron significati-
vos en el modelo ajustado para la evaluacion
de nucleos atrésicos (p<0.05). En el modelo
ajustado para explicar la variabilidad en la
presencia de nicleos migratorios solo fue sig-
nificativo el efecto del tratamiento (p<0.05).
No se encontraron efectos significativos en
los modelos ajustados para nucleos centrales
y periféricos.

Se observaron diferencias entre los tra-
tamientos (control, EPC y sGnRHa) de acuer-
do con la posicion del nucleo de las ovas,
cuando estos fueron catalogados como
migratorios, centrales y atrésicos (p<0.05)
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(Cuadro 2). Para los nucleos migratorios, el
uso de las hormonas EPC y sGnRHa resulto
en una tasa superior de ovas en proceso de
maduracion (migracion de la vesicula
germinal) en comparacion con el tratamiento
control (p<0.05). De otro lado, se observo un
efecto inverso de ambas hormonas sobre la
presentacion de nucleos atrésicos, con una
reduccion significativa respecto al control
(p<0.05). La maduracion in vitro de las ovas
en presencia de sGnRHa produjo una pro-
porcion superior de ovas con nucleo central
respecto al control (p<0.05); sin embargo, no
se observo diferencia significativa entre am-
bas preparaciones hormonales. La
suplementacion hormonal no gener? diferen-
cias en la presencia de nucleos periféricos, lo
cual pudo ser influenciado por la reducida
proporcion de los mismos para todos los tra-
tamientos.

DiscusioN

La sabaleta Brycon henni es una es-
pecie endémica de las zonas de montana de
Colombia, que se adapta bien a las aguas tem-
pladas y calidas, con la cual desde hace mas
de tres décadas se ha venido trabajando en
varios aspectos de su biologia, ecologia y re-
produccion en confinamiento (Lenis ef al.,
2015). Es catalogada como una especie
promisoria para la cria en cautiverio y para el
repoblamiento, siendo importante para la se-
guridad alimentaria de las poblaciones
riberefias de las zonas que habita (Montoya-
Lopez et al., 2006). Sin embargo, existe la
necesidad de buscar alternativas para la re-
cuperacion de esta especie, muy apetecida
por la calidad de su carne, lo que ha provoca-
do un descenso considerable en sus indices
de captura (Lenis ef al., 2009).

Se reporta que existe un posible
asincronismo entre los picos de madurez de
hembras y machos a lo largo del afio (Lenis
et al., 2015). En los sistemas de produccion
piscicola no ha sido todavia posible romper la
estacionalidad del ciclo reproductivo (Cruz-
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Casallas et al., 2006), siendo por esta razon,
que se utilizan hormonas para inducir la ma-
durez y la ovulacion, las cuales no son sufi-
cientes si no van acompafiadas de condicio-
nes ambientales especificas, tales como la
temperatura y el fotoperiodo (Kucharczyk et
al.,2005,2017).

Se han desarrollado trabajos de induc-
cioén hormonal como alternativa para generar
la maduracion de ovas de Brycon henni. En
un estudio de Lenis et al. (2009), la
estimulacién de las hembras con EPC, Ovopel
y Ovaprim influy6 en el diametro de los hue-
vos obtenidos y en su fertilizacion. En el pre-
sente estudio donde se indujo la maduracién
de las ovas en condiciones in vitro, se evalud
su estado de maduracion mediante la posi-
cion del nucleo. En otros estudios con peces
del género Brycon se ha considerado la mi-
gracion de la vesicula germinal como un sig-
no de avance en la maduracion final de las
ovas. Pardo et al. (2006) realizaron la induc-
cion de hembras de yamu Brycon
amazonicus con EPC, encontrando un pro-
greso en la migracion de la vesicula germinal
con 6.2 £+ 3.2% en estado migrando, 74.9 £
5.3% maduro y 18.85 + 4.9% en estado
atrésico.

En el presente estudio, la EPC y la
sGnRHa indujeron la migracion de la vesicu-
la germinal, toda vez que se observé un in-
cremento significativo de ovas con nucleo
migratorio que coincidi6é con una menor pro-
porcion de ovas atrésicas (Cuadro 2). Inclu-
so se observo un incremento de ovas con
nucleos con posicion central, que fue signifi-
cativo al menos para el tratamiento con
sGnRHa. Sin embargo, la proporcion de ovas
con nucleos periféricos correspondientes a
la maduracion final o GVBD fue bastante
reducida, sin diferencia alguna por efecto del
tratamiento. Lo anterior, podria interpretarse
como un efecto positivo de ambos prepara-
dos hormonales en la induccion de la migra-
cion de la vesicula germinal, como indicador
del avance de la maduracion; sin embargo, el
efecto de la EPC y la sGnRHa, o las condi-
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ciones utilizadas en la maduracion in vitro,
como el tiempo de incubacion, el medio utili-
zado o la agitacion durante la incubacion, pu-
dieron no ser las necesarias para inducir la
maduracion final (GVBD). Por otro lado, la
reduccion de la proporcion de ovas atrésicas
puede considerarse un evento positivo para
la obtencion de un gran nimero de huevos
con alta supervivencia durante las primeras
etapas de desarrollo, como un evento crucial
para la sostenibilidad y el éxito de la
acuicultura (Lubzens et al., 2017).

En el caso de la sabaleta, se recomien-
dan realizar inducciones hormonales exdgenas
en las hembras cuando el porcentaje de
oocitos con nucleo en estado migratorio es
superior al 70%. De igual manera, un tama-
fio de la ova entre 1.5 y 2.0 mm se constituye
también como un elemento para evaluar su
madurez (Lenis et al., 2015).

De otro lado, no se conocen otros tra-
bajos donde se reporte la maduracion in vitro
de ovas de sabaleta utilizando hormonas de
forma exogena como la EPC y la sGnRHa;
sin embargo, para la carpa comun Cyprinus
carpa, se reporta el uso de IGF-I, IGF-II y
b-insulina para la maduracion de foliculos
ovaricos y oocitos desnudos con altas tasas
de GVBD (Mukherjee et al., 2006). De otro
lado, Milla et al. (2006) implementaron un
protocolo de maduracion in vitro de oocitos
en foliculos ovaricos de Oncorhynchus
mykiss mediante el uso de esteroides, encon-
trando que el rompimiento de la vesicula
germinal (GVBD) solo se presentd después
de la estimulacion con 17a,208-dihidroxi-4-
pregnen-3-ona (DHP).

De acuerdo con los resultados obteni-
dos y a la escasa informacion sobre la madu-
racion in vitro de ovas de Brycon henni 'y
otras especies, se hace necesario evaluar
otras alternativas, como ¢l uso de diferentes
preparaciones hormonales, acompanadas de
condiciones adecuadas de incubacion, consi-
derando factores ambientales habituales para
el desarrollo y la maduracion de las ovas.
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CONCLUSION

El uso de preparaciones hormonales de
extracto de hipofisis de carpa (EPC) y hor-
mona liberadora de gonadotropinas de sal-
moén (sGnRHa) durante la maduracion in vitro
promueve el avance de la maduracion (mi-
gracion de la vesicula germinal) de las ovas
de sabaleta (Brycon henni), convirtiéndose
en una alternativa para obtencion de ovas que
puedan ser utiles para los procesos de fertili-
zacion fuera de las temporadas reproductivas
de la especie.
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