Accepted Manuscript / Manuscrito aceptado ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA

Accepted Manuscript / Manuscrito aceptado
Madurez testicular y calidad seminal de Ichthyoelephas longirostris (Prochilodontidae) del Medio rio

Cauca

Doi: https://doi.org/10.15446/abc.v29n3.112600

To appear in / Para aparecer en: Acta Bioldgica Colombiana
Received Date / Fecha de recibido: 22" January 2024 / 22 de enero de 2024
Revised Date / Fecha de revisado: 26" February 2024 / 26 de febrero de 2024

Accepted Date / Fecha de aceptado: 12" April 2024 / 12 de abril de 2024

Please cite this article as / Cite asi: MONTES-PETRO, C., YEPES ESCOBAR, J., TAPIA
PACHECO, C., MADARIAGA MENDOZA, D., ESPINOSA ARAUJO, J. & ATENCIO-
GARCIA, V.. (2024). Madurez testicular y calidad seminal de Ichthyoelephas longirostris

(Prochilodontidae) del Medio rio Cauca. Acta Biol. Colomb.,, 29(3), XX-XX.

https://doi.org/10.15446/abc.v29n3.112600

This is a PDF file of an unedited manuscript accepted for publication. As a service to our
readers, we are providing this early manuscript version. The manuscript will undergo
copyediting, typesetting, and review of the resulting proof before it is published in its final
form. Please note that during the production process errors may be discovered which could
affect the content, and all legal disclaimers that apply to the journal pertain.

Este es un archivo PDF de un manuscrito sin editar que ha sido aceptado para su publicacion.
Como servicio a nuestros lectores, ponemos a su disposicién esta version preliminar del
manuscrito. Este manuscrito se sometera a correccion de estilo, composicién tipografica y
revision de la prueba resultante antes de ser publicado en su forma definitiva. Tenga en cuenta
que durante el proceso de produccion pueden descubrirse errores que podrian afectar al
contenido, y que se aplican todas las exenciones de responsabilidad legales que se aplican a
la revista.

Acta Biol Colomb (2024); 29(3): pag—pag

Doi: https://doi.org/10.15446/abc.v29n3.112600



Accepted Manuscript / Manuscrito aceptado ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA

Available online at: http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/actabiol

Copyright © 2024 Author(s) retain the copyright of this article. This article is published
under the terms of the Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 international (CC BY-
NC-SA 4.0)

ARTICULO DE INVESTIGACION / RESEARCH ARTICLE

MADUREZ TESTICULAR Y CALIDAD SEMINAL DE Ichthyoelephas longirostris

(Prochilodontidae) DEL MEDIO RIO CAUCA

Testicular Maturity and Seminal Quality of Ichthyoelephas longirostris

(Prochilodontidae) from the Middle Cauca River

Titulo corto: Madurez Testicular y Calidad Seminal de 1. longirostris

César MONTES-PETRO?, Juan YEPES ESCOBAR? Carlos TAPIA PACHECO?¢, Diana
MADARIAGA MENDOZA, José ESPINOSA ARAUJO!, Victor ATENCIO-GARCIA™
LDCA/FMVZ/CINPIC, Universidad de Cordoba, Cra 6 # 77-305, Monteria, Colombia,

cesarmontesp@correo.unicordoba.edu.co, ctapiapacheco03@correo.unicordoba.edu.co,

dmadariagamendoza@-correo.unicordoba.edu.co,

jaespinosaaraujo@correo.unicordoba.edu.co, vatencio@correo.unicordoba.edu.co

2 DBJ/FCB, Universidad de Coérdoba, Cra 6 # 77-305, Monteria, Colombia,

jyepes@-correo.unicordoba.edu.co

2 ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6930-3494

b ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1336-4623


about:blank
about:blank
mailto:cesarmontesp@correo.unicordoba.edu.co
mailto:ctapiapacheco03@correo.unicordoba.edu.co
mailto:dmadariagamendoza@correo.unicordoba.edu.co
mailto:jaespinosaaraujo@correo.unicordoba.edu.co
mailto:vatencio@correo.unicordoba.edu.co
mailto:jyepes@correo.unicordoba.edu.co

Accepted Manuscript / Manuscrito aceptado ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA

¢ ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2418-3078
d ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6933-2992
¢ ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9737-1163
fORCID: https://orcid.org/0000-0002-2533-1995

* For correspondence: vatencio@correo.unicordoba.edu.co

Recibido: 22 de enero de 2024, Revisado: 26 de febrero de 2024, Aceptado: 12 de abril de
2024

Editor asociado: Martha Patricia Ramirez Pinilla
Citation/ citar este articulo como: MONTES-PETRO, C, YEPES ESCOBAR, J., TAPIA
PACHECO, C., MADARIAGA MENDOZA, D., ESPINOSA ARAUJO, J. & ATENCIO-
GARCIA, V. (2024). Madurez testicular y calidad seminal de Ichthyoelephas longirostris

(Prochilodontidae) del Medio rio Cauca. Acta Biol. Colomb., 29(3), XX-XX.
https://doi.org/10.15446/abc.v29n3.112600

RESUMEN

Ichthyoelephas longirostris es una especie endémica de Colombia distribuida en las cuencas
Magdalena-Cauca y Rancheria que ha sido declarada en peligro de extincion. El
conocimiento de su bioecologia y en particular sus aspectos reproductivos son limitados; por
tanto, el objetivo del estudio fue determinar el estado de madurez testicular y calidad seminal
de 1. longirostris del Medio rio Cauca. El desarrollo testicular se establecid mediante
descripcion morfoldgica (peso, color, irrigacion) e histoldgica de machos (n = 28; 0,78+0,14
Kg; 42,1£2,5 cm) capturados entre agosto/2020 y octubre/2021 en el Medio rio Cauca
(Valdivia, Colombia). Mientras que, la calidad seminal fue evaluada en machos mantenidos

en cautiverio (n =8, 0,7 £ 0,1 Kg, 40,3 £ 1,3 cm) que maduraron, fueron inducidos con 4 mg
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Accepted Manuscript / Manuscrito aceptado ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA

extracto hipofisiario de carpa/Kg de peso y seis horas post-induccion se colectd el semen'y
con un sistema de anélisis asistido por computador (CASA) se evalud la cinematica,
concentracion y duracion de la movilidad espermatica. Los testiculos de I. longirostris son
estructuras pares alargadas de forma sacular, de tipo lobular no restringida, con desarrollo
cistico que presentan cuatro estados basicos: inmaduro, en maduraciéon, maduro, post-
liberacion/regresion. Los valores de concentracion (10546,4 + 3344,0 spz/mL), movilidad
total (95,2 * 3,8 %), progresividad total (72,7 + 15,3 %), velocidad curvilinea (117,6 + 21,8
pum/s), velocidad lineal (70,1 £ 14,3 um/s) y duracién de la movilidad (39,5 £ 2,5 s) fueron
estimados. El desarrollo de madurez testicular y calidad seminal de I. longirostris concuerdan

con los registros en otros prochilodéntidos neotropicales.

Palabras clave: espermatocitos, espermatogonias, espermatozoide, gonadas, movilidad.

ABSTRACT
Ichthyoelephas longirostris is an endemic species of Colombia distributed in the Magdalena-
Cauca and Rancheria basins that have been declared in danger of extinction. Knowledge of
its bio-ecology, particularly its reproductive aspects, is limited. Therefore, the study aimed
to determine the testicular maturity stage and seminal quality of I. longirostris from the Cauca
River Middle. The testicular development was established through the morphological and
histological description of males (n = 28, 0.78+0.14 Kg, 42.1+2.5 cm) captured monthly
between August/2020 and October/2021 in the Cauca River Middle (Valdivia, Colombia).
Furthermore, semen quality was evaluated in males kept in captivity (n =8, 0.7 + 0.1 Kg,
40.3 + 1.3 cm) that matured, were induced with 4 mg carp pituitary extract/Kg weight, and

six hours post-induction, the semen was collected and with a computer-assisted analysis
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system (CASA) the Kkinetics, concentration, and duration of sperm motility were evaluated.
The 1. longirostris testes are elongated paired saccular-shaped structures of unrestricted
lobular type with cystic development that present four basic stages: immature, maturing,
mature, and post-release/regression. Mean values of concentration (10546.4 = 3344.0
spz/mL), total motility (95.2 + 3.8 %), total progressivity (72.7 £ 15.3 %), curvilinear velocity
(117.6 = 21.8 pm/s), linear velocity (70.1 £ 14.3 um/s) and duration of motility (39.5 £ 2.5
s) were estimated. The development of testicular maturity and seminal quality of I.

longirostris is like those reported for other neotropical prochilodontids.

Keywords: gonads, spermatocytes, spermatogonia, spermatozoa, motility

INTRODUCCION
El género transandino Ichthyoelephas tiene su origen en el Eoceno (~51,9 millones de
afios), el cual se diversificd en el Mioceno (~10,2 millones de afios) en dos especies I.
humeralis (Glinther,1860) presente en rios del Ecuador y I. longirostris (Steindachner,
1879) distribuido en rios de Colombia (Frable et al., 2022). I. longirostris, s un
characiférmido migrador de distancias medias (100-500 Km) de la familia
Prochilodontidae, endémica de Colombia, distribuida en las cuencas de los rios Magdalena-
Cauca y Rancheria (Jiménez-Segura et al., 2020; Do Nascimiento et al., 2023). Se le
conoce comunmente como patal6, jetudo, hocicon, besote o jeton (Mojica et al., 2012) y es
considerado una especie de importancia pesquera en la cuenca Magdalena-Cauca (Sanchez

et al., 2000; Galvis y Mojica, 2007; Galvis-Galindo et al., 2011).
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En la década de los afios 70 sus poblaciones fueron disminuidas por la pesca con métodos
ilegales (dinamita) (Dahl 1971, Roméan-Valencia y Ortiz-Mufioz, 2001). Pero recientemente
sus poblaciones estan afectadas por la degradacion ambiental ocasionada por la
deforestacion, contaminacion inorganica (mineria, agricultura, ganaderia) y orgéanica (aguas
residuales) y embalsamiento de los rios (Galvis-Galindo et al., 2011; Marrugo-Negrete et
al., 2017; Gutiérrez-Moreno y De La Parra-Guerra, 2020) por lo que ha sido categorizada

en peligro (Mojica et al., 2012).

El conocimiento de su ecologia y en particular sus aspectos reproductivos son escasos. Sin
embargo, algunos estudios muestran que los adultos prefieren las quebradas y rios
pequefios de aguas réapidas y claras con temperaturas entre 23 y 25 °C (Roman-Valencia y
Ortiz-Muiioz, 2001) y pueden alcanzar tallas por encima de 50 cm de longitud total (Dahl,
1971). I. longirostris se le considera un detritivoro, con preferencia por el perifiton
(Romén-Valencia, 1993; Sanchez et al., 2000), cuyas hembras presentan alta fecundidad (>
800.000 ovocitos/hembra), con didmetro promedio de los ovocitos maduros de 0,96 mm y
cuatro estados basicos de maduracion testicular (inmaduro, madurando, freza y posfreza)
(Roman-Valencia, 1993). Recientemente se han realizado estudios que sugieren buen
estado y alta variabilidad genética en las poblaciones de I. longirostris de los rios Miel
(cuenca Magdalena) y Rancheria (Perdomo-Aguirre et al., 2014) y se ha avanzado en
estudios sobre su genoma mitocondrial y microsatélites (Landinez-Garcia et al., 2014;

Landinez-Garcia y Méarquez, 2016).

Ante las limitaciones de informacion sobre la biologia reproductiva de I. longirostris es

importante profundizar en su maduracion testicular y conocer sus caracteristicas seminales.



Accepted Manuscript / Manuscrito aceptado ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA

Los estudios de maduracion testicular, formacién del gameto y sus caracteristicas permiten
entender la biologia reproductiva, las relaciones filogenéticas y la sistemética (Arantes et
al., 2017), asi como establecer las épocas y areas donde realiza su ciclo reproductivo en
particular los sitios de maduracion y desove (Santos et al., 2006; Khasanah et al., 2019;
Felicio et al., 2023). Ademas esta informacion es relevante para el desarrollo de tecnologias
de reproduccion en cautiverio como estrategias de conservacion ex situ y el establecimiento
de bancos de recursos genéticos que contribuyan a la conservacion de especies amenazadas
0 en peligro de extincién como 1. longirostris. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio
fue determinar el estado de madurez testicular y calidad seminal de Ichthyoelephas

longirostris de poblaciones del Medio rio Cauca.

MATERIAL Y METODOS

Localizacion y material biol6gico

Entre agosto/2020 y octubre/2021, en las quebradas La Guamera (7°15'7,063" N, 75°26'16"
W, 143,0 msnm, temperatura del agua de 25,4 + 1,0 °C) y Espiritu Santo (7°14'56,267" N,
75°26'16" W, 187,0 msnm, temperatura del agua de 24,0 £ 0,9 °C) tributarios del Medio rio
Cauca (Valdivia, Antioquia, Colombia) se capturaron 36 machos de I. longirostris con
atarraya de 4 cm de ojo de malla. Con 28 de estos ejemplares se establecio el desarrollo

testicular y ocho se adaptaron al cautiverio para analizar su calidad seminal.

Estado de desarrollo testicular

Los machos (n = 28) se pesaron (0,78 + 0,14 Kg) y midieron (42,1 + 2,5 cm de longitud

total), se colocaron en agua fria (~5°C), previo al sacrificio por puncidn craneal, luego se
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diseccionaron las gonadas; se les realiz6 descripcion macroscopica y se fijaron en formol 8
% buferado para posteriormente realizar cortes histologicos (3 - 5 um) en la regién media
del testiculo y tefiidos con Hematoxilina-Eosina (Arantes et al., 2017). Los cortes fueron
analizados con un microscopio optico (Leica DM500, China) con cdmara incorporada
(Leica ICC50 W, China) con objetivos entre 4x y 100x. Se siguieron los criterios de
diversos autores para establecer el tipo de estructura de los testiculos, estado de las células
germinales y el estado de maduracién gonadal (Freitas et al., 2013; Uribe et al., 2014;

Arantes et al., 2017; Zardo et al., 2021).

La manipulacion y sacrificio de los animales se realiz6 de acuerdo con las Normas de
Conducta para el Uso de Animales en la Docencia e Investigacion de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de Cérdoba (Colombia) (Acuerdo 009

de 30 de noviembre de 2021).

Calidad seminal

Los reproductores con los cuales se evallo la calidad seminal (n = 8) fueron capturados en
estos mismos sitios y adaptados a cautiverio, por lo menos durante un afio en estanques en
tierra, a densidad de 1 pez/m?, en la Estacion Piscicola Santa Cruz (Caucasia, Antioquia,

Colombia) localizada a 7°56'28,1"N y 75°08'30,2"W.

Cuando los machos maduraron (n =8, 0,7 £ 0,1 Kgy 40,3 £ 1,3 cm), los cuales a ligera
presion abdominal liberaron liquido seminal, fueron inducidos con extracto pituitario de
carpa (Argent, USA) a dosis Unica de 4 mg/Kg de peso vivo (Atencio-Garcia et al., 2015).

El semen fue colectado a las seis horas post-induccién, se determiné el volumen en viales
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(Eppendorf 1,5 mL) y previo a la colecta del semen, la papila urogenital y areas adyacentes
fue secada y limpiada para evitar la contaminacion con agua, heces, orina y sangre (Franca

et al., 2020).

De cada macho se tomo una alicuota de 0,25 pL, se coloco en una cdmara de conteo Makler
(Sefi Medical Instruments, Israel) y se activo con 75 pL de agua destilada y con el sistema
de andlisis de semen asistido por computador (CASA) (Microptic SL, SCA® VET 6.5,
Espafia) y un microscopio éptico de contraste de fase (Nikon, E50i, Japdn), se evaluaron
pardmetros de cinemética esperméatica como movilidad total (Mt), tipos de movilidad
(rapida, media, lenta e inmoviles), progresividad total, velocidades curvilinea (VCL) y
lineal (VSL). Se consider6 como movilidad rapida al porcentaje de espermatozoide con
velocidades mayores a 100 um/s, movilidad media al porcentaje con velocidades menores
de 100 um/s pero mayor de 50 pm/s y movilidad lenta al porcentaje de espermatozoides
con velocidades menores de 50 um/s (Atencio-Garcia et al., 2021)- También se estimaron
parametros de oscilacion espermatica como amplitud media de desplazamiento lateral de la

cabeza (ALH) y frecuencia de cruzamiento (BCF).

Para la estimacién de la duracion de la movilidad (Dm) se tomé una alicuota de 0,25 pL de
semen y se activd con 75 pL de agua destilada, la duracion se midié desde el instante en

que se adiciono la solucion activadora (agua destilada) hasta que aproximadamente el 90 %
de los espermatozoides dejaron de moverse, con ayuda de un cronémetro y un microscopio

optico de contraste de fase (Nikon, E50i, Japon) (Atencio-Garcia et al., 2021).



Accepted Manuscript / Manuscrito aceptado ACTA BIOLOGICA COLOMBIANA

Para la estimacion de la concentracion espermatica (Ce), 1 UL de semen fue diluido en 699
pL de glucosa 6 % (dilucidn 1:700); esta dilucion fue homogeneizada durante cinco
segundos en un vortex a 1200 rpm (Velp Scientifica, Zxclasic, China). Seguidamente una
alicuota de 10 pL se coloco en cAmara Makler (Sefi Medical Instruments, Israel) y la
concentracion se determind mediante el sistema CASA (Microptic, SCA®-Vet 6.5, Espafia)
(Atencio-Garcia et al., 2021). En todos los casos el semen de cada macho fue evaluado por

triplicado para obtener un valor promedio de cada parametro analizado.

Analisis estadistico

El estudio es de tipo descriptivo y todos los pardmetros de calidad espermatica fueron

expresados como media + desviacion estandar.

RESULTADOS
Los testiculos de I. longirostris son estructuras pares alargadas, con formas cilindricas, que
se ubican en posicion ventral al rifion, sobre la vejiga gaseosa y dorsalmente al tracto
digestivo; libres en la porcidn anterior y media, presentando la arteria nutricia en el centro
de la gonada la cual lleva los nutrientes a las gonadas. Cuando los testiculos de I.
longirostris estdn maduros alcanzan su maximo tamafo y peso, son de color blanco
brillante y la irrigacion sanguinea es visible; en esta fase a ligera presion abdominal liberan
semen. La forma, peso y tamafio de los testiculos de I. longirostris varian durante los
diferentes estados del desarrollo gonadal. EI compartimento germinal esta formado por
I6bulos que se extienden hacia la periferia del testiculo y con espermatogonias a lo largo

del 16bulo; por lo que su estructura es lobular espermatogonial no restringida.

10
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El desarrollo de las células germinales mostro cuatro estados: espermatogonias (primarias y
secundarias), espermatocitos (primarios y secundarios), espermatidas y espermatozoides.
Las espermatogonias primarias (EPG 1) son las células primordiales y de mayor tamafio,
que se localizan siempre libres, pero asociadas entre si a una o varias células cisticas
durante todo el ciclo espermatogénico, periférica a todo lo largo del tubulo seminifero. Las
espermatogonias secundarias (EPG 2) son muy similares a las primarias, pero se
caracterizan por ser de menor tamafio, encontradas siempre en nidos de dos a cuatro
células, con la particularidad de presentar dos nucléolos, siendo muy activas en los estadios

de regresion y reposo.

Los espermatocitos primarios (EPC 1) sufren la primera division meiotica; mientras que los
espermatocitos secundarios (EPC 2), se caracterizan por ser de menor tamafio que los EPC
1. Las espermétidas (EPD), son células haploides resultado de la segunda division meiotica
de EPC 2. Los espermatozoides (Z) son las células mas pequefias del linaje, se forman a
partir de la EPD al completarse la espermiogénesis, se caracteriza por presentar un nucleo

completamente redondo y un flagelo alargado.

En el presente estudio con base en criterio macroscopicos e histoldgicos de testiculos se
establecieron cuatro estados de maduracién basicos: a) inmaduro, b) en maduracion, en este
estado se observaron dos subestadios (temprano y avanzado), ¢) maduro y d) post-

liberacion/regresion).

Inmaduro

11
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En los machos inmaduros (n=2, 38,5 + 3,5 cm de Lt, 0,63 + 0,14 Kg) los testiculos se
observan como estructuras delgadas con apariencia de hilos de color blanco y peso de 0,26
+ 0,01 g. El largo de los testiculos es similar a la longitud de la cavidad abdominal. La
irrigacion periférica no es evidente, pero la arteria nutricia es visible (Fig. 1a).
Microscopicamente se observa que predominan las espermatogonias primarias y
secundarias, la cuales se ubican en la periferia de los I6bulos seminiferos, los cuales tienen

poco lumen y el tejido conjuntivo es grueso (Fig. 1b).

En maduracion temprana

En los machos en maduracion temprana (n = 2, 38,5 + 3,0 cm de Lt, 0,66 + 0,13 Kg) los
testiculos muestran un aumento del peso (0,35 + 0,1 g) con respecto al estado anterior, el
blanco es mas intenso, con la envoltura testicular con mayor consistencia (Fig. 2a).
MicroscOpicamente se observa prevalencia de los espermatocitos primarios y secundarios,
hay presencia de algunas espermatogonias primarias y secundarias. Se observo poco lumen
y el tejido conjuntivo es méas delgado. También se observan algunos vasos sanguineos (Fig.

2b).

En maduracién avanzada

En los machos en maduracion avanzada (n = 3, 40,3 £ 2,3 cm de Lt, 0,66 £ 0,09 Kg) los
testiculos tienen mayor volumen y el peso (0,9 + 0,4 g) se incrementa casi 2,5 veces con
respecto al estado anterior, el color blanco es méas intenso, es mas evidente la irrigacion

sanguinea. La envoltura testicular es méas consistente y compacta (Fig. 3a).

Microscopicamente, predominan las espermatidas, pero también se observan cistos de

12
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espermatocitos primarios y secundarios, ademas se observa la fusion de algunos I6bulos

seminiferos y la presencia de espermatozoides libres en el lumen (Fig. 3b).

Maduro

En los machos maduros (n=6, 41,9 + 2,7 cm de Lt, 0,79 £ 0,14 Kg) los testiculos alcanzan
su maximo peso (1,5 £ 0,5 g) y volumen, ocupando mayor espacio en la cavidad
abdominal. Los testiculos se caracterizan por presentar coloracidn blanca brillante y aspecto
cremoso, se observa alta irrigacion sanguinea periférica (Fig. 4a). Microscopicamente,
predomina la fusion completa de los I6bulos seminiferos (anastomosis) y tejido conjuntivo
delgado. Los l6bulos seminiferos y los conductos espermaticos se observan llenos de

espermatozoides (Fig. 4b).

Post-liberacion/Regresion

En los machos en este estado (n = 15, 42,6 £ 2,5 cm de Lt, 0,80 £ 0,15 Kg) los testiculos se
observan flacidos y con reduccion del volumen y peso (0,5+0,08 g) con relacion al estado
anterior, presentan aspecto transparente y la irrigacion periférica disminuye (Fig. 5a).
Microscopicamente, los I6bulos se observan de forma irregular, vacios con presencia de
pocos espermatozoides. En algunos casos se observa espermatogonias primarias y cistos de

espermatocitos primarios. Se observa el engrosamiento del tejido conjuntivo (Fig. 5b).

La tabla 1, presenta los valores promedio de parametros de calidad seminal de 1.
longirostris. EI volumen seminal obtenido fue de 0,2 + 0,1 mL, con concentracién de

10546,4 x 106 + 3344,0 x 10° szp/mL. La cinética espermatica muestra una alta movilidad

13
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total (95,2 £ 3,8 %) con una duracién media de 39,5 + 2,5 s. Ademas, predominaron los
espermatozoides con movilidad rapida (65,9 + 18,5 %), con alta progresividad total (72,7 +
15,3 %) y bajo porcentaje de espermatozoides inmoviles (4,8 £ 3,8 %). La velocidad
curvilinea (VCL) oscil6 entre 143,1y 75,1 um/s (117,6 £ 21,8 um/s); mientras que la
velocidad lineal (VSL) entre 84,2y 42,7 um/s (70,1 + 14,3 um/s). Los indices de oscilacion
espermatica registraron una amplitud lateral de la cabeza (ALH) de 1,7 £ 0,21 um y una

frecuencia de cruzamiento (BCF) de 11,8 + 0,8 Hz.

DISCUSION

Los testiculos de I. longirostris son 6rganos pareados cuya estructura es la predominante en
los teledsteos, excepto en los atherinomorfidos (Schulz y Miura, 2002; Uribe et al., 2014);
la cual se caracteriza por estar cubiertos por una capa de tejido conjuntivo (tlnica alblgina)
y los I6bulos seminiferos se extienden a la periferia donde finaliza el extremo ciego. Por
otro lado, debido a que las espermatogonias (primarias y secundarias) se encuentran a lo
largo de los I6bulos seminiferos, entonces, los testiculos de I. longirostris son del tipo
lobular espermatogonial no restringido. Este tipo de distribucidn no restricto de las
espermatogonias es considerado un patrén comun en los 6rdenes Characiformes,

Salmoniformes y Cypriniformes (Parenti y Grier, 2004; Schultz et al., 2010).

Ademas, el analisis morfologico de las células germinales indican que el desarrollo de
maduracion testicular de 1. longirostris se puede dividir en cuatro estados basicos
(inmaduro, en maduracion, maduro y post-liberacion/regresién), que coincide con los

estados reportados para macho de I. longirostris en el Alto rio Cauca (Roméan-Valencia,
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1993) y otros prochiloddntidos como Prochilodus lineatus (Perini et al., 2013), Prochilodus
argenteus (Domingos et al., 2013). Sin embargo, en el presente estudio, la fase en
maduracion de 1. longirostris, fue posible diferenciarla en dos subestadios (temprana y
avanzada). Asimismo, la formacion de las células germinativas (espermatogonias,
espermatocitos, espermatidas y espermatozoides) de I. longirostris, coinciden con los
descritos para otros prochilodontidos como Prochilodus scrofa (Kavamoto et al., 1998);
Prochilodus argenteus (Domingos et al., 2013), Prochilodus lineatus (De Melo Dias et al.,
2017) y Prochilodus magdalenae (Montes-Petro, 2018). En general son las fases de
desarrollo del espermatozoide en los teledsteos (Freitas et al., 2013; Uribe et al., 2014; De

Paiva-Camargo et al., 2017; Dos Santos et al., 2019; Rizzo y Bazzoli, 2020).

Por otra parte, los resultados muestran que la espermatogénesis de I. longirostris es del tipo
quistica; es decir todo el proceso espermatogénico, desde la proliferacion de las
espermatogonias hasta la diferenciacion de las espermatidas en espermatozoides, ocurre
dentro de los quistes y los espermatozoides son liberados a la luz de los I6bulos
seminiferos. Este tipo de espermatogénesis propia de los vertebrados anamniotas (peces y
anfibios), se considera tienen bajo porcentaje de apoptosis de células germinales y en

consecuencia un alto rendimiento espermatogénico (Schulz et al., 2010).

En los machos, una de las disfunciones reproductivas mas comunes del cautiverio es el bajo
volumen y la disminucion de la calidad seminal (Valdevenito, 2008; Mylonas et al., 2010;
Atencio-Garcia et al., 2014); por tanto, la aplicacion de inductores hormonales se utiliza
para incrementar la produccion de liquido seminal (Mylonas et al., 2010). EI volumen

seminal (0,2 £ 0,1 mL) de I. longirostris, colectado después de seis horas de la aplicacién
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de la induccién hormonal, se podria considerar bajo con relacion al volumen reportado para
machos de Prochilodus magdalenae criados completamente en cautiverio (1,3 - 2,3 mL)
(Atencio-Garcia et al., 2013; 2021), Prochilodus vimboides (1,0 £ 0,4 mL) (Franca et al.,
2020). Sin embargo, los parametros de calidad seminal, incluido el volumen, pueden diferir
significativamente entre especies e incluso entre individuos de una misma especie

(Kowalski y Cejko, 2019).

La movilidad y las velocidades son los parametros mas utilizados para evaluar la calidad
seminal en los peces (Rurangwa et al., 2004; Gage et al., 2004; Kowalski y Cejko, 2019)
debido a que se ha comprobado la relacion entre el porcentaje de movilidad con la
capacidad fecundante del espermatozoide (Gallego y Asturiano, 2018). Se considera un
semen de buena calidad, en peces, cuando la movilidad es mayor al 80 % (Kowalski y
Cejko, 2019). Entonces a pesar de que se registré bajo volumen seminal la movilidad total
de I. longirostris se estimo6 por encima del 80 %, lo cual sugiere que los machos se
adaptaron bien al cautiverio y produjeron semen de buena calidad. Pero es necesario,

mayores estudios para incrementar el bajo volumen seminal.

Asimismo, la progresividad total, tipos de movilidad y las velocidades espermaticas (Tabla
1) se encuentran en el rango reportado para otros prochilodéntidos como Prochilodus
magdalenae (Atencio-Garcia et al., 2013; 2015; 2021), Prochilodus lineatus (Di Chiacchio
et al., 2017), Prochilodus brevis (Torres et al., 2022). También son similares a los reportes
en otros characiformidos, como Brycon moorei (Atencio-Garcia et al., 2017) y Brycon

henni (Pineda—Santis et al., 2015).
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En los peces dulceacuicolas de fertilizacion externa, el tiempo de activacion del semen es
muy corto, por lo general menos de 60 segundos (Martinez y Pardo-Carrasco, 2010;
Atencio Garcia et al., 2015). En el presente estudio la duracion de la movilidad de I.
longirostris (39,5 * 2,5 s) también se encontrd dentro del rango reportado para los peces

migratorios continentales del neotrépico (Murgas et al., 2007).

La concentracion espermatica de I. longirostris (10546,4 + 3344,0 x 10° spz/mL) es propia
de peces con estrategia reproductiva periddica (r2), que invierten mucha energia en
productos sexuales y no realizan cuidado parental y es similar a la concentracién
espermatica reportada para characiférmidos migratorios del neotrépico como Prochilodus
magdalenae (18524,0 + 3452,4 x 10° spz/mL) (Atencio-Garcia et al., 2013) y Brycon

moorei (12393,1 + 1486,8 x 10° spz/mL) (Atencio-Garcia et al., 2017).

Los indices de oscilacion como frecuencia de cruzamiento (BCF =11,8 + 0,8 Hz) y
amplitud lateral de la cabeza (ALH = 1,7 + 0,2 um) del espermatozoide I. longirostris;
fueron similares a los reportados para peces de agua dulce como Prochilodus magdalenae
(BCF=10,4+0,6 Hz, ALH =1,6 £ 0,1 um) (Madariaga-Mendoza et al., 2023),
Prochilodus lineatus (BCF=9.0+£2.0 Hz) (Motta et al., 2022), Brycon henny (ALH=2,3 +
0,4 um) (Pineda-Santis et al., 2015), Pseudoplatystoma magdaleniautum (BFC =9,2 + 1,7
Hz, ALH =1,4 + 0,2 um) (Gallego-Rios et al., 2021) y Cyprinus carpio (BCF=9,8-10,7 Hz,
ALH= 1,2 um) (Cejko et al., 2013). El presente estudio es el primer reporte de parametros
de cinematica espermatica (movilidad total, tipos de movilidad, progresividad y

velocidades), duracion de la movilidad y concentracion espermatica de 1. longirostris y en
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general los valores se encontraron dentro del rango reportado para peces de agua dulce del

neotrépico.

Los resultados sobre la calidad seminal de I. longirostris del presente estudio, son
relevantes para el desarrollo de tecnologias de reproduccion en cautiverio, protocolos de
criopreservacion que permitan el almacenamiento y conservacion de material genético de

una especie en peligro de extincién como I. longirostris.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio permiten concluir que 1. longirostris presenta un
desarrollo testicular de cuatro estados basicos: inmaduro, en maduracion, maduro, post-
liberacion/regresion. El estado en maduracién fue posible subdividirlo en dos: en
maduracion temprana, en los que predominan los espermatocitos y en maduracién
avanzada, en los que predominan las espermatidas. Ademas los pardmetros de cinética
espermatica como movilidad, tipos de movilidad, progresividad, velocidades y oscilacion
espermatica de I. longirostris son similares a las reportados para otros characiformidos

migradores del neotrdpico en particular los prochilodéntidos.
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TABLAS Y FIGURAS

Figura 1. Testiculo inmaduro de Ichthyoelephas longirostris a) vista macroscépica y b)

vista microscopica, corte transversal, objetivo 100x. T, testiculos; Vn, vejiga natatoria;
EPG1, espermatogonias primarias; EPG2, espermatogonias secundarias; Vs, vaso

sanguineo.
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Figura 2. Testiculo en maduracion temprana de Ichthyoelephas longirostris a) vista

macroscépica, b) vista microscépica, corte transversal, objetivo 100x y testiculo en

maduracion avanzada c) vista macroscopica, d) vista microscépica, corte transversal,
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objetivo 100x. T, testiculos; Vn, vegija natatoria; EPC1, espermatocitos primarios; EPC2,

espermatocitos secundarios, EPD, espermatidas.

Figura 3. Testiculo maduro de Ichthyoelephas longirostris. a) vista macroscopica y b) vista

microscopica, corte transversal, objetivo 40x. An, Arteria nutricia; Vn, vejiga natatoria; T,

testiculos; Z, espermatozoides; asteriscos, anastomosis lobular.
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Figura 4. Testiculo en post-liberacion/regresion de Ichthyoelephas longirostris. a) vista
macroscopica y b) vista microscépica, corte transversal, objetivo 40x. Z, espermatozoides;

L, Lumen.
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Tabla 1. Calidad seminal de Ichthyoelephas longirostris (n = 8) del Medio rio Cauca
mantenido en cautiverio. Ce, concentracion espermatica; Mt, movilidad total; Dm, duracién
de la movilidad total; Pt, progresividad total; Mr, movilidad rapida; Mm, movilidad medig;
MI, movilidad lenta; In, inmdviles; VCL, velocidad curvilinea; VSL, velocidad lineal;

ALH, desplazamiento lateral de la cabeza BCF, frecuencia de cruzamiento.

Parametro Valor
Volumen (mL) 0,2+0,1
Ce (x10° spz/mL) 10546,4 + 3344,0
Dm (s) 395+25
Mt (%) 95,2+ 3,8
Pt (%) 72,7+15,3
Mr (%) 65,9+ 18,5
Mm (%) 16,7 £8,7
MI (%) 125+73
In (%) 48+38
VCL (um/s) 117,6 +21,8
VSL (um/s) 70,1 +143
ALH (um) 1,7+0,2
BCF (Hz) 11,8 +0,8
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