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RESUMEN

El pez Capitan de la Sabana es una especie emblematica a nivel de la ictiofauna Cundiboyacense y
desde el punto de vista ecoldgico, el capitan de la sabana es el bagre de mayor tamafio en aguas
continentales frias, sin embargo, se encuentra en estado Vulnerable dentro de la clasificacion de
especies en peligro de extincion. El objetivo del presente trabajo es evaluar el uso de diferentes
crioprotectores, para establecer el protocolo de Criopreservacion de semen de la especie. El estudio
se realiz6 en la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, en la ciudad de Bogota.
Se seleccionaron cuatro machos adultos y maduros sexualmente de Eremophilus mutisii. La
eyaculacion fue estimulada aplicando extracto de pituitaria de carpa (4 mg EPC/kg). Transcurridas
24 horas, los animales fueron anestesiados con MS-222, posteriormente se realizd la colecta de
semen. Se utilizdé un disefio completamente al azar, con seis tratamientos y cuatro réplicas por
tratamiento. Tratamiento1: Dimetilsulfoxido 10% + Yema de Huevo de Gallina 12% + Glucosa 5.5%.
Tratamiento 2: Dimetilsulfoxido 10% + Glucosa 5.5%. Tratamiento 3: Dimetil Acetamida 8% + Yema
de Huevo de Gallina 12% + Glucosa 5.5%. Tratamiento 4: Dimetil Acetamida 8% + Glucosa 5.5%
Tratamiento 5: Metanol 10% + Yema de Huevo de Gallina 12% + Glucosa 5.5%. Tratamiento 6:
Metanol 10%+ Glucosa 5.5%. Se realizd descongelacion de las pajillas los dias 1, 30 y 60. Los
mayores porcentajes de motilidad post descongelacién fueron observados cuando se utilizaron los
tratamientos 1, 2 y 6. El mayor tiempo de activacion fue obtenido con los tratamientos 2, 1y 6. Sin
embargo, estos porcentajes fueron inferiores cuando se compararon con los observados con semen
fresco. Los resultados obtenidos, permiten concluir que los tratamientos 1, 2 y 6 son una alternativa
viable para la crioconservacion del semen de capitan de la sabana E. mutisii.

Palabras clave: crioconservacion, especie nativa, semen



ABSTRACT

The Capitan de la Sabana fish (Eremophilus mutisii) is an emblematic species of the ichthyofauna
from Cundinamarca-Boyaca region in Colombia. an ecological perspective, the Capitan de la Sabana
is the largest catfish in continental cold waters, however, it is classified as vulnerable within the
framework for endangered species. The objective is to assess the use of different cryoprotectants to
establish a semen cryopreservation protocol for the species. The study was performed at Universidad
de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A. in Bogota. Four adult and sexually mature males of
Eremophilus mutisii were selected. Ejaculation was stimulated using carp pituitary extract (4 mg
EPC/kg). After 24 hours, the animals were anesthetized with MS-222 and semen was collected. A
fully random design was used with six treatments and four replicas through treatments. Treatment 1:
Dimethylsulfoxide 10% + Chicken Egg Yolk 12% + Glucose 5.5%. Treatment 2: Dimethylsulfoxide
10% + Glucose 5.5%. Treatment 3: Dimethyl Acetamide 8% + Chicken Egg Yolk 12% + Glucose
5.5%. Treatment 4: Dimethyl Acetamide 8% + Glucose 5.5% Treatment 5: Methanol 10% + Chicken
Egg Yolk 12% + Glucose 5.5%. Treatment 6: Methanol 10% + Glucose 5.5%. Straws were thawed in
days 1, 30, and 60. The highest percentages of post-thawing motility were observed when using the
treatment number 1, 2 and 6. The biggest activation time was obtained with treatments number 2, 1
and 6. However, these percentages were lower when compared with fresh semen. The obtained
results conclude that the treatment 1,2 and 6 are viable alternatives for cryoconserving semen from
Capitan de la Sabana E. mutisii.

Keywords: cryoconserving, native species, semen
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CAPITULO L.
CONSIDERACIONES INICIALES

1.1 INTRODUCCION GENERAL

Segun el Instituto Colombiano de investigaciones bioldgicas Alexander Von Humboldt (1998), la
biodiversidad o diversidad bioldgica se define como la variacion de las formas de vida que ocupan un
lugar determinado abarcando la diversidad de especies de plantas, animales, hongos y
microorganismos, su variabilidad genética, los ecosistemas de los que hacen parte, los paisajes o
las regiones en donde se ubican los ecosistemas e incluyen los procesos ecoldgicos y evolutivos
que se dan a nivel de genes, especies, ecosistemas y paisajes.

Del mismo modo, el Convenio de Diversidad Biologica de 1992, define la “Diversidad Biologica”
como la variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente, incluidos los ecosistemas terrestres y
marinos y otros ecosistemas acuaticos y los complejos ecoldgicos de los que forman parte.

En la Cumbre de la Tierra de Naciones Unidas (que se llevé a cabo en Rio de Janeiro en 1992) se
defini6 a la biodiversidad como "la variabilidad entre los organismos vivientes, incluyendo
ecosistemas terrestres, marinos y otros ecosistemas acuaticos, y los complejos
ecoldgicos de los cuales forman parte: esto incluye la diversidad dentro de las especies, entre las
especies y de ecosistemas." De alli surge el concepto de mega diversidad, con el cual se califica a
aquellos paises en cuyos territorios se encuentra mas del 70% de la biodiversidad global,
incluyendo vida terrestre, marina y de aguas dulces.

El manejo inadecuado de los recursos naturales por parte de la humanidad afecta la biodiversidad al
producir la degradacion, la destruccion y la fragmentacion de los habitats, la introduccion de
especies invasoras y la explotacion excesiva de especies, ha llevado a la extincidn de especies. La
pérdida de estas disminuye la capacidad de los ecosistemas para mantener funciones tan
importantes como la provision de agua, de recursos forestales y de alimentos (Dirzo et al., 2014).

La evaluacion del riesgo de extincion de especies es fundamental para su conservacion. El saber
cuales especies se encuentran en riesgo y las causas de amenaza permite orientar las acciones de
conservacién de manera apropiada y efectiva (Rodrigues et al., 2006). Estas evaluaciones de riesgo,
publicadas en documentos llamados listas o libros rojos, sirven de soporte a la definicion de
prioridades de conservacion, la declaracion de areas protegidas, la formulacion de politicas, el
disefio de planes de conservacion, la asignacion de recursos econdmicos, la orientacion de procesos
de educacién y la generacidn de conciencia publica sobre la vulnerabilidad de la naturaleza (UICN,
2003). La evaluacion periodica del riesgo de extincidn de las especies es indispensable para
determinar el progreso o el retroceso en el estado de las especies y, por lo tanto, la efectividad de
las politicas de conservacion. Las categorias en las cuales se clasifica a las especies una vez
evaluadas son las siguientes: extinta (EX), extinta en vida silvestre (EW), en peligro critico (CR), en
peligro (EN), vulnerable (VU), casi amenazada (NT), datos insuficientes (DD) y preocupacion menor
(LC). Las especies en las categorias CR, EN y VU se consideran amenazadas. Por ultimo, hay
muchas especies que no han sido evaluadas (NE) (IUCN, 2001, 2012).
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Colombia ha sido un pais muy activo en la evaluacion del riesgo de extincion de sus especies de
floray fauna. Entre el 2002 y el 2007, se publicaron 15 libros de especies amenazadas de plantas y
animales terrestres, marinos y dulceacuicolas. En la segunda década del siglo XXI se publicaron tres
nuevos libros rojos: peces dulceacuicolas (Mojica et al., 2012), aves (Renijifo et al., 2016), y peces
marinos (Chasqui et al., 2017), en los cuales se volvid a evaluar el riesgo de las especies de esos
grupos taxonémicos.

Colombia se encuentra catalogada dentro del grupo de los 14 paises que alberga el mayor indice de
biodiversidad en la tierra denominada paises megadiversos compartiendo esta categoria con,
Argentina, Bolivia, Brasil, China, Costa Rica, Ecuador, India, Indonesia, Kenia, México, Peru,
Sudéfrica y Venezuela. La diversidad de peces dulceacuicolas y marinos en Colombia es muy
elevada, por las enormes extensiones de las diferentes cuencas fluviales, para los peces
dulceacuicolas, Colombia posee 1.437 especies (Figura 1), se desconocen cuantas de estas
especies son endémicas para los paises mega diversos, esto nos ubica en el segundo pais mas rico
en diversidad de especies después de Brasil, quien ocupa el primer lugar y seguido de Indonesia
quien ocupa el tercer puesto de lo anterior, los paises de Argentina, Bolivia, México, Sudafrica, Kenia
Ecuador y Costa Rica no se conocen los valores de la riqueza de su diversidad. Segun Mojica et al.,
2012, 34 especies se encuentran amenazadas, asi (EN) en peligro 10 especies, (CR) en peligro
critico 2 como Prochilodus magdalenae (Bocachico del Magdalena) y Pseudoplatystoma fasciatum
(Bagre rayado) (VU) vulnerables 22 especies y se encuentra categorizada con extinta (EX)
Rhizosomichthys totae llamada comunmente pez graso endémico de la Laguna de Tota en Boyaca.

FIGURA N° 1. Riqueza de las especies de peces dulceacuicolas

2.000

1.500

1.000
v I . l
0

China Brasil India Colombia Indonesia Perui Venezuela

Fuente: Estado del conocimiento de la biodiversidad en Colombia y sus amenazas. Consideraciones
para fortalecer la interaccion ciencia-politica, 2011.

Dentro de las causas que estan amenazando directamente a las especies que habitan el territorio
colombiano, tenemos: distribucion restringida de las especies, pesca comercial, alteracion de
habitats, caza, fragmentacion de las poblaciones, actividades agricolas, deforestacion, actividades
ganaderas, comercio-caceria, extraccion maderera, cultivos ilicitos, contaminacion, mineria,
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destruccion de humedales, erosion, especies introducidas, desastres naturales, cambio climatico,
pesqueria industrial de altamar, desconocimiento de la especie, comercio internacional de pieles.

La Politica nacional de biodiversidad (PNB) establece la necesaria participacion de institutos y
centros de investigacion, corporaciones autbnomas regionales y otras entidades, para el desarrollo
de la estrategia del conocimiento de la riqueza bioldgica de un pais.

Conocer la biodiversidad debe generarse en los colegios y universidades con el establecimiento de
programas eficientes de educacion, basados en la investigacion y con un fuerte componente
taxondémico y ecologico en los diferentes niveles de la biodiversidad, usando como principal
herramienta el trabajo de campo, para que el estudiante no solo construya una vision analitica sino
ademas coherente con las realidades multidimensionales.

Las estrategias de conservacion incluyen la reduccion de los procesos que involucran pérdida de los
recursos naturales por actividades antropicas, la restauracion de ecosistemas, la conservacion y
recuperacion de poblaciones de especies silvestres amenazadas o vulnerables y finalmente la
promocion de planes de conservacion de especies in situ. Lamentablemente, la situacion de la
conservacién de la biodiversidad en Colombia se torna afio tras afio mas dificil ya que diariamente
se aceleran los problemas ambientales y se pierden mas habitats y poblaciones naturales.

La aplicacion de la biotecnologia reproductiva ha sido vista también como una herramienta capaz de
contribuir potencialmente a la conservacién de las especies, soportando la viabilidad de las
poblaciones existentes a través del mantenimiento genético. La posibilidad del establecimiento de
Bancos de Recursos Genéticos para la conservacion de las especies salvajes y de interés agricola y
floral, ha sido sugerida como una estrategia para contribuir con este propédsito (Watson & Holt,
2001).

Una de las especies que requiere medidas de proteccion y conservacién en Colombia es el pez
capitan de la sabana Eremophilus mutisii, una especie emblematica a nivel de la ictiofauna para el
altiplano Cundiboyacense habita principalmente en la cuenca del rio Bogota y sus afluentes. Desde
el punto de vista ecoldgico, el capitan de la sabana es el bagre de mayor tamafio en aguas
continentales frias, cuyo nicho ecoldgico consiste basicamente en alimentarse de pequefios
insectos, anélidos y crustaceos acuaticos y en ocasiones, filtrar materia orgénica que encuentra en
los fondos de lagos, embalse y rios. Esto ultimo lo constituye en una especie bentdnica que
descontamina las aguas y juega un rol preponderante en el funcionamiento de las redes o cadenas
troficas (Bastidas & Lemus, 2014).

Como amenaza a esta especie esta su distribucion restringida. El deterioro del habitat del capitan de
la sabana se debe a la disminucién en la calidad y en la cantidad de las aguas del altiplano debido a
los problemas de contaminacion, a la pérdida de cobertura vegetal en las cabeceras de rios y
quebradas, desecacion y uso indebido de los recursos hidricos (Mojica et al., 2012). En la actualidad
solo existen estudios parciales referentes a la biologia reproductiva de la especie, y no existe
protocolo de crioconservacion de semen lo que constituye una debilidad y se torna como un punto
de partida para la implementacién de programas y protocolos de reproduccidn en cautiverio.
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El Capitan de la Sabana, paso de ser una especie catalogada como casi amenazada en el 2002 a
vulnerable en el 2012 debido a que enfrenta un riesgo de extincién alto, como consecuencia de la
deforestacion, la contaminacion de su habitat, la sobrepesca y la introduccion de especies invasoras.

Si no actuamos de manera urgente con la recuperacion del capitan de la sabana, inevitablemente se
puede perder esta especie ictica representativa para Colombia, lo que a su vez va a generar un
impacto negativo en la dinamica de los ecosistemas acuéticos y en la economia de aquellas familias
que dependen de la pesca para subsistir. Es por esto, que debemos desarrollar e implementar
cuanto antes, estrategias que contribuyan a preservar su material genético y restablecer sus
poblaciones. Razoén por la cual, contribuimos con el Programa Nacional para la conservacion de la
especie endémica de Colombia pez capitdn de la sabana (Eremophilus mutisii), segun este
programa se deben desarrollar estudios, investigaciones y tesis de pregrado o postgrado para
profundizar sobre los aspectos basicos y complementar la informacion de linea base de la especie
en temas como aspectos tréficos, reproductivos, genéticos, de crecimiento y dindmica poblacional
(Rojas et al., 2018).

En Colombia, instituciones de caracter publico y privado orientadas al fortalecimiento de la
investigacion y conservacion de los recursos genéticos han establecido bancos de germoplasma,
combinando métodos de conservacién tanto in situ como ex situ, y a través de la crioconservacion
de células. El Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos IALL, considera a la
crioconservacion seminal, como una de las estrategias para la conservacion de especies icticas
nativas de la Orinoquia Colombiana y para el fortalecimiento de la investigacion en estas especies
(Medina et al., 2006).

Las investigaciones en crioconservacion se han llevado a cabo en los diferentes tipos de células de
los peces, tales como, espermatozoides, células somaticas, células germinales, espermatogonias,
ovocitos y embriones. Sin embargo, el tipo de célula que mejor responde a la crioconservacion son
los espermatozoides, ya que, ademas de ocupar menos espacio, debido a su pequefio tamafio, son
relativamente mas resistentes al enfriamiento. Segun Fernandez et al. (2009), el objetivo principal de
la crioconservacion de espermatozoides es “mantener su viabilidad y funcionalidad durante largos
periodos de tiempo” (Medina et al., 2020).

A nivel mundial se registra la criopreservacion de semen en mas de 200 especies de organismos
acuaticos (Woelders & Hiemstra, 2011). Sin embargo, en Colombia, los estudios de crioconservacién
de semen de peces nativos son recientes obteniendo protocolos de crioconservacion de cachama
blanca Piaractus brachypomus (Navarro et al., 2004), yamu Brycon amazonicus (Cruz-Casallas et
al., 2006), bagre rayado Pseudoplatystoma metaense (Ramirez-Merlano et al., 2011), con resultados
satisfactorios. La combinacion dptima de crioprotectores no esta generalizada y varia con respecto a
la especie, por ello, se deben evaluar las diferentes combinaciones y concentraciones hasta
encontrar la formulacion que proporcione mas efectos positivos sobre la calidad seminal post
descongelacion (Viveiros & Godinho, 2009).

El uso de semen congelado es un medio practico para aumentar el tamafio genéticamente efectivo
de las poblaciones y mantener su diversidad genética, especialmente de aquellas mantenidas en
cautiverio. Ademas, aumenta la posibilidad de reproduccion por fuera de la estacion reproductiva,
facilita el movimiento e intercambio de material genético entre productores, mejora la eficiencia en la
utilizacion de los parentales y contribuye a disminuir la presién sobre las poblaciones silvestres
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ejercida por los piscicultores en procura de nuevos sementales (Medina et al., 2005).

La eficiencia de un protocolo de crioconservacion seminal se determina mediante la evaluacion de la
calidad post-congelacion, para comprobar que efectivamente la viabilidad de los espermatozoides se
haya mantenido (Cabrita et al., 2010).

El éxito en la criopreservacion de semen podra facilitar los procesos de reproduccion de la especie
en cautiverio, promoviendo su piscicultura a escala comercial, posibilitar su repoblamiento para
mantener la poblacién de individuos en los rios que ha sufrido acciones antropicas y también podra
ser Util para aplicacion de metodologias para manipulacion genética, asi como para la seleccion de
planteles de reproductores y la formacidn de un futuro banco de genes.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar diferentes métodos de criopreservacion de
espermatozoides de Capitan de la Sabana E.mutisii.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar diferentes métodos de criopreservacion de espermatozoides de Capitan de la Sabana E.
mutisii.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las caracteristicas seminales macroscopicas y microscopicas de Capitan de la
sabana E. mutisii.

Evaluar el uso de diferentes crioprotectores para establecer un protocolo de criopreservacion de
semen de capitan de la sabana E. multisii.

Evaluar el efecto de diferentes diluyentes, para la criopreservacion de semen de capitan de la
sabana E. mutisii.
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CAPITULOIL.
REVISION DE LITERATURA

En este capitulo se describen las caracteristicas anatomo-fisioldgicas del capitdn de la sabana
Eremophilus mutisii y se profundiza en la crioconservacion de semen en los peces y las técnicas a
utilizar.

2.1 Generalidades de la especie

El naturalista aleman Alexander Von Humboldt (1805), realiza la descripcién del género Eremophilus
y dentro de este, bautiza como Eremophilus mutisii, a una especie de pez encontrada en el Rio
Bogota, Humboldt lo describe como un pez raro que habita las aguas frias de rios y aguas tranquilas
de la sabana del nuevo Reino de Granada. El término Eremophilus significa “amante de la soledad”,
debido a su condicién de habitante solitario de las grandes alturas geograficas de los Andes y
particularmente del altiplano; y el término mutisii fue establecido por Humboldt en reconocimiento al
trabajo del sabio José Celestino Mutis, responsable de la Real Expedicién Botanica en aquella época
(Mojica et al., 2012).

2.2 Clasificacion taxonémica

Reino : Animal
Phyllum : Cordata
Subphyllum : Vertebrata

Clase : Peces - Osteichthyes
Subclase - Actinopterigii
Superorden : Teleosteica

Orden : Siluriformes

Familia : Trichomycteridae
Género : Eremophilus
Especie . E. mutisii

2.3 Descripcion morfologica

El Capitan de la Sabana Eremophilus mutisii es la especie mas grande de la familia
Trichomycteridae, presenta un cuerpo cilindrico y fusiforme (Mojica et al., 2002). Tiene aspecto
serpentiforme, es carente de escamas, de cabeza aplanada con dos pares de narinas separadas
entre si y tres pares de barbillones tactiles; sus 0jos son pequefios en proporcion con la cabeza y se
encuentran cubiertos por una membrana semitransparente. La especie se caracteriza por carecer de
aletas pélvicas, contando con la presencia de cinco aletas: una dorsal, dos pectorales, una anal y
una caudal tipo homocerca. Sus tallas oscilan entre 25 y 30 c¢m, siendo las hembras mas grandes
que los machos (Bastidas y Lemus, 2014). La coloracidén de la especie es variable, pasando por
verde oscuro y negro con pigmentaciones amarillas o blancas y ornamentaciones negra vermicular,
hasta en ocasiones alcanzar tonalidades rosada, azulosa o dorada (Lemus Portillo et. al.,2017). Se
caracteriza también por tener espinas en los opérculos no muy visibles. La talla maxima reportada es
de 32 cm, sin embargo, se estima que puede llegar a 50 cm. Puede pesar entre 200 -500 gr (Prieto
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etal., 2017).

También es conocido como capitan rey debido a unas coloraciones en su piel un poco mas claras o
albinas (Mojica et al., 2012). Ha sido catalogado en el Libro Rojo de los Peces en el 2002 como
especie “casi amenazada” y en el 2012 como especie “vulnerable” (Mojica et al., 2012).

FIGURA N° 2.Cuerpo Capitan de la Sabana Eremophilus mutisii.

Fuente: https://www.iagua.es/noticias/colombia/dicyt/15/07/17/pez-capitan-repoblara-aguas-
altiplano-cundiboyacense.

2.4 Importancia de la especie

El pez Capitan de la Sabana es una especie emblematica a nivel de la ictiofauna para el altiplano
Cundiboyacense, principalmente en la cuenca del rio Bogota y sus afluentes. Fue la primera especie
de pez de agua dulce descrita cientificamente para Colombia por Alexander von Humboldt en el afio
de 1805. Los pobladores y residentes de la zona de influencia del pez capitan lo capturan con
frecuencia en embalses y lagunas como el Sisga, Neusa, Fuquene, Suesca, Palacio y Cucunuba
entre otros cuerpos de agua; y hace parte de su dieta nutricional, actividad tradicional desde la
época indigena y colonial, que se mantiene en la actualidad (Bastidas & Lemus, 2014).

Por otra parte, con relacion a los nombres vulgares que se le han asignado a la especie en el
Altiplano Cundiboyacense estan: Capitan, Capitan de la Sabana, Pez Capitan, Pez Negro, Lagunero
y Guamurijicd o Chimbe (en vocablo Muisca); mientras que en el departamento de Narifio se le llama
Barbudo (Bastidas & Lemus, 2014).

El Capitan de la Sabana es un recurso hidrobioldgico con potencial uso para el consumo local. El
empleo de artes y métodos pesqueros inapropiados y la ausencia de una implementacién especifica
de vedas y planes de manejo han impedido desarrollar acciones efectivas para la proteccién y
conservacion de la especie (Mojica et al., 2012).
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2.5 Habitat

El pez Capitan de la Sabana es una especie endémica de Colombia de la cuenca del Magdalena,
distribuida naturalmente en el altiplano Cundiboyacense (Maldonado - Ocampo et al., 2008); entre
los 2500 y los 3100 msnm, donde la temperatura no sobrepasa los 18 a 20 °C. Esta especie fue
trasplantada en el siglo pasado al lago de Tota, a la laguna de La Cocha y a otras regiones de aguas
frias del pais, para que sirviera como alimento a la trucha. También fue trasplantada a los cuerpos
de agua de Ubaté, Chiquinquira y el valle de Tundaza, asi como en la laguna de Fluquene (cuenca
del rio Suarez) en donde la poblacion ha disminuido (Mojica et al., 2012).

Es caracteristico de aguas lenticas como lagos, lagunas, areas de inundacion del rio Bogota,
humedales y embalses se registra su presencia por encima de los 2.700 m.s.n.m. En estos lugares,
el Capitan prefiere los fondos lodosos producto de la sedimentacién natural. En estos ambientes
lenticos los peces realizan, en ocasiones, migraciones a lo largo de la columna de agua, desde el
fondo hacia los litorales, como sucede en el Embalse del Neusa y en la Laguna de Tota; por lo cual
suelen encontrarse bajo la vegetacion flotante o emergente, seguramente en busca de nuevo
alimento, como estrategia reproductiva u oportunidades para tomar aire atmosférico, cuando el
oxigeno disuelto en el agua llega a niveles inferiores a 2,5 mg/L (Bastidas & Lemus, 2014).

En cuanto a las condiciones de oxigeno que demanda la especie, se resalta que el pez Capitan de la
Sabana es tolerante a concentraciones de oxigeno disuelto menores de 2,5 mg/L, siendo esta una
condicion limitante para la permanencia de especies en los ecosistemas, ya que se encuentra dentro
del rango de hipoxia (Lemus-Portillo et al., 2017).

Esta especie ha sido afectada por la pesca y la disminucion, transformacion y degradacion de su
habitat, en donde factores como la sedimentacién, la desecacion y el mal uso del recurso hidrico han
contribuido a esta pérdida, afectando la poblacion de Capitan de la Sabana (Valderrama et al.,
2007).

En el Distrito Capital, cabe mencionar que en sus ecosistemas lenticos del tipo humedales no se

reporta actualmente la presencia de la especie (Bastidas & Lemus, 2014); situaciéon que hace 50
afios no se presentaba.
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FIGURA N° 3. Puntos de registro de Eremophilus mutisii reportados por el programa nacional
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Fuente : Programa Nacional para la conservacion de la especie endémica de Colombia pez Capitan
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2.6 Comportamiento

Son individuos territoriales, de habitos bentdnicos y actividad nocturna. Consume detritos,
crustaceos, moluscos, anélidos, insectos, larvas de insectos, huevos de otros peces, algas y restos
vegetales. Lo podemos encontrar en diversos cuerpos de agua como el lago de Tota, las lagunas de
Cucunuba, Palacio, Fuquene y Suesca, los embalses del Neusa, Sisga, Mufia y Tominé, los rios de
Bogota, Ubaté, Suarez, Frio y Chicamocha y en riachuelos como el Neusa, Siecha, Lenguazaque,
Susa, Subachoque y Checua. Aunque la mayor densidad poblacional se registra en las lagunas de
Suesca, el lago de Tota y el embalse del Neusa (Bastidas & Lemus, 2014).

Segun informacién suministrada por campesinos que habitan el tramo del Rio Frio en el municipio de
Cajica (quienes lo pescan con frecuencia), coinciden en que el pez Capitan permanece por largos
periodos de tiempo, enterrado en el lodo del lecho del rio, prefiere aquellos lugares donde existen
grandes arboles en el litoral, cuyas raices proporcionan cavidades para que ellos se refugien y
consigan alimento.

2.7 Amenazas de la especie

Las principales amenazas de la especie radican en el deterioro de su habitat, debido a la
disminucién en la calidad y cantidad de las aguas en distintos ecosistemas del altiplano
Cundiboyacense, pérdida de la cobertura vegetal a nivel de sus rondas hidricas y de bosque ripario,
problemas de contaminacién y uso indebido de los recursos hidricos e hidrobioldgicos (Mojica et al.,
2012).

Se considera que el principal competidor del Capitan de la Sabana es el hombre, puesto que hace y
ha hecho histéricamente, presa a esta especie para complementar su dieta alimenticia. Asi mismo,
las especies introducidas compiten principalmente por territorio y alimento. Entre los bidlogos existe
una amplia discusion frente a si especies no nativas como la trucha o la carpa, altamente exitosas en
su adaptacién, han sido responsables de la disminucion de las poblaciones de Pez Capitan
(Bastidas & Lemus, 2014).

En la actualidad, las condiciones ambientales y de habitat para la especie se encuentran alteradas,
ya que la mayoria de los cuerpos de agua del pais han venido sufriendo en los ultimos afios
marcados procesos de contaminacion y de eutrofizacion (Mojica et al., 2012).

Rodriguez et al (2006) y Rosado et al (2007) realizaron una revision sobre las aguas contaminadas,
en la cual tocan, entre otros aspectos, el impacto de los metales pesados sobre el Pez Capitan en la
cuenca alta del rio Bogota. En el primer informe se evalué el efecto toxico de los metales pesados
como cadmio, plomo, cobre, hierro, zinc, magnesio, manganeso y cromo, en el agua y en la
musculatura de E. mutisii; en muestras provenientes de un tramo del rio Bogota, correspondientes a
la zona situada entre Villapinzén y Suesca, con registros de concentraciones por encima de los
limites permitidos por la Environmental Protection Agency (EPA) y que podrian estar generando
problematicas ambientales de bioacumulacion (Bastidas & Lemus, 2014). El segundo informe
proporciond datos sobre la probabilidad de que los metales pesados en el rio Bogota no se diluyen
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en el agua, sino que se depositan en los sedimentos y provocan una alta toxicidad en el ambiente,
que posteriormente genera procesos de bioacumulacién en las especies acuaticas que los habitan.
Para el caso del Pez Capitan, este proceso de bioacumulacién de metales pesados puede ocasionar
dafios inducidos en el musculo y las branquias de algunos los animales (Benavides, 2005).

FIGURA N° 4. Arbol de problemas Eremophilus mutisii reportados por el programa nacional para
la conservacién de la especie endemica de Colombia
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Fuente: Plan de conservacion y manejo del pez capitan de la sabana (Eremophilus mutisii) en la
jurisdiccién CAR, 2018

2.8 Adaptacion al Cautiverio

Actualmente no se ha establecido un paquete tecnoldgico para el capitan de la sabana; sin embargo,
esta especie no es muy exigente en calidad de aguas, este puede sobrevivir en cautiverio con los
siguientes parametros: Temperatura promedio: 14°C + 1, oxigeno disuelto: 6,2 + 1 mg/l, pH: 7,9 £ 1,
conductividad: 120,8, presion atmosférica: 564,4mmHg (Prieto et al., 2017).
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FIGURA N° 5. Capitan de la sabana Eremophilus mutisii, mantenidos en cautiverio Universidad
de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A.

Fuente : Propia Diana Marcela Urrego G.

2.9 Aspectos patoldgicos

Rodriguez et al., (2005), realizaron una evaluacion preliminar de las patologias cutaneas asociadas
con la aclimatacion en cautiverio del capitan, proveniente de la Laguna de Fuquene. De las lesiones
y del agua aislaron las bacterias Pseudomona spp. y Escherichia coli, y encontraron que el cuadro
patoldgico se asocia con factores de estrés. Al final dan algunas recomendaciones para disminuir la
mortalidad en cultivo. No obstante, con lo anterior, es necesario proponer estudios de caracter
microbiol6gico para la especie, con el fin de establecer los microorganismos que hacen parte de su
biota natural.

2.10 Aspectos reproductivos

El Capitan de la Sabana presenta dimorfismo sexual secundario, donde las hembras poseen
tamafios mayores a los machos. En ese sentido, (Benavides, 2005) confirma esta afirmacién en el
Lago de Tota, donde las hembras de Eremophilus mutisii alcanzan tallas maximas de 300 mmy los
machos llegan hasta tallas maximas de 282 mm. La subienda, se realiza normalmente en horas de
la noche, caracterizada por la presencia de un gran numero de machos y hembras en la zona litoral,
donde se realiza la actividad de cortejo y fertilizacion de ovas (Rosado et al., 2007; Bastidas &
Lemus, 2014). A pesar de que la especie se reproduce todo el afio, se reportan picos de mayor
intensidad que coinciden con los meses lluviosos (Cala, 1986; Rodriguez et al., 2006 y Rosado et al.,
2007).
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Es una especie dioica y ovipara, que se caracteriza por la produccién de ovas (huevos) por parte de
las hembras, que son fecundadas de manera externa, con el esperma de los machos. Esta especie
puede reproducirse durante todo el afio, sin embargo, se ha observado que el desove y fertilizacion
de los huevos aumenta durante los periodos de lluvia (marzo-mayo y septiembre-noviembre) cuando
el nivel del agua es mayor. Una hembra puede colocar entre 10.000 y 50.000 huevos, esto
dependiendo de su tamafio (Mojica et al., 2012). Los huevos son esféricos de aproximadamente
1mm de diametro, de color verde claro u oliva y presentan abundante vitelo. En cuanto a la
temperatura promedio de incubacion, Marcucci (2004) considera 16 °C aproximadamente. El
desarrollo embrionario dura alrededor de 72 horas post fertilizacion y se estima que la duracion de
las primeras etapas de desarrollo comprende, los estadios de larva, desde el dia 1 post eclosion al
dia 10, post larva desde el dia 11 post eclosion hasta el dia 46 y alevinos desde el dia 47 post
eclosién hasta los 6 meses (Prieto et al., 2017). La etapa juvenil comprende desde el mes 6 hasta el
afo, para finalmente alcanzar la etapa adulta posterior al afio de vida (Bastidas & Lemus, 2014).

El aspecto normal del espermatozoide de Capitan de la Sabana, posee cabeza en forma ovoide,
levemente mas ancha que larga, posee un didmetro que varia entre 1.2 y 1.8 micras; el flagelo
posee una longitud de 20 a 30 veces mayor que la cabeza 37 micras, el espermatozoide de capitan
no presenta acrosoma, debido a que los huevos de los peces poseen micropilo por el cual el
espermatozoide alcanza el interior del ovulo (Montejo et al., 2002).

En cuanto a los testiculos del Capitan de la Sabana, Del Castillo y Garzon (1985), encontraron que
se trata de un o6rgano compacto bilobulado, de color blanco marfil con abundantes vasos
sanguineos, que ocupa aproximadamente el 60% de la cavidad abdominal. Cala (1986) describi6 en
el embalse del Neusa los cambios histomorfoldgicos testiculares de E. mutisii durante su ciclo
reproductivo anual; y encontrd que se producian cuatro estadios que los definié como: formacién de
agregados de espermatogonias, formacién de espermatocitos, espermatides y finalmente
espermatozoides.

2.11 Generalidades del semen de Capitan de la Sabana

En casi todas las especies, la anatomia de los espermatozoides consiste en tres segmentos:
cabeza, pieza media y flagelo. La cabeza de acuerdo con la especie varia en la forma y el tamafio
(Ciereszko et al., 2017), es casi esférica con un collar que forma la pieza media donde se
encuentran los centriolos y mitocondrias, en la mayoria de los teledsteos es ausente el acrosoma,
debido a la presencia del micrépilo en el dvulo. La pieza media esta sujetada a la cabeza de los
espermatozoides, constituida principalmente por mitocondrias que contribuyen con la energia
mediada por el ATP, para el movimiento flagelar hay dos centriolos, el proximal y distal que durante
la espermiogénesis utilizaran uno o los dos centriolos como cuerpo basal para originar uno o dos
flagelos respectivamente. El flagelo, es el aparato motil para alcanzar y penetrar el 6vulo por el canal
micropilar, en su mayoria esta constituido por el axonema en arreglo de nueve pares de
microtUbulos periféricos y un par central llamado complejo 9+2 que esta recubierto por la membrana
plasmatica, y confiere forma de cinta o de remo (aletas flagelares), que, de acuerdo a Tabares et al.,
(2005), posiblemente es una ventaja evolutiva para favorecer el movimiento del espermatozoide en
el medio acuoso (Lépez, 2017).
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FIGURA N° 6. Caracteristicas del espermatozoide en peces
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Fuente: Prieto Mojica, 2007

El semen esta compuesto por el plasma seminal y por los espermatozoides. La concentracién de los
componentes del plasma seminal puede variar de individuo a individuo dentro de una misma
especie. Cabe destacar que su funcion es proveer un ambiente 6ptimo para el almacenamiento de
los espermatozoides dentro y fuera de los testiculos (Cierreszko, 2000).

El espermatozoide es el tipo de célula mas diversa morfologicamente, inclusive entre ejemplares de
la misma especie. Los espermatozoides de los peces son generalmente mas pequefios que los
espermatozoides de otros grupos de animales y se caracterizan por carecer de acrosoma, a
excepcion de los espermatozoides de los esturiones en peces 6seos y de todas las especies de
peces cartilaginosos. En general, el diametro de la cabeza esférica o alargada de los
espermatozoides de los peces oscila entre 3 - 4 um, mientras que el del flagelo es de tan solo
aproximadamente 0.5 um (Boryshpolets et al., 2018).

La gran diferencia con el esperma de los mamiferos radica en que la secrecion espermatica de los
peces permanece inmovil en la génada y al ser expulsada, su movilidad se activa cuando entra en
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contacto con el agua, debido a la disminucion de la presidn osmética y por la disminucién de las
altas concentraciones de potasio existentes en la secrecion testiculares a este proceso de le
denomina activacion (Billard et al.,1995).

Sobre la evaluacion de semen en peces, el interés ha sido dirigido tanto a la definicion de
parametros con fines de manejo en especies de interés comercial, como en la determinacion de las
caracteristicas del mismo en especies nativas, con potencial de cria o conservacién. A nivel
reproductivo, Cala (1986) describe la espermatogénesis de E. mutisii en cuatro estadios: formacion
de agregados de espermatogonios; maduracion o formacién de espermatocitos, espermatides y
espermatozoos; espermatozoos maduros viables; periodo de involucién (Montejo et al., 2002).

Para poder obtener éxito en el proceso de congelamiento de semen, es preciso tener un material
fresco y de buena calidad, aliado a una apropiada técnica de crioconservacion. La calidad del semen
puede ser afectada por condiciones adversas, tanto en el proceso de espermatogénesis,
almacenamiento intratesticular, asi mismo por el tiempo de permanencia de los espermatozoides en
los testiculos (Cierreszko, 2000).

FIGURA N° 7. Colecta de semen Capitan de la Sabana Eremophilus mutisii

|

Fuente: Propia Diana Marcela Urrego G.

2.12 Caracteristicas del semen de los peces
2.12.1 Volumen seminal

Un gran volumen de semen es deseable porque facilita el manejo de los ejemplares y la
manipulacion de los gametos. Esta reportado que inducir hormonalmente a los ejemplares
incrementa el volumen de esperma. Por lo general, la hormona aplicada es la hipéfisis de carpa,

27



aunque también se han realizado experimentos con la gonadotropina coridnica humana (hCG) y la
hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) (Viveiros & Godinho, 2009). Los peces deben
preferiblemente anestesiarse y secarse con una tela para evitar el contacto con el agua y heces
fecales, ya que esta activa la motilidad de los espermatozoides.

El semen se mide directamente dentro de un recipiente de recoleccion, por lo cual se recomienda
siempre utilizar un tubo aforado para recibir el semen. Esta caracteristica se expresa en mL y su
valor puede utilizarse posteriormente para calcular el nimero de espermatozoides presentes en la
muestra, asi como la cantidad de espermatozoides obtenidos por kilogramo de reproductor. La
cantidad de semen producida por un reproductor depende de muchos factores, incluyendo desde la
especie hasta la habilidad para hacer la extraccién (Cruz-Casallas et al., 2005).

La literatura describe que el volumen seminal promedio para los peces cautivos de Capitan de la
sabana es de 0.08 ml £ 0.04, con un volumen maximo de 0.22 ml y un minimo de 0.04 ml. El
volumen seminal promedio para ejemplares silvestres fue de 0.81 £ 067, con un volumen maximo de
2.5 mly un minimo de 0.1 ml (Montejo et al., 2002).

2122 pH

El pH intra o extracelular de teledsteos marinos y dulceacuicolas es reconocido como un importante
regulador de la motilidad espermatica (Marian et al., 1997). El pH en las soluciones activadoras de la
motilidad espermatica también afecta de distintas maneras la actividad flagelar del espermatozoide
dependiendo de la especie (Cosson et al., 1999).

En los ejemplares de capitan de la sabana mantenidos en cautiverio el pH vari6 entre 6.8 y 7. El pH
encontrado en animales silvestres presento un valor medio de 7.3, con valor maximo de 7.8 y un
minimo de 6.4. Es interesante resaltar que el pH del semen en los peces silvestres resultd ser
ligeramente alcalino (Montejo et al., 2002).

2.12.3 Porcentaje de motilidad

El pardmetro mas utilizado para la evaluacion seminal es la motilidad y, dentro de esta variable, las
células espermaticas presentan caracteristicas, como, por ejemplo: el inicio, duracion y parada de la
motilidad (Cosson et al., 2000).

La motilidad de los espermatozoides puede evaluarse mediante estimacion subjetiva por
microscopia Optica y expresarse como porcentaje de motilidad (Ramalho-Santos et al., 2007), con
base en ese porcentaje, el semen puede clasificarse en cinco categorias de calidad seminal, desde
la Categoria 1 (0 - 20% de células moviles) hasta la Categoria 5 (80 - 100% de células méviles)
(Boryshpolets et al., 2018). Por su parte, la duracién de la motilidad se determina cronometrando el
tiempo transcurrido en segundos, desde la activacion de los espermatozoides hasta la suspension
del movimiento (Cruz-Casallas et al., 2006).

2.12.4 Tiempo de activacion

Esta variable es evaluada junto con la motilidad, cronometrando el tiempo transcurrido desde el
momento en que se adiciona al semen la solucién activadora, hasta la verificacién de ausencia de

28



motilidad espermatica en la muestra. La duracion de la movilidad espermatica varia ampliamente
entre las especies de peces (Cruz et al., 2005).

El tiempo de motilidad o periodo de actividad de los espermatozoides posterior a su activacion con
un medio acuso, se ha venido expresando en términos de tiempo que es medido particularmente en
segundos o minutos, este parametro inicia desde el momento en que los espermatozoides son
activados con agua o fluido ovarico, hasta la disminucion o cese total del movimiento flagelar. Para
la evaluacion de la motilidad, es recomendable emplear una dilucion alta o volumen mayor de agua
(o activador) en relacion con el volumen inicial de la muestra de semen, hecho que sincroniza la
activacion de los espermatozoides de lo contrario, se puede presentar incertidumbre en la motilidad
observada ya que la activacién podria ser heterogénea (Arias-Rodriguez, 2001).

Los tiempos de activacion del capitan de la sabana fueron medidos desde el momento en el que se
activo el esperma con el agua, hasta que los movimientos cesaron por completo. Los ejemplares
mantenidos en cautiverio registraron un valor medio de 5.25 +2.54 min, con valores maximos
superiores a 10 y un minimo de 2.2 minutos. Para peces silvestres, el valor medio fue de 4.16+2.16
min, presentando valores maximos superiores a 10 y un minimo de 2.05 min (Montejo et al., 2002).

2.12.5 Concentracion espermatica

La concentracién espermatica indica el nimero de espermatozoides contenidos en un mililitro
(spz/ml) o un microlitro (spz/pl) de semen. La concentracion espermatica estd muy influenciada por
la induccion hormonal, ya que en los peces inducidos la concentracion espermatica disminuye a raiz
de un significativo aumento del liquido seminal. Por ende, existe una correlacion negativa entre la
concentracion espermatica y el volumen seminal. Por otro lado, existe una correlacion positiva entre
la concentracion espermatica y el espermatocrito, que es un indicador de densidad seminal. El
espermatocrito es el porcentaje de material sélido empaquetado en el semen después de la
centrifugacién (Cruz-Casallas et al., 2006).

El método méas comun para la medicion de la concentracidon seminal es el método del hemocitometro
basado en microscopia Optica, que consta de un recuento celular en camara de Neubauer, luego de
inmovilizacion con una solucién fijadora la cual esta a base de bicarbonato, formol y agua destilada.

Varios factores pueden afectar la concentracion espermatica de los peces, entre los cuales se
pueden mencionar los factores ambientales y la época de la estacion reproductiva. La concentracion
espermatica es una de las medidas cuantitativas mas importantes utilizadas en la investigacion y la
rutina de la evaluacion del semen de peces de fecundacion externa e interna, para maximizar el
aprovechamiento del material fecundante y para asi obtener mejores resultados en la fertilizacion
(Silveira, 1990).

Los peces producen cantidades viables de gametos. En algunas especies, el macho produce 100
billones de espermatozoides/afio/kg de peso corporal 0 mas de 1 X 109 espermatozoides/gramo de
testiculo/dia, siendo diez veces mayor de la produccion relatada en mamiferos (Billard, 1995).

Se estimd una media de 22.516 millones de espermatozoides/ml en animales cautivos de capitan de
la sabana y de 21.442 millones de espermatozoides/ml en individuos silvestres, con una diferencia
de casi 1000 millones de espermatozoides (Montejo et al., 2002).
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2.13 Criopreservacion de semen en peces

La criopreservacion es una técnica de conservacion de tejidos, células u otros materiales biolégicos
a muy bajas temperaturas, en la cual los materiales permanecen genéticamente estables y
metabdlicamente inertes (Hafez, 2004). Por medio de este proceso se busca la estabilizacion de las
células a temperaturas de congelacion (-196 °C), en las que se detiene la actividad metabdlica,
permitiendo su preservacion por periodos de tiempo indefinidos (Gonzalez et al., 2001).

La crioconservacion seminal presenta ventajas en términos productivos, estas son: 1) el suministro
de semen a pedido (con fines comerciales), 2) la optimizacion del espacio al disminuir el numero de
reproductores requeridos, 3) la disponibilidad de espermatozoides de buena calidad durante y fuera
de la temporada de desove, 4) la sincronizacion de la disponibilidad de gametos de ambos sexos, 9)
el transporte practico de gametos desde y hacia las fincas, 6) la disponibilidad de espermatozoides
para investigacién y mejora genética (Cabrita et al., 2010).

La tecnologia de crioconservacion (criobiologia) de semen se revoluciond hace 50 afios
aproximadamente, por el descubrimiento del glicerol como crioprotector. Esta importante
observacion facilito la congelacion de espermatozoides y su almacenamiento por largos periodos,
para luego usarlos en programas de inseminacion artificial (Holt, 2000). La crioconservacion del
semen en peces constituye una alternativa biotecnoldgica Util para el almacenamiento de gametos,
facilitando la conservacion de especies en peligro de extincion (Cruz-Casallas et al., 2006).

En la acuicultura, la congelacién de espermatozoides dio inicio con Blaxter en 1953 quien fertilizo
huevos de arenque con semen congelado. A partir de entonces se ha mostrado cada vez mayor
interés por esta practica, principalmente en especies de interés comercial. Con base en las distintas
revisiones bibliograficas, hasta la fecha, se ha intentado la criopreservacion de méas de 200 especies
de peces y crustaceos con resultados favorables, pero variables, por lo que, cada protocolo debe ser
estandarizado de acuerdo con la especie de interés (Nahiduzzaman et al., 2012)

La criopreservacion del semen en peces implica, en primer lugar, mezclarlo con diluyentes que
eviten la activacion espermatica y, segundo la utilizacion de crioprotectores que minimicen el dafio
que producen los cristales de hielo durante la congelacion y descongelacion (Maria et al., 2006). El
dramatico descenso en los stocks naturales de peces y de la presion antropica ejercida sobre los
habitats naturales de las especies, ha generado la creacion de bancos genéticos para la
conservacién de sus genotipos, practica que se ha tornado relevante para la acuicultura (Harvey,
1993).

Los procedimientos de crioconservacion para semen de peces incluyen la disolucion del semen en
una sustancia, un periodo corto de equilibrio, congelaciéon del semen diluido, almacenamiento en
nitrégeno liquido y descongelacion en soluciones apropiadas (Cloud et. al., 1990). La calidad del
semen es también critica para el éxito de la crioconservacién (Billard et al., 1992).

En el proceso de congelacién usualmente se producen dafios en un gran numero de
espermatozoides. Por consiguiente, sélo una pequefia fraccion de estos es viable después de los
procesos de congelacién y descongelacion. Por esta razdn, se requiere de mayor cantidad de semen
crioconservado que de semen fresco (alrededor de 10 veces) para fertilizar un nimero igual de
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ovocitos (Billard et al., 1992).

Segun Medina-Robles (2005), se busca que los diluyentes utilizados en las células espermaticas
deban cumplir las siguientes condiciones:

e Soluciones isotonicas en el plasma seminal cuando es utilizado en refrigeracion para no producir
cambios i6nicos membranales y la consecuente activacion espermatica.

e Tener capacidad tampon con el fin de mantener el pH cerca de la neutralidad.

e Contener en su constitucion una fuente de energia, siendo la glucosa y fructosa las mas
utilizadas.

e Estar libre de bacterias y contaminacion, para lo cual se pueden utilizar antibiéticos en su
composicion, siendo los mas utilizados penicilina G-sddica y sulfato de dihidro estreptomicina.

¢ Aumentar el volumen substancialmente con el fin de poder realizar multiples seminaciones.

e Contener moléculas que protejan a los espermatozoides contra el frio, clasificada en funcién de
su capacidad de atravesar la membrana plasmatica en sustancias crioprotectoras penetrantes y
no penetrantes.

Tanto los diluyentes como los crioprotectores cumplen funciones especificas dentro del proceso de
crioconservacion, teniendo como fin general mantener la viabilidad celular durante un periodo
determinado. Estas sustancias cumplen funciones como incrementar el volumen del eyaculado,
proteger al espermatozoide de la accidn toxica de los productos del metabolismo celular y de los
cambios bruscos de temperatura (Medina et al., 2007).

Hay varios protocolos de congelacion de semen de peces Neotropicales, probados y publicados, sin
embrago, hay mucho trabajo por hacer con el objetivo de perfeccionar la técnica. De manera
general, alrededor del 40 al 90% de los espermatozoides de peces de agua dulce, sufren algun dafio
durante el proceso de congelacion y de descongelacién (Kopeika et al., 2007).

La eficiencia de un protocolo de crioconservacién seminal se determina mediante la evaluacion de la
calidad post-congelacion, para comprobar que efectivamente la viabilidad de los espermatozoides se
haya mantenido (Cabrita et al., 2010).

El éxito en la técnica podra facilitar los procesos de reproduccion de la especie en cautiverio,

promoviendo su piscicultura a escala comercial, y posibilitar su repoblamiento para mantener la
poblacién de individuos en los rios que ha sufrido acciones antropicas.

2.13.1 Crioprotectores y diluyentes

El diluyente de crioconservacion es una solucion en la cual se disuelve el semen previa congelacion.
Consta de la combinacién de un extensor, un crioprotector interno y un crioprotector externo, a un
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pH y osmolaridad dada, donde cada componente del diluyente juega un papel crucial vy
complementario (Carneiro et al., 2012).

El extensor es una solucion con propiedades coligativas, en el cual se disuelven los crioprotectores y
el semen fresco antes de la congelacion. Por lo general, el extensor consta de glucosa o cloruro de
sodio a diferentes concentraciones, aunque, también se reportan formulaciones mas complejas
como los extensores V2E, BTS y Cortland. El agua de coco también ha sido usada con éxito, gracias
a su alto contenido de minerales la solucion de glucosa al 5% es un extensor para crioconservacion
simple, asequible y estable que puede manipularse en granjas de peces sin la necesidad de equipos
de laboratorio complejos, y que esta disponible comercialmente como una solucion estéril. La
glucosa al 5% se ha empleado con éxito para congelar el semen de varias especies nativas de Brasil
como yamu (Brycon amazonicus), sabalo jeton (Prochilodus lineatus), cachama blanca (Piaractus
mesopotamicus) y cachama roja (Piaractus brachypomus) (Viveiros & Godinho, 2009).

Entre las propiedades quimicas y fisicas mas importantes estan la solubilidad al agua y la baja
toxicidad. Los crioprotectores deben ser altamente solubles en agua para alterar las propiedades
fisicoquimicas del agua durante el congelamiento. Su toxicidad si la hay, debe ser menor que su
habilidad protectora, de otro modo ofrecerian mas dafio que proteccion. Estos pueden dividirse en
aquellos que son permeables a las membranas y los que no lo son (Jamieson, 1991).

No obstante, el crioprotector no solo esta disefiado para la prevencion de la criogenesis sino también
ayuda a la célula a iniciar la movilidad subsecuentemente cuando el espermatozoide es
descongelado y empieza a mover el flujo de ATP hacia el flagelo (Ramirez-Merlano et al., 2010).

La accidn de los crioprotectores puede ser clasificada en dos grupos segun la permeabilidad de la
membrana a la sustancia. En el primer grupo se encuentran las sustancias que poseen bajos pesos
moleculares (Mizukami et al., 1999) y que, por lo tanto, penetran al citoplasma celular (Holt, 2000),
tales como glicerol, metanol, etilenglicol, 1,2-propanodiol, butanediol, acetamida y el dimetilsulfoxido
(DMSO). El segundo grupo reune aquellas sustancias que no penetran la membrana celular debido
a su alto peso molecular como el polivinil alcohol (PVA), hialuronato de sodio y la albumina
(Mizukami et al., 1999).

La efectividad de los crioprotectores como DMSO, varia de acuerdo a la especie, por lo que es
necesario la adaptacion y desarrollo de protocolos y concentraciones especificas de los
crioprotectores para cada especie.

2.13.1.1 Crioprotectores no permeables

Los crioprotectores no permeables son usados para remover osméticamente el agua intracelular,
remplazandola por los crioprotectores permeables durante el enfriamiento y adicionalmente para
prevenir el choque osmético por medio del control de la rehidratacién intracelular durante la
descongelacion (Mizukami et al., 1999).
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Los compuestos que no atraviesan la membrana celular o extracelular, entre los cuales se
encuentran azucares como la glucosa o sacarosa; proteinas y glicoproteinas como las contenidas en
la yema de huevo, su funcion es la de cubrir la superficie de la célula estabilizando su membrana, e
interactuando con los crioprotectores que se traspasan la membrana celular, para inhibir el punto de
congelacion y aumentar la temperatura de transicion del estado de liquido a solido de los cristales de
hielo (Babiak et al., 1995)

2.13.1.1.1 Yema de huevo

La yema de huevo posee accion termo protectora, la cual es ejercida por la fraccion lipidica
compuesta por la lecitina y cefalina y una accion conservadora, dada por la accidn de la lipoproteina.
Al utilizar huevos estos deben ser frescos, no trascurrido mas de cuatro dias desde la postura hasta
el momento de su utilizacion. La incorporacion de la yema se realiza sobre el volumen final del
diluyente base homogenizandose adecuadamente. Para eliminar las particulas gruesas se realiza
centrifugacion del diluyente.

La adicion de la yema de huevo como estabilizador de la membrana fue investigado por Cabrita
(2001) quienes observaron que esta proporciond una mayor supervivencia post-descongelacion.
Otros estudios demuestran que la adicion de huevo de gallina a la muestra congelada protege la
membrana de la célula espermatica durante los procesos de congelacidn y mejora significativamente
los porcentajes de fertilizacion post descongelacién (Babiak et al., 1995)

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) de la yema de huevo, se adhieren a las membranas
celulares durante la congelacion y descongelacion, han sido consideradas como el principal factor
crioprotector en la crioconservacion de espermatozoides en mamiferos (Babiak et al., 1999).

2.13.1.2 Crioprotectores permeables

El crioprotector permeable ideal debe ser de bajo peso molecular, altamente soluble en solucién
acuosa de electrolitos, penetrar en la célula y no ser toxico a altas concentraciones. Tanto los
diluyentes como los crioprotectores cumplen funciones especificas dentro del proceso de
crioconservacion, teniendo como fin general mantener la viabilidad celular durante el periodo de
almacenamiento. Estas sustancias cumplen funciones como proteger al espermatozoide de la accidn
toxica de los productos del metabolismo celular y de los cambios bruscos de temperatura (Medina et
al., 2005).

Los crioprotectores internos atraviesan la membrana celular, desplazan parte del agua intracelular,
impidiendo el dafio de la membrana por aumento del volumen de agua al congelarse y la formacién
de cristales, que podrian causar rompimiento de las organelos y destruccion total celular. Ademas de
esto, su bajo punto de congelacién permite mantener un ambiente acuoso intracelular, que impide la
formacion de estructuras solidas cristalizadas que incrementan el dafio de la membrana y por tanto
disminuye la viabilidad celular (Martinez, 2010).

El glicerol es el primer crioprotector interno reportado. Desde su descubrimiento se han evaluado
otras sustancias quimicas, siendo el dimetilsulfoxido (DMSO) y el metanol los mas empleados
(Viveiros & Godinho, 2009). El DMSO ha sido considerado el crioprotector a eleccién para la
mayoria de los protocolos, aunque la calidad espermatica alcanzada no sea siempre la mejor
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(Cabrita et al., 2010), ya que, en algunos casos, se reportan motilidades post-descongelacion de tan
solo el 5 - 10% (Carneiro et al., 2012).

En general el DMSO ha sido mostrado como uno de los més efectivos crioprotectores internos para
espermatozoides de muchas especies de peces cuando se compara con otros como: metanol,
dimetilacetamida, glicerol, etilenglicol y propilenglicol (He & Woods, 2004). Jamieson (1991), reporta
que el DMSO presenta una rapida penetracion entre células y relativamente bajo control de toxicidad
a baja temperatura, este crioprotector ha sido ampliamente recomendado y la opcion preferida en
muchos protocolos. Segun Viveiros (2001), los crioprotectores intracelulares que ofrecen resultados
satisfactorios para el semen de peces son: Glicerol, Dimetilsulfoxido (DMSO), Dimetilacetamida
(DMA) y Metanol, los cuales han mostrado elevados porcentajes de motilidad pos-descongelacion y
valores aceptables de fertilizacion.

El dafio celular esta relacionado con la formacion de hielo, puesto que pocas células sobreviven a un

superenfriamiento (supercooling) a aproximadamente -15 OC, pero cuando el medio que rodea a las
células contiene concentraciones de solutos de proteccion como el glicerol y el dimetil sulfoxido
(Me2S0), muchos tipos de células sobreviven a la congelacion, de tal modo que la congelacion y
descongelacion se lleve a cabo de una manera apropiada (Mazur, 1980).

La asociacion entre crioprotectores externos e internos permite potenciar la proteccién celular
(Varela-Junior et al., 2015). La combinacion dptima de crioprotectores no esta generalizada y varia
con respecto a la especie a crioconservar, por ello, se deben evaluar las diferentes combinaciones y
concentraciones hasta encontrar la formulacion que proporcione mas efectos positivos sobre la
calidad seminal post descongelacion (Viveiros & Godinho, 2009).

2.13.1.2.1 DMSO

ElI DMSO ha sido muy utilizado en el estudio de congelacion de semen, en los cuales se reporta la
observacion de efectos positivos en la descongelacion (Neira et al., 1992) ademas, ha demostrado
ser el crioprotector de eleccién en la conservacion se semen en salménidos usado a
concentraciones de 5 a 15% (Gallant & Richardson, 1993).

El Dimetil sulfoxido es un solvente bipolar aprético, hidrosoluble, de bajo peso molecular; desde el
descubrimiento de sus propiedades crioprotectoras por Lovelock en 19359, su accion se atribuye
principalmente a su habilidad de prevenir acumulacién excesiva de electrolitos y otras sustancias
durante el proceso de congelamiento, y la formacién de cristales de hielo que rompen la estructura
de la membrana, su bajo peso molecular permite la entrada répida través de la membrana celular,
modula la estabilidad y fases de la bicapa de los fosfolipidos, asi como también afecta los procesos
de solvatacion de agua (Porcu, 2001).

2.13.1.2.2 Metanol

El metanol suele ser menos tdxico en unas especies que en otras y su efecto suele ser atribuido a su
capacidad de salir y entrar mas rapidamente de la célula que otros crioprotectores, lo cual podria
conducir a un menor dafio de la membrana espermatica por formacién de cristales de hielo (Tiersch,
1998).
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En segundo lugar, en la utilizacién para la crioconservacién espermatica en teledsteos lo ocupa el
metanol. Este alcohol ha sido utilizado en varias especies, pero los resultados obtenidos han sido
menos homogéneos que los observados con DMSO, con rangos entre 0 y 91% de fertilidad. Al
parecer el metanol suele ser menos téxico en unas especies que en ofras y su efecto
puede ser atribuido a su capacidad de penetrar en la célula mas rapido que otros crioprotectores
(Tiersch, 1998) o su accion puede verse potenciada al combinarse con otras sustancias como suero
fetal bovino, puesto que éste produce cierto nivel de proteccion, tal vez como amortiguador del
choque osmatico al cual es sometida la célula durante la congelacion, y puede de igual forma
facilitar la mas rapida penetracion del metanol en la célula, lo cual podria conducir a un menor
dafio de la membrana espermatica por formacion de cristales de hielo (Tiersch, 1998).

2.13.1.2.3 DMA

De acuerdo con Ball (2001), el efecto crioprotector de las amidas se atribuye a su bajo peso
molecular y a su viscosidad, los cuales incrementan la permeabilidad de la membrana, reduciendo el
estrés osmotico y por tanto el dafio celular. Ball reporta que la presencia de DMA en la solucion crio
protectora ocasiona un incremento en el ATP de semen de catfish europeo Silurus glanis, efecto que
consideraron favorable; debido a que la pérdida de ATP se traduce en una reduccion de la movilidad
del espermatozoide pos descongelacion.

El DMA esté clasificado como un crioprotector permeable, intracelular, contiene un grupo amida que
le confiere alta solubilidad por lo que es considerado un muy buen solvente, presenta peso molecular
de 87,12 g/mol y dos grupos metil hidrofobicos, que pueden crear enlaces de hidrogeno con el agua,
lo cual le proporciona su capacidad como crioprotector (Laffaldano et al., 2012), ingresando al
citoplasma, por medio del gradiente de concentracién, el fluido intracelular puede ser super enfriado
a temperaturas entre -5 y -15 °C, sin que ocurra la formacion de cristales de hielo, debido a la
disminucién del punto de congelacion por medio de la reduccion de las interacciones entre las
moléculas de agua (Vincent et al., 1998)

2.13.2 Congelacion y Descongelacion

El proceso de crioconservacién de semen involucra diferentes cambios intracelulares que pueden
originar una disminucion en la sobrevivencia espermatica. El control de la velocidad de cambio de la
temperatura, la osmolaridad y la formacion de cristales de hielo en el medio intra y extracelular son
los aspectos mas relevantes para optimizar la viabilidad celular. La velocidad de enfriamiento juega
un papel importante en el proceso de crioconservacion. Si la congelacion es suficientemente lenta el
equilibrio es alcanzado a través del flujo de agua, pero si la congelacion es muy rapida, la célula no
puede perder agua lo suficientemente rapido para alcanzar el potencial de equilibrio, congelandose
intracelularmente (Mazur, 1980; Viveiros et al., 2001; Watson, 2000).

Durante el proceso de congelacion es necesario proceder con tiempos rapidos para que el choque
térmico sea minimo, pero al mismo tiempo no puede ser exageradamente rapido, esto es requerido
para permitir la formacion de cristales de hielo intracelular. Asimismo, se recomienda que el semen
crioconservado se descongele lo mas rapidamente posible para evitar la recristalizacion del agua
intracelular (Guarnizo, 2007)
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La congelacién de las muestras se puede efectuar mediante diferentes métodos, tales como, la
colocacion en hielo seco, la suspensién en vapores de nitrégeno dentro de un cargador seco (Dry
Shipper), la vitrificacion y el enfriamiento controlado en un congelador programable. Los dos
primeros son mas practicos y econémicos, por lo que se prefieren para uso en campo, mientras que
el ultimo es mas recomendado para investigaciones de tipo experimental (Martinez-Paramo et al.,
2017).

Las pajillas son descongeladas normalmente por inmersion a bafio Maria. Al ser retirada la pajilla del
tanque de nitrégeno liquido, debe ser agitada en bafio Maria por pocos segundos, para que se
descongele uniformemente. Con paijillas de mas volumen este proceso se hace mas dificil, ya que la
descongelacion no es uniforme y la superficie se descongela méas rapido que la porcion céntrica
(Cruz, 2001)

La tasa de descongelacion dada por cualquier sistema hace referencia a la velocidad (en unidades
de temperatura/unidades de tiempo) a la que una muestra se descongela. Su estandarizacién juega
un papel clave en el desarrollo de los protocolos de crioconservacion seminal, ya que se ha sugerido
que las lesiones en los espermatozoides durante la crioconservacion convencional estan
relacionadas principalmente con el efecto negativo de la descongelacion (Isachenko et al., 2018).
Cuando la tasa de descongelacion es lenta, los cristales de hielo se recristalizan, se fusionan y
crecen, conduciendo a un mayor dafio celular; mientras que, cuando la tasa de descongelacion es
rapida, no hay tiempo suficiente para la recristalizacion, de modo que el hielo simplemente se derrite
(Benson, 2015).

2.13.3 Volumen de empaque

El tipo de empaque empleado puede influir en la tasa de congelacion, la tasa de descongelacién, la
eficiencia de almacenamiento post-congelacion, la identificacion de la muestra y la bioseguridad.
Inclusive, entre empaques del mismo tipo existen diferencias en cuanto a su efecto sobre la calidad
seminal, ya que la transferencia de calor puede variar conforme a los materiales y procesos de
fabricacién empleados (Martinez-Paramo et al., 2017).

Las pajillas son el sistema de empaque mas empleado para la crioconservacion seminal puesto que
su alta relacidn/superficie volumen facilita la congelacién y descongelacion a tasas uniformes. Se
han evaluado pajillas de diferentes volumenes, siendo las de 0.25 mly 0.5 ml las mas utilizadas.
Tradicionalmente se ha utilizado pajillas de 0.25 y 0.5 mL en los procesos de crioconservacion de
semen de varias especies, para fertilizar pequefias cantidades de oocitos (Lahnsteiner et al., 1996).
Sin embargo, el congelamiento de semen en grandes volimenes fue reportado por primera vez en
mamiferos, mostrando resultados satisfactorios en toros y cerdos (Brown et al., 1999; Torreta et al.,
1996).

Se reporta también otros sistemas de empaque como los tubos capilares de vidrio y los criotubos.
Los criotubos son de especial interés porque son faciles de llenar, faciles de rotular y permiten tener
un mayor volumen disponible para la fecundacion. Ademas, su compatibilidad con las placas de
pozos facilita su procesamiento automatizado. El efecto de los criotubos sobre la calidad seminal es
independiente de su volumen de empaque (Maria et al., 2015; Varkonyi et al., 2019).
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RESUMEN

El pez Capitan de la Sabana es una especie emblematica a nivel de la ictiofauna Cundiboyacense y
desde el punto de vista ecoldgico, el capitan de la sabana es el bagre de mayor tamafio en aguas
continentales frias, sin embargo, se encuentra en estado Vulnerable dentro de la clasificacion de
especies en peligro de extincion. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el uso de diferentes
crioprotectores, para establecer el protocolo de Criopreservacion de semen de la especie. El estudio
se realizo en la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, en la ciudad de Bogota.
Se seleccionaron cuatro machos adultos y maduros sexualmente de Eremophilus mutisii. La
eyaculacion fue estimulada aplicando extracto de pituitaria de carpa (4 mg EPC/kg). Transcurridas
24 horas, los animales fueron anestesiados con MS-222, posteriormente se realizd la colecta de
semen. Se utilizé un disefio completamente al azar, con seis tratamientos y cuatro réplicas por
tratamiento. Tratamientol: Dimetilsulfoxido 10% + Yema de Huevo de Gallina 12% + Glucosa
5.5%. Tratamiento 2: Dimetilsulfoxido 10% + Glucosa 5.5%. Tratamiento 3: Dimetil Acetamida
8% + Yema de Huevo de Gallina 12% + Glucosa 5.5%. Tratamiento 4: Dimetil Acetamida 8% +
Glucosa 5.5% Tratamiento 5: Metanol 10% + Yema de Huevo de Gallina 12% + Glucosa 5.5%.

Tratamiento 6: Metanol 10% + Glucosa 5.5 %. Se realizd descongelacion de las pajillas y los
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mayores porcentajes de motilidad post descongelacion fueron observados cuando se utilizaron los
tratamientos 1, 2 y 6. El mayor tiempo de activacién fue obtenido con los tratamientos 2, 1y 6. Los
resultados obtenidos, permiten concluir que los tratamientos 1, 2 y 6 son una alternativa viable para

la crioconservacion del semen de Capitan de la Sabana E. mutisii.

Palabras clave: crioconservacion, especie nativa, semen
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ABSTRACT

The Capitdn de la Sabana fish (Eremophilus mutisii) is an emblematic species of the ichthyofauna
from Cundinamarca-Boyacéa region in Colombia. an ecological perspective, the Capitan de la
Sabana is the largest catfish in continental cold waters, however, it is classified as vulnerable within
the framework for endangered species. The objective is to assess the use of different cryoprotectants
to establish a semen cryopreservation protocol for the species. The study was performed at
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A. in Bogota. Four adult and sexually
mature males of Eremophilus mutisii were selected. Ejaculation was stimulated using carp pituitary
extract (4 mg EPC/kg). After 24 hours, the animals were anesthetized with MS-222 and semen was
collected. A fully random design was used with six treatments and four replicas through treatments.
Treatment 1: Dimethylsulfoxide 10% + Chicken Egg Yolk 12% + Glucose 5.5%. Treatment 2:
Dimethylsulfoxide 10% + Glucose 5.5%. Treatment 3: Dimethyl Acetamide 8% + Chicken Egg
Yolk 12% + Glucose 5.5%. Treatment 4: Dimethyl Acetamide 8% + Glucose 5.5% Treatment 5:
Methanol 10% + Chicken Egg Yolk 12% + Glucose 5.5%. Treatment 6: Methanol 10% + Glucose
5.5%. Straws were thawed in days 1, 30, and 60. The highest percentages of post-thawing motility
were observed when using the treatment 1, 2 and 6. The biggest activation time was obtained with
treatments 2, 1 and 6. However, these percentages were lower when compared with fresh semen.
The obtained results conclude that the treatment 1,2 and 6 are viable alternatives for cryoconserving

semen from Capitan de la Sabana E. mutisii.

Keywords: cryoconserving, native species, semen
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INTRODUCCION
En la Cumbre de la Tierra de Naciones Unidas (que se llevd a cabo en Rio de Janeiro en 1992) se
definié a la biodiversidad como la variabilidad entre los organismos vivientes, de alli surge el
concepto de megadiversidad, con el cual se califica a aquellos paises en cuyos territorios se
encuentra mas del 70% de la biodiversidad global, incluyendo vida terrestre, marina y de aguas

dulces.

La introduccion de especies invasoras y la explotacion excesiva de especies, ha llevado a la
extincion. La pérdida de estas disminuye la capacidad de los ecosistemas para mantener funciones

importantes (Dirzo et al., 2014).

La evaluacién del riesgo de extincién de especies es fundamental para su conservacién. El saber
cuéles especies se encuentran en riesgo Y las causas de amenaza permite orientar las acciones de
conservacion de manera apropiada y efectiva (Rodrigues et al., 2006). Estas evaluaciones de riesgo,
publicadas en documentos llamados listas o libros rojos, sirven de soporte a la definicion de
prioridades de conservacion, la declaracion de areas protegidas, la formulacion de politicas, el
disefio de planes de conservacidn, la asignacion de recursos econdmicos, la orientacion de procesos
de educacion y la generacién de conciencia publica sobre la vulnerabilidad de la naturaleza (UICN,
2003). La evaluacion periodica del riesgo de extincion de las especies es indispensable para
determinar el progreso o el retroceso en el estado de las especies y, por lo tanto, la efectividad de las

politicas de conservacion (IUCN, 2001, 2012).

Colombia ha sido un pais muy activo en la evaluacion del riesgo de extincion de sus especies de
flora'y fauna. Entre el 2002 y el 2007, se publicaron 15 libros de especies amenazadas de plantas y
animales terrestres, marinos y dulceacuicolas. En la segunda década del siglo XXI se publicaron

tres nuevos libros rojos: peces dulceacuicolas (Mojica et al., 2012), aves (Renjifo et al., 2016), y
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peces marinos (Chasqui et al., 2017), en los cuales se volvi6 a evaluar el riesgo de las especies de

€50S grupos taxondmicos.

La aplicacion de la biotecnologia reproductiva ha sido vista como una herramienta capaz de
contribuir potencialmente a la conservacion de las especies, soportando la viabilidad de las
poblaciones existentes a través del mantenimiento genético. La posibilidad del establecimiento de
Bancos de Recursos Genéticos para la conservacion de las especies silvestres de interés agricola y
floral, ha sido sugerida como una estrategia para contribuir con este propoésito (Watson & Holt,

2001).

Una de las especies que requiere medidas de proteccién y conservacion en Colombia es el pez
capitan de la sabana Eremophilus mutisii una especie emblemaética a nivel de la ictiofauna para el
altiplano Cundiboyacense, habita principalmente en la cuenca del rio Bogota y sus afluentes. Desde
el punto de vista ecoldgico, el capitdn de la sabana es el bagre de mayor tamafio en aguas
continentales frias, cuyo nicho ecoldgico consiste basicamente en alimentarse de pequefios insectos,
anélidos y crustaceos acuaticos y en ocasiones, filtrar materia organica que encuentra en los fondos
de lagos, embalse y rios. Esto Gltimo lo constituye en una especie bentdnica que descontamina las
aguas y juega un rol preponderante en el funcionamiento de las redes o cadenas tréficas (Bastidas &

Lemus, 2014).

Como amenaza a esta especie esta su distribucion restringida. El deterioro del habitat del capitan de
la sabana se debe a la disminucidn en la calidad y en la cantidad de las aguas del altiplano debido a
los problemas de contaminacién, a la pérdida de cobertura vegetal en las cabeceras de rios y
quebradas, desecacion y uso indebido de los recursos hidricos (Mojica et al., 2012). En la actualidad
no existen estudios completos referentes a la biologia reproductiva de la especie, ni tampoco
protocolo de crioconservacion de semen lo que constituye una debilidad y se torna como un punto

de partida para la implementacion de programas y protocolos de reproduccion en cautiverio.
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El capitan de la Sabana, pasé de ser una especie catalogada como casi amenazada en el 2002 a
Vulnerable en el 2012 debido a que enfrenta un riesgo de extincion alto, como consecuencia de la
deforestacidn, la contaminacién de su habitat, la sobrepesca y la introduccidn de especies invasoras

(Mojica et al., 2012).

Debemos contribuir a la recuperacion de la especie E. mutisii, ya que se puede perder esta especie
ictica representativa para Colombia, lo que a su vez va a generar un impacto negativo en la
dindmica de los ecosistemas acuaticos y en la economia de aquellas familias que dependen de la
pesca para subsistir. Es por esto, que debemos desarrollar e implementar estrategias que
contribuyan a preservar su material genético y restablecer sus poblaciones. Razén por la cual,
contribuimos con el Programa Nacional para la conservacion de la especie endémica de Colombia
pez Capitan de la Sabana (Eremophilus mutisii), segin este programa se deben desarrollar estudios,
investigaciones, y tesis de pregrado o postgrado para complementar la informacién de linea base de
la especie en temas como aspectos tréficos, reproductivos, genéticos, de crecimiento y dindmica

poblacional (Rojas et al.,2018).

Las investigaciones en crioconservacion han sido llevadas a cabo en los diferentes tipos de células
de los peces, tales como, espermatozoides, células somaticas, células germinales, espermatogonias,
ovocitos y embriones. No obstante, el tipo de célula mas crioconservada son los espermatozoides,
ya que, ademas de ocupar menos espacio, debido a su pequefio tamafio, son relativamente mas
resistentes al enfriamiento. El objetivo principal de la crioconservacion de espermatozoides es

“mantener su viabilidad y funcionalidad durante largos periodos de tiempo” (Medina et al., 2020).

A nivel mundial se registra la criopreservacion de semen en mas de 200 especies de organismos
acuaticos (Woelders & Hiemstra, 2011). Pero en Colombia, los estudios de crioconservacion de
semen de peces nativos son recientes obteniendo protocolos de crioconservacion de cachama blanca

Piaractus brachypomus (Navarro et al., 2004), yamU Brycon amazonicus (Cruz-Casallas et al.,
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2006), bagre rayado Pseudoplatystoma metaense (Ramirez-Merlano et al., 2011), con resultados
satisfactorios. a pesar de tratar de utilizar estos protocolos en otras especies los resultados no han

sido los mejores; lo cual sugiere la necesidad de ajustar los protocolos a cada especie.

El uso de semen congelado es un medio practico para aumentar el tamafio genéticamente efectivo
de las poblaciones y mantener su diversidad genética, especialmente de aquellas mantenidas en
cautiverio. Ademas, aumenta la posibilidad de reproduccion por fuera de la estacién reproductiva,
facilita el movimiento e intercambio de material genético entre productores, mejora la eficiencia en
la utilizacién de los parentales y contribuye a disminuir la presion sobre las poblaciones silvestres

ejercida por los piscicultores en procura de nuevos sementales (Medina et al., 2005).

El éxito en la criopreservacion de semen podréa facilitar los procesos de reproduccién de la especie
en cautiverio, promoviendo su piscicultura a escala comercial, posibilitar su repoblamiento para
mantener la poblacién de individuos en los rios que ha sufrido acciones antrdpicas y también podra
ser Util para aplicacion de metodologias para manipulacion genética, asi como para la seleccion de

planteles de reproductores y la formacion de un futuro banco de genes.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar diferentes métodos de criopreservacion de

espermatozoides de Capitan de la Sabana E. mutisii.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacién se llevd a cabo en la Unidad Académica del Remanso de la Universidad de
Ciencias Aplicadas y Ambientales, en la ciudad de Bogota, Colombia, ubicada a 2560 msnm, con
coordenadas geogréficas 4° 35° Ny 74° 04’ O, con una temperatura que oscila entre los 6 y 24°C,
con una media anual de 15°C y una humedad relativa media anual de 72% (Estupifian & Cabrera,

2008)

Se seleccionaron cuatro machos de capitan de la sabana E. mutisii, los cuales fueron capturados en
la represa del Sisga, ubicada en el municipio de Choconta, a 2675 msnm, latitud 5,09 y longitud -
73,70. Posteriormente fueron llevados y mantenidos bajo condiciones de cautiverio en tanques
plésticos de 500 litros con temperatura promedio de 15 grados centigrados. La seleccién de los
ejemplares se realizé con base en su estado de madurez sexual. Los machos se seleccionaron en fase
de espermiacion, los cuales se caracterizaron por la presencia de semen fluido en la papila

urogenital después de aplicar una leve presién abdominal, en sentido craneo caudal.

Para aumentar el volumen seminal, los machos fueron inducidos con dosis Unica de extracto
hipofisario de carpa (EPC) via intramuscular a una dosis de 4 mg/Kg de peso vivo. Los
procedimientos empleados en la manipulacion de los animales fueron realizados utilizando como
referencia las normas y procedimientos para el uso de animales en laboratorio, sefialadas por el
Committe on Care and Use of Laboratory Animal Resources (National Research Council USA,

2010).

Transcurridas 24 horas, los animales fueron anestesiados con metasulfonato de tricaina MS-222 a
una concentracion de 200 mg/L hasta que los animales alcanzaron el estado profundo de anestesia,

esto con el objetivo de minimizar el estrés del animal y garantizar el bienestar animal.
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Inmediatamente después de la pérdida del eje de nado, aproximadamente cuatro minutos después
fueron retirados de la solucion anestésica, los animales fueron sometidos a masajes abdominales en
sentido craneo-caudal para estimular la liberacion del semen. Los animales estaban completamente
secos en la region abdominal para evitar contaminaciones con materia fecal y/o orina y evitar la
activacién espermaética por contacto con agua. ElI semen fue colectado directamente en tubos
eppendorf de 2 mL estériles y secos, las muestras de semen fueron mantenidas en reposo por 10

minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz.

Posteriormente, se tomaron 10pL de cada muestra y se activo con 100 uL de agua destilada, para
evaluar la motilidad espermatica y tiempo de activacion. Finalizada la colecta de cada uno de los
individuos estos fueron pesados en una balanza de precision ME-T, modelo ME 4002T y medidos
con ictiometro. Los animales presentaban una longitud de 23,4 £ 2,1 cm,y un peso de 96 + 21, 2
gramos. Dentro de las variables macroscdpicas se analiz6 el volumen seminal y el color y entre las
caracteristicas microscépicas se determindé la motilidad, el tiempo de activacion y la concentracién

espermatica.

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, con seis tratamientos y cuatro réplicas por tratamiento.
Tratamientol: Dimetilsulfoxido 10% + Yema de Huevo de Gallina 12% + Glucosa 5.5%.
Tratamiento 2: Dimetilsulfoxido 10% + Glucosa 5.5%. Tratamiento 3: Dimetil Acetamida 8% +
Yema de Huevo de Gallina 12% + Glucosa 5.5%. Tratamiento 4: Dimetil Acetamida 8% + Glucosa
5.5% Tratamiento 5: Metanol 10% + Yema de Huevo de Gallina 12% + Glucosa 5.5%. Tratamiento

6: Metanol 10%+ Glucosa 5.5%.

Las soluciones crioprotectoras fueron preparadas una hora antes de la dilucién con el semen para
que haya estabilizacién de los componentes. Cada una de las 6 soluciones crioprotectoras fueron
preparadas y homogeneizadas. EI semen fue adicionado en cada solucion crioprotectora en

proporcion 1:5 y se empacd manualmente en pajillas de 0.5 mL, las pajillas fueron almacenadas en
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termo de vapor de nitrdgeno, durante 30 min, cumplido este tiempo, las pajillas alcanzan la
temperatura de (-76 °C)y finalmente inmersas en nitrogeno liquido alcanzando la temperatura de
crioconservacion (-196 °C), por lo que fueron trasladadas a un tanque de nitrégeno liquido, donde se

almacenaron durante 60 dias, para posteriormente ser evaluadas al dia 1, 30 y 60.

Para descongelar las pajillas, estas fueron sumergidas en agua a 37 °C durante 1 minuto, cumplido
este tiempo, se retiraron las pajillas del agua, se secaron y se depositd el semen en tubos de 2 ml.
Se evalu6 la calidad seminal macroscopicamente (color, apariencia) y microscopicamente

(motilidad y tiempo de activacién).

ANALISIS ESTADISTICO
Se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza por Kolmogorov-Smirnov
todos los valores fueron expresados como media + desviacién estandar. Para evaluar los efectos de
cada tratamiento sobre las variables de motilidad se empled un anélisis de varianza (ANOVA), y en
los casos en que se present6 diferencias, se realiz6 una prueba de Tukey, con valor de significancia
P <0.05 Los datos fueron analizados con el software SAS Statistical Analysis System (SAS Institute

Inc, 2010).
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RESULTADOS

En el cuadro 1 se presentan los resultados biométricos de los individuos utilizados para la
criopreservacion.

Cuadro 1 Longitud y peso de los peces Capitan de la Sabana.

LONGITUD Y PESO DE LOS ANIMALES COLECTADOS (n=4)
Longitud (cm) 23,4+ 2,1
Peso (g) 96,2+ 21,2

Valores mostrados como promedio + desviacidn estandar.

En el cuadro 2 se muestran las caracteristicas seminales macro y microscopicas de semen fresco
observadas en los 4 individuos estudiados de Capitan de la Sabana, todas fueron de coloracion
blanca, sugiriendo una alta concentracion espermatica. EI volumen fue de 2 mL y la motilidad 97 +
2 %. Por su parte, el tiempo de activacion present6 un valor de 1,82 + 0,27 minutos. Finalmente, la

concentracion espermatica fue de 2.14 x 10~ espermatozoides por mL.

Cuadro 2 Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de semen de Capitan de la Sabana

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS (n=4)

Volumen (ml) 2+ 0

Color Blanco
Motilidad % 97,5+ 1,7
Tiempo de activacién (min) 1,82+ 0,27

Concentracidn espermatica (espermatozoides/mL) 2,14 x 10 »£ 0,0096 x10 =

Valores mostrados como promedio + desviacidn estandar.

El cuadro 3 presenta los resultados de motilidad y tiempo de activacion para cada uno de los 6
tratamientos evaluados. La variable motilidad, present6 diferencia estadistica en los diferentes
tratamientos. En primer lugar, puede observarse que los mayores porcentajes de motilidad fueron
obtenidos con el tratamiento nimero 1, seguido del tratamiento nimero 2 y el tratamiento nimero

6, el mayor tiempo de duracion de la motilidad fue obtenido con los tratamientos numero 2 ,
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nimero 1 y nimero 6 . Se puede evidenciar que el mejor tratamiento es el nimero 1 pero no hay
diferencias significativas con el tratamiento 2 y 6. Y los menores porcentajes de motilidad fueron

obtenidos por los tratamientos numero 4, 3y 5.

Cuadro 3 Motilidad y tiempo de activacion post descongelacion

TRATAMIENTO n % MOTILIDAD TIEMPO DE ACTIVACION (MIN)
1 12 64,6 £13,4a 36x25a
2 12 55 £26a 43 £ 3,5a
3 12 4,6+8,1b 0,2+x0,4b
4 12 0,3+x09b 0,2+x0,4b
5 12 11+182b 0,5+0,7b
6 12 45,3 +26,6 a 3,5%3,7a

Los valores corresponden a media + desviacién estandar (n = 12). Letras diferentes en la misma columna

representan diferencias estadisticas significativas P < 0,05.

En los cuadros 4 y 5 se muestra la evaluacion de pajillas en los dias 1, 30 y 60.

Cuadro 4 Evaluacion de pajillas para la variable tiempo de duracién.

DIA n Promedio * Desviacion estandar
1 24 2,4583 + 3,67 a

30 24 1,4583 +2,06 a

60 24 2,2083+2,73 a

Los valores corresponden a media + desviacion estandar (n = 24). Letras diferentes en la misma columna

representan diferencias estadisticas significativas P < 0,05.

48



Cuadro 5 Evaluacion de pajillas para la variable motilidad

DIA n Promedio * Desviacion estandar
1 24 26,542 + 28,76 a

30 24 28,042 + 28,65 a

60 24 35,792 +36,01 a

Los valores corresponden a media + desviacién estandar (n = 24). Letras diferentes en la misma columna

representan diferencias estadisticas significativas P < 0,05
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DISCUSION
Estos resultados corresponden al primer reporte oficial sobre crioconservacién de semen para
Capitan de la Sabana E. mutisii, una especie importante para la acuicultura y para la conservacion
de peces de importancia econémica y social en Colombia, a pesar de la afectacion en sus cuencas.
Los efectos antropicos han diezmado sus poblaciones naturales, de alli el compromiso para

protegerla y realizar un estudio de conservacion del material genético.

Los factores més criticos en la crioconservacion de semen de peces que deben ser optimizados son
la composicion de los diluyentes y las velocidades de congelacion y descongelacion para

perfeccionar y establecer los protocolos especificos para cada especie.

Las muestras seminales de Capitdn de la Sabana E. mutisii obtenidas en el presente estudio
presentaron condiciones aptas para su crioconservacion, presentado una motilidad del 97,5+ 1,7 %

en semen fresco, coloracién blanca, y aspecto lechoso-cremoso.

El semen normal es homogéneo, cremoso y blanco lechoso. La evaluacion del color permite
determinar la presencia de contaminantes en la muestra como agua, materia fecal, orina, bilis,
sangre (Cruz-Casallas, 2001). La densidad del semen se evalta en una escala de 0-4 la cual varia
desde un semen acuoso, lechoso, lechoso-cremoso, hasta un cremoso, estando directamente

relacionada con la concentracion (Barth, 1989).

La evaluacién del semen post-descongelacion evidencié una dramatica disminucion en porcentaje
de motilidad comparada con las observadas en el semen fresco, lo cual refleja los dafios sufridos por
los espermatozoides durante los procesos de congelacion y descongelacion. Se plantea que la
reduccion de la motilidad espermatica se presenta como consecuencia del choque hiperosmotico
entre la solucidn crioprotectora y el semen; asi como en el proceso de congelacion y descongelacion
del semen (Padilla, 2014). Sin embargo, los porcentajes de motilidad pos-descongelacion para

Capitan de la Sabana son buenos comparados con otras especies, que reportan movilidades post-
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descongelacién altas como lo encontrado en yamu (Brycon amazonicus) de 69.0 + 3.3% (Pardo,
1998) utilizando como crioprotector el DMSO 10% YH vy lo reportado por Cruz-Casallas et. al.

(2006) de 76.0 + 2.4%, empleando el mismo crioprotector a una concentracion del 5%.

Montejo et al. (2002), trabajando con la misma especie y evaluando las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de semen, encontrd valores similares en semen fresco donde el
volumen seminal promedio para ejemplares silvestres fue de 0.81+ 0.67, con un volumen maximo
de 2.5 ml y un minimo de 0.1ml. Comparado con los resultados obtenidos en la actualidad en los
cuales se evidencio6 en los cuatro ejemplares un volumen seminal de 2ml. También se muestra que
la motilidad en semen fresco en los ejemplares cautivos presentd un valor del 100% y en los
resultados obtenidos actualmente la motilidad fue de 97,5 = 1,7%. Montejo el al. (2002), evaluaron
también el tiempo de activacidon donde se obtuvo que los capitanes capturados en época de subienda
presentaron un valor promedio del tiempo médio de motilidad de 59.56+35 seg, con un maximo de
3.23 minutos y un tiempo minimo de 19 segundos y en los resultados obtenidos encontramos un
tiempo de activacion de 1,82+ 0,27 minutos, evidenciando que los tres parametros analizados en
semen fresco en los dos estudios son similares. Estudios realizados en Bocachico Prochilodus
magdalenae en semen fresco para crioconservacion presentaron caracteristicas macroscépicas y
microscopicas muy similares con color blanco, con volumen seminal promedio de 1,3 + 0,4 mL,
con concentracion espermatica de 18524,0 x 10- + 3452,4 x 10 spz/mL y movilidad superior a 90%
(Atencio et al., 2013). En Bagre Rayado Pseudoplatystoma metaense el semen fresco se caracterizo
por volumen de 10,14 = 1,83 mL, movilidad mayor al 90%, tiempo de activacion de 48,9 £ 14 sy
concentracion de 35,18 + 3,8 x10- espermatozoides/pL, en el cual se observa que a mayor tamafo

del pez mayor volumen seminal (Ramirez-Merlano et al., 2011)

La efectividad de los crioprotectores como DMSO, varia de acuerdo a la especie (Cruz-Casallas et
al., 2006) por lo que es necesario la adaptacion y desarrollo de protocolos y concentraciones

especificas de los crioprotectores para cada una. Cruz-Casallas et al. (2006) encontraron que DMSO
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a niveles de inclusion entre el 5% (76+2%) y 10% (33+4%) permitieron buenos porcentajes de
movilidad del semen descongelado de B. amazonicus, registrando porcentajes cercanos a los
reportados con semen fresco. Pineda-Santis et al. (2013), en B. henni registraron altos porcentajes
de movilidad total (59.78%) en semen crioconservado-descongelado con DMSO al 5%. valores

similares a los reportados en el presente estudio.

Los resultados obtenidos, permiten observar que el tratamiento con DMSO, presenta un mayor
porcentaje de motilidad, tratamiento 1 y tratamiento 2, comparado con los otros tratamientos. En
segundo lugar de utilizacion para la crioconservacion espermatica en teledsteos lo ocupa el metanol,
el cual también lo podemos evidenciar en el presente trabajo con el resultado del tratamiento 6.
Este alcohol ha sido utilizado en varias especies, pero los resultados obtenidos han sido menos
homogéneos que los observados con DMSO en otras especies, con rangos entre 0 y 91% de
fertilidad. Al parecer el metanol suele ser menos tdxico en unas especies que en otras y su
efecto puede ser atribuido a su capacidad de salir y entrar mas rapidamente de la célula
que otros criopreservantes (Tiersch, 1998) o su accion puede verse potenciada al combinarse con
otras sustancias como suero fetal bovino, puesto que éste produce cierto nivel de proteccion,
tal vez como amortiguador del choque osmoético al cual es sometida la célula durante la
congelacién, y puede de igual forma facilitar la mas rapida penetracion del metanol en la célula,
lo cual podria conducir a un menor dafio de la membrana espermatica por formacién de cristales de
hielo (Tiersch, 1998). En el presente trabajo también se evidencia en segundo lugar teniendo en
cuenta la efectividad el metanol como crioprotector de semen de capitan de la sabana tanto en

porcentaje de motilidad como en tiempo de activacion.

Los mayores porcentajes de motilidad pos descongelacion fueron observados cuando se utilizé el
tratamiento nimero 1, ndmero 2 y nimero 6 .EI mayor tiempo de activacion fue obtenido con los
tratamientos nimero 2, nimero 1 y nimero 6. EI DMSO ha sido muy utilizado en el estudio de
congelacion de semen, en los cuales se reporta la observacién de efectos positivos en la
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descongelaciéon (Neira et al., 1992) ademas, ha demostrado ser el crioprotector de eleccién en la

conservacion se semen en salménidos usado a concentraciones de 5 a 15% (Gallant et al., 1993).

Los resultados obtenidos de post descongelacion en diferentes tiempos no presentaron diferencias
estadisticas, en los tiempos evaluados (1,30 y 60 dias). Trabajos de investigacion, que almacenan
semen de especies amazénicas y marinas, se han desarrollando hasta el momento, la gran mayoria
utilizando nitrogeno liquido para tiempos de congelacion largos, como lo reporta Nizio et al.,
(2011), lo cual indica que al almacenar espermatozoides de peces en nitrégeno liquido en diferentes
tiempos no se evidencian afectaciones. Por otro lado, Nascimento et al. (2010), reporta para
Piaractus brachypomus, el uso de glucosa y glicol de metilo como soluciones crioprotectoras y
nitrdgeno liquido para crioconservar semen por tiempos prolongados, en el presente trabajo se uso6
glucosa para todos los tratamientos lo cual es utilizado para crioconservar semen en tiempos
prolongados sin afectar la calidad espermatica en los dias 1, 30 y 60 como se puede evidenciar.
Draper & Moens (2009) usaron la metodologia de criopreservar semen de pez cebra (Danio rerio)
para hacer una biblioteca de 8.600 muestras de semen congelado, entre los afios 2001 y 2003, se han
descongelado 106 de estas muestras y se determin¢ su fertilidad. La fertilidad es la proporcion de
embriones viables producidos en una fertilizacidon in vitro, dividido por el nimero total de huevos

que fueron fecundados con el esperma congelado.

En el presente trabajo se evidencia que la solucion compuesta por DMSO con y sin yema de huevo
es una alternativa viable para la crioconservacion de semen de la especie, comparado con el metanol
donde fue efectivo sin yema de huevo, la asociacién entre crioprotectores externos e internos
permite potenciar la proteccion celular (Varela-Junior et al., 2015). La combinacion Optima de
crioprotectores no estd generalizada y varia con respecto a la especie a crioconservar, por ello, se
deben evaluar las diferentes combinaciones y concentraciones hasta encontrar la formulacién que
proporcione mas efectos positivos sobre la calidad seminal post descongelacion (Viveiros &
Godinho, 2009).
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos, permiten concluir que la solucion crioprotectora compuesta por DMSO
10% y Glucosa 5.5 % con y sin Yema de huevo y Metanol 10% + Glucosa 5.5% son una alternativa

viable para la crioconservacion del semen de capitan de la sabana.
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