AVANCES EN EL SEXAJE DEL PAICHE O PIRARUCU

Jesus NURez! 3, Rémi Dugué!, Miriam Alvdan-Aguilar?, Fabrice
Duponchelle'?, Jean Francois Renno23, Carlos Chdvez? & Fred Chu-Koo?

lInstitut de Recherche pour le Développement (IRD), UR175-CAVIAR, F-34000
Montpellier, France.
E-mail: Jesus.Nunez@ird.fr

Znstituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana - IIAP. Programa para el
Uso y Conservacion del Agua y sus Recursos - AQUAREC. Laboratorio de
Bromatologia, Limnologia y Hematologia. Av. Abelardo Quinones Km. 3.5,
Iquitos, Peru.

3Universidad Nacional Federico Villarreal - Facultad de Oceanografia Pesqueria
y Ciencias Alimentarias (UNFV-FOPCA), UR 175-CAVIAR, Calle Roma N° 350,
Miraflores, Lima, Perd.

INTRODUCCION

El paiche o pirarucu es una especie emblemdtica de la cuenca
amazdnica y es el pez tropical de agua dulce con mayor crecimiento
(>10 kg ano) lo que lo convierte en un buen candidato para el cultivo
en piscicultura (Chu-Koo & Alcdntara 2009, Nufez 2009). Para
reproducirse los peces forman una pareja que determina un ferritorio y
lo defiende durante todo el proceso de reproduccién y de cria de los
alevines (Bard & Imbiriba 1986). Existe un cuidado parental de la puesta
y de las crias después de la eclosion hasta mas de un mes, realizado
principalmente por el macho. Debido a estas singulares caracteristicas
se deben conformar parejas para opfimizar las reproducciones en
estanques.

Para el manejo de reproductores en cautiverio, no hay caracteres
externos confiables para determinar el genero. Enfre ofros este
pardmetro es responsable de una escasa tasa de reproduccidn en
condiciones de confinamiento. Otfra caracteristica de la especie se
manifiesta en una baja fecundidad y la produccién de pocos alevines
por puesta.

Todo esto implica mejorar el éxito reproductivo en cautiverio, aplicando
nuevos protocolos de manejo de reproductores sexados.

Se han probado ofros métodos de sexaje en varias especies de peces
(ecografia, coloracién) sin embargo ninguna de esas técnicas ha dado
resultfados confiables en paiche. Si bien la observacién directa
(endoscopia) de la gbébnada permite un sexaje seguro, este método
necesita una anestesia profunda del pez lo que puede ocasionar
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mortalidades y necesita un manipuleo excesivo de los animales. En el
caso de la coloracién, si bien existe un patrén de coloracién marcado
en paiche enfre macho y hembra en el medio natural principalmente
durante la época de reproduccidn, este patron es mucho mas débil en
peces mantenidos en cautiverio, y en muchos casos subsisten muchas
dudas en cuanto a la determinacién del genero mediante esta simple
observacion.

A nivel de sexaje mediante pruebas bioquimicas, existen dos opciones
complementarias, una basada en métodos hormonales (medicién de
hormonas esteroides, como 17B-Estradiol y 11-Keto-Testosterona) y otra
basada en la deteccidn de vitelogenina ambos a partir de la sangre de
los peces (Chu-Koo et al. 2009).

La vitelogenina o Vig es una dlico-lipo-fosfo-proteina sintetizada
solamente en el higado de la hembra en proceso de maduracion.
Transportada en la sangre se acumula (vitelo) en los ovocitos durante la
fase de "vitelogenesis” para servir de reservas durante la embriogénesis
y luego para las larvas después de la eclosidn y hasta su primera
alimentacion externa. Se considera que la Vtg representa mas de 80%
de la composicion del vitelo de los évulos.

Esta proteina esta ausente de la sangre del macho y de los peces
inmaduros (hembras o machos). La deteccidn en la sangre de un pez
indica de manera segura la presencia de una hembra. Debido a esta
especificidad de genero en peces que han alcanzado la edad de
madurez sexual, este método de sexaje es valido Unicamente para
peces adultos.

La identificacion individual asociada al sexaje sistemdtico de los
reproductores de paiche permitird determinar que animales se
reproducen y cual es su desempeno en términos de produccidon de
crias.

METODOLOGIA
Obtencién de la Vitelogenina de paiche

La purificacién de vitelogenina ha sido realizada por electroforesis en en
gel de poliacrilamida y electro-elucion (Dugué et al. 2008) a partir de
plasma de individuos tratados con estradiol (178-E2) a razén de 5 pyg/g
de concentracion final después de siete inyecciones intra-peritoneales
efectuadas cada dos dias. El 17B-estradiol permite estimular en gran
cantidad la produccién de Vig en el higado de los peces y
posteriormente su descarga en la sangre. Luego el plasma separado por
centrifigacion fue colectado 2 semanas después del inicio del
tratamiento con 17B8-E2. y congelado a -20 °C hasta la utilizacion.
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Obtencidén del anticuerpo, y pruebas de especificidad

El anticuerpo especifico para la vitelogenina de paiche ha sido
obtenido en conejos, inyectando una solucidn de Vitg durante dos
meses. A partir del suero de conejo se han purificado las
inmunoglobulinas (IgG) especificas de la Vig de paiche. Una parte de
estas IgG fueron marcadas con una enzima permitiendo su posterior
revelacion con el substrato adecuado.

Las pruebas de especificidad del anficuerpo fueron realizadas en
placas de 96 pozos en un primer momento por EIA (Enzima Inmuno
Ensayo) y luego directamente con las membranas de nitrocelulosa en
las cuales previamente las IgG anti-Vtg de paiche habian sido
inmovilizadas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Morfologia de la génada

El aparato reproductor del paiche presenta una caracteristica poco
comun en peces, tanto los machos como las hembras muestran un solo
I6bulo desarrollado en el lado izquierdo y dorsal de la cavidad general.
El testiculo es alargado y casi cilindrico con poco semen en adultos y
presenta un aspecto filiforme en peces inmaduros (figura 1).

El ovario presenta numerosos pliegues transversales (Idmelas ovdaricas),
en los cuales se desarrollan los ovocitos. Estos presentan varios tamanos
indicando que el desarrollo de la ovogénesis es de tipo asincronico (o
sincrénico por grupos), autorizando varios desoves consecutivos (Guerra
1980, Godinho et al. 2005, Saavedra Rojas et al. 2005). El ovario no tiene
“pared” (gymnovarium) los évulos que han alcanzado la madurez y
completaron la maduracién ovocitaria y la ovulacion, son liberados en
la cavidad general y expulsados al nivel del poro genital en el momento
del desove. Esta caracteristica hace que la canulacidn no permita
llegar directamente al ovario como en la mayoria de los peces y no
permite tomar una muestra de tejido ovdrico de la cual se podria
realizar el sexaje mediante observacion directa de los ovocitos.

El fipo de desarrollo ovocitario observado permite desoves durante todo
el ano aunque existe una mayor ocurrencia de desoves entre
septiembre y marzo en reproductores mantenidos en estanques de
tierra en la regidén de Iquitos.
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Figura 1. Aspectos morfolégicos de las génadas de Paiche Arapaima gigas. A: Ovario en
proceso avanzado de vitelogenesis. B: Detalle de las I[dmelas de un ovario en estadio
avanzado de desarrollo. C: Lébulo Unico del ovario de una hembra inmadura. D. Lébulo
Unico del testiculo de un macho inmaduro. Ambos localizados en la parte izquierda de la
cavidad general.
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Figura 2. Principio de la metodologia de sexaje sobre membrana de nitrocelulosa. Todas
las etapas se realizan en 2:30 horas a partir de una sola gota de sangre.

PISCICULTURA 146



3120
2141

3

Hembra Macho

Figura 3. Eiemplo de dos membranas de nitrocelulosa después del proceso de incubacién
y revelacién. Las membranas se orientan con el punto de color naranja en la parte
izquierda superior y en verde en la parte derecha inferior. Estos dos puntos ya estdn
presentes antes de la incubacién. La zona central subrayada en rojo puede presentar una
o dos manchas después de la incubacién. Si hay un solo punto en la parte superior, el
pasma era de un macho, si hay dos puntos en la parte central el plasma era de una
hembra.

Vitelogenina y sexaje

Los niveles de vitelogenina en la sangre varian durante el afo,
especialmente en las especies que presentan una reproduccién anual
bien marcada, en este caso en la época de “descanso” los niveles de
Vtg pueden ser muy bajos y prdcticamente no detectables. En el caso
del paiche con varios desoves durante el ano, la actividad reproductiva
es casi continua, aungue disminuye notablemente durante la época
seca. Esto nos indica que la presencia de Vtg con niveles relativamente
altos es prdcticamente constante en el plasma de la hembras de
paiche durante todo el ano. Y mismo si hay variaciones de los niveles de
Vtg durante el ano, estos son suficientemente altos para ser detectados
con el sistema de membranas desarrollado, el cual presenta una alta
sensibilidad. Este sistema permitié sexar los reproductores de mas de 3
anos directamente en el campo a partir de una simple gota de sangre.
El proceso se realiza a temperatura ambiente y no necesita equipos
particulares (Fig. 2). El resultado puede ser visualizado a simple ojo
después de 2:30 horas determinando la presencia o ausencia de
reaccién en una zona especifica de la membrana (Fig. 3), una vez
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concluidas las diferentes etapas de incubacidn con los reactivos
incluidos en el kit.

Perspectivas

Con el sexagje sistemdtico y la identificacién con Pit Tags, se podrd
constituir mas facilmente parejas en estanques pequenos o grupos con
machos y hembras en nimeros equilibrados o no en estanques mas
grandes. De esta manera se espera aumentar el éxito reproductor en
cautiverio y finalmente la produccién de alevines necesarios para el
desarrollo del cultivo de esta importante especie. La disponibilidad de
alevines también puede permitir programas de repoblamiento en dreas
facilmente controlables, como lagos o cochas en zonas pobladas,
permitiendo un manejo sostenible de los paiches infroducidos por los
mismos comuneros de la zona.

Finaimente también se puede considerar el aprovechamiento de
alevines excedentarios mediante el comercio de peces ornamentales.
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