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La citogenetica facilita el analisis de la integridad cromoso-
mica para identificar alteraciones potenciales derivadas del
empleo de biotecnologias reproductivas, como el uso de se-
men crioconservado en la produccion de peces nativos y de
importancia economica como Piaractus orinoquensis, espe-
cie distinguida de sus parientes mediante metodos geneti-
cos y morfologicos. La demanda de tecnicas que faciliten la
reproduccion artificial en periodos no estacionales impulso
el desarrollo de la crioconservacion de semen, tecnica que
amplia la accesibilidad a gametos durante todo el afio y ayu-
da a mitigar las restricciones del manejo reproductivo ligado
a ciclos estacionales en esta especie oriunda de la Orinoquia
colombiana. El objetivo consistio en comparar los cariotipos
de progenies de cachamablanca (Piaractus orinoquensis) fer-
tilizadas con semen fresco versus crioconservado, evaluando
diferencias en calidad genética y cromosomica entre ambas
estrategias reproductivas. Este estudio utilizo el protocolo
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Comparacion citogenética del cariotipo de progenies de cachama blanca (Piaractus orinoquensis)

de Bertollo et al. (1978), aplicando métodos de recoleccién, fijacion y examen cromosomico
encelulasrenales. Se analizaron cromosomas de crias generadas con semen frescaoy criocon-
servado, detectando 27 pares cromosomicos sin cambios morfologicos significativos entre
grupos. Los hallazgos confirman que la crioconservacion mantiene la estabilidad genetica en
condiciones optimas, respaldando su aplicacion en esquemas de reproduccion controlada,
preservacion geneticay cultivo estacional, favoreciendo la sostenibilidad de especies nativas
acuicolas.

Palabras clave: Biotecnologlas; cariotipos; citogenetica; cromosomas.

Cytogenetics facilitates the analysis of chromosomal integrity to identify potential altera-
tions derived from the use of reproductive biotechnologies, such as cryopreserved semen in
the production of native fish of economic importance as Piaractus orinoguensis, a species
distinguished from its relatives through genetic and morphological methods. The demand for
techniques that facilitate artificial reproduction in non-seasonal periods drove the develop-
ment of semen cryopreservation, a technique that expands gamete accessibility throughout
the year and helps mitigate the restrictions of reproductive management linked to seasonal
cyclesin this species native to the Colombian Orinoquia. The objective was to compare the kar-
yotypes of progenies of cachama blanca (Piaractus orinoguensis) fertilized with fresh versus
cryopreserved semen, evaluating differences in genetic and chromosomal quality between
both reproductive strategies. This study applied the protocol of Bertollo et al. (1978), with
methods of collection, fixation, and chromosomal examination in renal cells. Chromosomes
from offspring generated with fresh and cryopreserved semen were analyzed, revealing 27
chromosomal pairs without significant morphological changes between groups. The findings
confirm that cryopreservation maintains genetic stability under optimal conditions, suppor-
ting its application in controlled reproduction schemes, genetic preservation, and seasonal
farming, favoring the sustainability of native aquaculture species.

Keywords: Biotechnologies; karyotypes; cytogenetics; chromosomes.

A citogenetica facilita a analise da integridade cromossomica para identificar alteracoes
potenciais derivadas do emprego de biotecnologias reprodutivas, como o uso de sémen
crioconservado na producdo de peixes nativos e de importancia econémica como Piaractus
orinoguensis, espécie distinta de seus parentes mediante metodos geneticos e morfologicos.
A demanda de técnicas que facilitem a reproducdo artificial em perfodos ndo estacionais im-
pulsionou o desenvolvimento da crioconservacdo de sémen, tecnica que amplia aacessibilida-
de a gametas durante todo 0 ano e ajuda a mitigar as restricoes do manejo reprodutivo ligado
a ciclos estacionais nesta especie oriunda da Orinoquia Colombiana. O objetivo consistiu em
comparar 0s caridtipos de progénies de cachama branca (Piaractus orinoguensis) fertilizadas
comsémen fresco e compara-las com as geradas a partir de sémen crioconservado, avaliando
diferencas em qualidade genetica e cromossdmica entre ambas as estrategias reprodutivas.
Fste estudo utilizou o protocolo de Bertollo et al. (1978), aplicando métodos de coleta, fixagao
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e exame cromossomico em celulas renais. Foram analisados cromossomos de proles geradas
com sémen fresco e crioconservado, detectando 27 pares cromossomicos sem mudancas
morfologicas significativas entre grupos. Os achados confirmam que a crioconservagao man-
tem a estabilidade genetica em condicBes otimas, respaldando sua aplicacdo em esquemas
de reproducao controlada, preservacdo genetica e cultivo estacional; favorecendo a susten-

tabilidade de especies nativas aquicolas.

Palavras-chave: Biotecnologias; cariotipos; citogenetica; cromossomos.

L.a cachama blanca (Piaractus orinoquensis), nom-
bre comun con el que se conoce a esta especie, se
distribuye en la cuenca del Orinoco y fue diferen-
ciada en 2019 de P brachypomus (Cuvier, 1818),
especie propia de la cuenca amazonica, mediante
el analisis de caracteres marfologicos y el uso de
marcadores nucleares y mitocondriales (Escobar
et al, 2019). Andlisis moleculares posteriores con-
firman la clara delimitacion entre ambas especies
conrespecto a su distribucion geografica, demos-
trando que P orinoquensis no presentaestructura-
cion poblacional (Escobar et al, 2022). La cachama
blanca es ampliamente cultivada por acuicultores
del departamento delMeta (Colombia), lo que con-
vierte a P orinoguensis en una especie de impor-
tancia tanto ecologica como economica.

La citogenetica, como rama fundamental de la
genetica, se dedica al estudio de la morfologia, el
numero y el comportamiento de los cromosomas,
con el objetivo de identificar alteraciones deriva-
das de enfermedades geneticas, variaciones aso-
ciadas a las condiciones ambientales ocupadas
por diferentes especies o a la exposicion a deter-
minados contaminantes, as{ como trastornos en el
desarrollo embrionario (de Bello Cioffiet al., 2018).
Ademas, esta area permite la distincion entre in-
dividuos morfologicamente similares pertene-
cientes aparentemente a la misma especie, en los
cuales la similitud fenotipica dificulta la inferencia
de relaciones de parentesco basadas exclusiva-
mente en la morfologla externa (Gavazzoni et al,
2022, 2018; Tonello et al., 2022). Con la reciente
redescripcion de P brachypomus v la descripcion
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de P orinoguensis, los uUnicos datos citogeneti-
cos disponibles hasta el momento describen a P
brachypomus con un nimero diploide (2n) de 54
cromosomas (Nirchio et al,, 2003); sin embargo, P
orinoguensis no cuenta con estudios citogeneti-
COS previos.

Debido a la alta demanda de cachama blanca, las
tecnicas de criopreservacion de semen se han
consolidado como un medio eficiente para man-
tener una elevada produccion acuicola fuera del
perfodo reproductivo. No obstante, este proceso
puede afectar la integridad gendmica de los ani-
males y provocar la sobreexpresion o subexpre-
sion de genes cruciales para el desarrollo normal
del individuo (Medina et al,, 2025; Barros y Medi-
na, 2022). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fuerealizar laprimera descripcion cariotipicade P
orinoquensisy compararla citogeneticamente con
ejemplares producidos a partir de la tecnica de
crioconservacion.

Se utilizaron un total de 6 ejemplares de cacha-
ma blanca (n=6) con peso vivo de 89.36+2379 g,
longitud total 15.34+1.27 cm; 3 obtenidos a partir
de fertilizacion con semen fresco (no sometido a
crioconservacion) y 3 con semen crioconservado
de acuerdo con la metodologia de Medina et al,
2023. El semen fue diluido en un medio con con-
centraciones finales de 7.5% de dimetilsulfoxido
(Me250) como crioprotector, 4.1% de glucosa y
9.0% de yema de huevo, para luego ser congela-
do en un sistema de vapores de nitrogeno liqui-
do empleando dry shipper durante 30 minutos v
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posteriormente fueron almacenado entanques de
nitrogeno liquido a-196 °C durante un afo.

Los procesos experimentales vy el manejo de los
ejemplares fueron realizados bajo las directrices
internacionales para el cuidado y uso de anima-
les de laboratorio, establecidas en la Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (National
Research Council, 2011). Para la obtencion de los
cromosomas se empled como base la metodolo-
gla descrita por Bertollo et al. (1978) realizando
algunas modificaciones para que esta se adaptara
mejor a la especie trabajada. Se selecciono como
organo fuente el rifion; inicialmente se inyecto a
los ejemplares dos dosis de solucion de Saccha-
romyces cerevisiae (Meyen, 1837). Pasadas 48 ho-
ras se inyecto solucion de colchicina al 0.025% (1
mL/100 g de peso) y se permitio su libre nado du-
rante 30 a 40 minutos.

Posteriormente, los animales fueron sometidos
a eutanasia con Eugenol (200 mg/L), siguiendo
recomendaciones aceptadas para organismos
acuaticos, con el objetivo de inducir una perdida
rapida de la conciencia y minimizar el estrées, dolor
y sufrimiento para extraer el rifion, cuyos tejidos
se colocaron en7-10 mL de solucion hipotonica de
KCl0.075M. Luego, mediante la ayuda de pinzas de
diseccion v jeringa hipodermica, se procedio a la
disociacion celular para obtener una suspension,
la cual fue incubada a 37°C durante 25-30 minutos.
De manera seguida, se agregaron 10 gotas de fija-
dor frio (metanol y acido acético, 3:1) y se realizd
la resuspension del material; este se centrifugo a
2500 rpm por 10 minutos.

El sobrenadante fue descartado vy el sedimento
se lavd dos veces en fijador, repitiendo la centri-
fugacion bajo las mismas condiciones. Finalmente,
despues de eliminar el sobrenadante, el material
fue resuspendido en 1 mL de fijador y almacenado
en tubos tipo Eppendorf bajorefrigeracion, garan-
tizando asl( la conservacion adecuada de las mues-
tras para su posterior analisis. A continuacion,
fueron colocadas 3 gotas de la solucion obtenida
en laminas portaobjetos previamente calentadas
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en agua a 58 °C. Después de secas, se tifieron las
laminas con Giemsa enunarelacion 1:1 con tampon
fosfato (Na2HPO4 x 12H20 + KH2PO4, pH= 6.8),
para ser observadas mediante microscoplia optica
en 100x. Las mejores metafases fueron captura-
das utilizando un microscopio optico marca Carl
/eiss Primo Star equipado conuna camara acopla-
da Axiocam ERc 5s. Las imagenes fueron editadas
en el software Affinity ©, en el cual los cromoso-
mas homologos de las metafases fueron empa-
rejados y organizados en grupos (metacéntricos,
submetacentricos, subtelocentricos y acrocentri-
cos), siguiendo la clasificacién propuesta por Le-
van et al. (1964), la cual define larelacion de brazos
(RB) de la siguiente manera: RB=1.00-1.70, meta-
céntrico (m); RB=1.71-3.00, submetacéntrico (sm):
RB= 3.01-7.00, subtelocéntrico (st); RB >7.00,
acrocentrico(a).

El numera diploide v la formula cariotipica encon-
trados fueron idénticos para ambos especimenes
(tanto obtenidos con semen crioconservado como
fresco), siendo 2n= 54, 36m+18sm, con ausencia
de cromosomas sexuales heteromadrficos (Figura
1). En el grupo de "Crioconservado” (n= 3) se ob-
servan cariotipos con morfologilas cromosomicas
ligeramente mas compactas envarios pares, mien-
tras que en la seccion "Fresco” (n= 3) se observan
patrones similares en la mayori{a de los individuos,
con algunas variaciones puntuales. Los contornos
y ejes de las parejas cromosomicas estan marca-
dos para cada par de cromosomas (1-27), con eti-
quetas numericas que facilitan laidentificacion de
los pares.

Elprimery Unico estudio que caracterizacitogene-
ticamente a P brachypomus fue realizado hace 23
afios, enel cual se demostroun numero diploide de
2n=54 cromosomas (Nirchio et al,, 2003), elmismo
numero observado en el presente estudio para P
orinoguensis. A pesar de que ambas especies pre-
sentan el mismo nUimero cromosomico, una de las
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Figura 1 Cariotipos obtenidos de progenies de cachama
blanca (Piaractus orinoguensis)
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diferencias encontradas corresponde a la formula
cariotipica (P brachypomus: 28m+26sm; P orino-
quensis: 36m+18sm). No obstante, es importante
sefalar que estas diferencias no son significativas
y podrian estar relacionadas con discrepancias en
los criterios de clasificacion adoptados por distin-
tos autores o con limitaciones metodologicas pro-
piasde laépocaenqueserealizo el estudio previo.

Al analizar el cariotipo de P brachypomus (Nirchio
et al, 2003), no se observa una delimitacion clara
entre ambas especies cuando se considera Unica-
mente la técnica de tincion con Giemsa. En este
sentido, resulta necesario aplicar nuevas meto-
dologfas citogeneticas en ambas especies, tales
como los marcadores clasicos de bandeo C (Sum-
ner,1972)y Ag-NOR (Howell y Black,1980), as{ como
marcadores moleculares, incluyendo los rDNAs 55
y 185, ampliamente utilizados en peces neotropi-
calesy que han demostrado ser eficaces en la deli-
mitacion de especies (Girardiet al, 2018; Piscor et
al, 2015; Diniz et al., 2009; Peres et al,, 2008).

La funcionalidad de los gametos que han sido so-
metidosatécnicas tradicionalesde congelamiento

REVISTA

SISTEMAS
S PA DEPRODUCCION
-~

= AGROECOLOGICOS

ha sido ampliamente estudiada en areas de trans-
ferencia embrionaria en bovinos, en preservacion
de componentes celulares en humanos y en la
conservacion de recursos geneticos de anfibios
en peligro de extincién (Mollard, 2018; da Cunha et
al, 2014; Linet al, 2013; Yalvac et al, 2010). No obs-
tante, no hay registros de este tipo de estudios
en peces pese a ser la crioconservacion seminal
una tecnica con bastante adopcion en los Ultimos
afios por parte de los piscicultores, para obtener
ejemplares fuera de las epocas de reproduccion.
Por tanto, este es el primer estudio que verifica
este tipo de datos en peces derivados de semen
crioconservado.

Sibien se ha demostrado que las tecnicas efecti-
vas de crioconservacion mantienen una alta inte-
gridad del ADNy del cariotipo incluso despues de
periodos de tiempo prolongados (Ho et al, 2017;
Steele et al, 2000), se ha debatido sobre el ries-
go de causar dafios directos sobre los componen-
tes celulares e inducir la fragmentacion del ADN
(Jaiswal y Vagga, 2022). La formacion de cristales
de hielo que se originan del congelamienta del
agua contenida dentro de las celulas, induce dafio
en el tejido de forma directa sobre la estructura
del material genetico o a traves de la deshidrata-
cion excesiva y estres hiperosmotico ocasionado
por la liberacion de solutos al medio extracelular,
lo que ocasiona liberacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y cambios en la compactibilidad
de la cromatina (Liu et al,, 2016; Desrosiers et al.,
2000). Sin embargo, las observaciones derivadas
de este estudio evidencian que no se encontraron
alteraciones significativas en los cromosomas ob-
tenidos de ambos grupos experimentales, lo cual
resultarelevante considerando que el objetivo era
identificar posibles dafios cromosomicos asocia-
dos al uso de semen crioconservado en peces.

Losresultados indican que la crioconservacion del
semen, aplicada bajo las condiciones metodolo-
gicas descritas, no genera alteraciones citogene-
ticas significativas, habilitando su uso seguro en
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reproduccionasistiday produccion de ejemplares,
al preservar la viabilidad e integridad genética de
laprogenie. Estehallazgo, que constituye el primer
estudio de este tipo en Porinoquensis, posiciona
al semen crioconservado como una herramien-
ta eficaz y confiable para programas de mejora y
conservacion genetica, al mitigar riesgos citoge-
neticos y promover la sostenibilidad productiva.
Asimismo, futuros analisis citogenéticos podrian
refinar la delimitacion de especies y detectar po-
sibles dafios en la macroestructura cariotipica in-
ducidos por este procedimiento.
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