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Informe Técnico de la Caracterizacion Cromosdmica de la Especie
(Eremophilus mutisii).

Introduccioén

Los sistemas icticos a nivel mundial hacen parte de los ecosistemas mas
biodiversos. Sin embargo, varias especies se encuentran amenazadas o en via de
extincion. El Capitan de la Sabana, es una especie de pez endémica de Colombia
(Moijica et al., 2012) del cual poco se conocen aspectos genéticos. Sin embargo,
debido a su potencial hidrobiolégico y su condicion de vulnerabilidad, en los ultimos
afnos se ha despertado un creciente interés por la comunidad cientifica en estudios
de E. mutissi con fines de conservacion. Uno de los aspectos que ha sido objeto de
interés por investigadores de diferentes especies de peces es la Citogenética, ya
que su estudio suministra informaciébn que contribuye a identificacion vy
particularidades cromosémicas de cada una de las diferentes especies. Por esta
razon, este trabajo se realiz6 con el objetivo de conocer el nUmero de cromosomas
del Capitan de la Sabana.

Materiales y Métodos

Coleccién de ejemplares

Se colectaron 7 individuos de la parte alta del rio Bogota, Municipio de Suesca, los
cuales fueron comprados a los pescadores artesanales del Municipio.

Preparaciones citolégicas

La estimulacién de mitosis se realiz6 con levadura acorde a lo descrito por Lozano
et al., (1988), para esto, se preparé una solucidén de levadura con las siguientes
condiciones: 0,5 g de levadura, 0,59 de azucar y 7ml de agua destilada. Se incubo
la solucién en bafio-maria (40°C) durante 20 min y se inyectd la solucién dorso-
lateralmente en el pez en proporcion de 1ml por cada 100g de peso del animal
(Figura 1). Posteriormente, se dej6 al pez en un acuario bien aireado durante 48h -
72h.




Figura 1. Preparacién de materiales y reactivos e inyeccion de solucion de levadura
al animal

Preparacion de células mitoticas

La preparacion de células mitéticas in vitro se realiz6 segun la metodologia de
Foresti et al. (1993). Para esto, los peces fueron sacrificados, siguiendo el protocolo
de Bienestar Animal y se retir6 la parte anterior del rifion (Figura 2). Este material
fue colocado en 6ml de medio de cultivo RPMI 1640 y disociado con la ayuda de
una jeringa de vidrio sin aguja. A este medio de cultivo, se adicionaron tres gotas de
colchicina (0.05%) con jeringa de 5 ml y se incub6 a 37 °C durante 1 hora y 30
minutos. Pasado este tiempo, el material se resuspendié utilizando una pipeta
Pasteur y centrifugado a 1000 r.p.m durante 10min, posteriormente el sobrenadante
ser descartd. Se adiciond 7 ml de solucién hipoténica (KCI) a 0.075M y se incubé a
37°C durante 52 min. Terminada la incubacion se le adicioné 1ml de solucion
fijadora (metanol-acido acético 3:1), se esperd 5min en los cuales se resuspendio
la solucién y luego se centrifugd a 1000 r.p.m durante 10 min. Se retiré el
sobrenadante y afladioé 6 ml de fijador, luego de mezclar bien con la pipeta Pasteur,
se centrifugd durante 10min a 1.000 r.p.m. (Prefijacion). Posteriormente, se descartd
el sobrenadante y adicionaron 6ml de fijador y se centrifugd. Se repitié este paso 2
veces. Después de la dltima centrifugacion y eliminacion del sobrenadante, se
adicion6 1ml de fijador y se resuspendié el material y se colocé en un tubo de 2ml.

Figura 2. Obtencién del rifion del animal y adicién de Colchicina
Preparacion de placas y tincion giemsa

Tres gotas de suspension celular fueron adicionadas sobre un portaobjeto
previamente calentado a 60° C. La placa se dejé secar a temperatura ambiente y



luego fue coloreada con Giemsa puro durante 2 minutos con un posterior lavado en
agua corriente (Figura 3). Después de secas, las ldminas fueron analizadas en un
microscopio optico.

Figura 3. Coloracion de laminas con Giemsa.
Resultados y discusion

En la Figura 4 se muestran los cromosomas encontrados en individuos de Capitan
de la Sabana. En los resultados, se observaron 54 cromosomas. En estudios
preliminares realizados por Gonzalez et al. (1997) se describe que el Capitan de la
Sabana posee 27 pares de cromosomas (2n = 54) de los cuales estan clasificados
en metacéntricos, submetacéntricos y subtelocentricos. En los resultados de este
estudio se encontraron cromosomas metacéntricos (centromero en el centro y
longitud de brazos similar), submetacéntricos (centromero en un extremo y brazos
con distinta longitud), subtelocéntricos (brazos muy cortos) y acrocéntricos (solo un
brazo).




Figura 4. Cromosomas Eremophilus mutissi. A= cromosomas metacéntricos, B=
Cromosomas submetacentricos, C= subtelocéntricos, D= acrocéntricos.

En la literatura se reportan varias especies del genero Trichomycterus con un
namero diploide conservado de cromosomas (2n=54) (Oliveira et al., 2016) como el
observado en Capitan de la Sabana. Este grupo de peces (Trichomycterus) también
pertenece a la familia Trichomycteridae a la cual pertenece el Capitan de la Sabana
y presenta una amplia distribucion en la regién neotropical (Sarmento-Soares et al.,
2011).

Por otro lado, segun Gonzélez et al. (1997), el Capitan de la Sabana no se presenta
dimorfismo sexual cromosémico, es decir carecen de cromosomas sexuales,
sugiriendo que los genes que determinan el sexo estan presentes en los autosomas.
Sin embargo, aun se desconoce el proceso de determinacion y diferenciacion sexual
en esta especie, por lo que futuros estudios deben realizarse para su determinacién
y coadyuvar asi a su produccion y conservacion. Adicionalmente, en algunas
especies de peces, al interactuar los factores genéticos con los ambientales se
desarrollan mecanismos intrincados de determinacion sexual (Pan et al., 2018). De
esta manera, el sexo primario de los peces puede estar determinado
cromosdmicamente, ambientalmente o por la combinacion e interaccion de los dos
(genética-ambiente), por lo que, la determinacién sexual cromosOmica en una
especie determinada de teledsteo no siempre corresponde con el sexo fenotipico,
es decir, la dotacion genémica no esta directamente relacionada con la definicién
sexual fenotipica (Rodriguez-Pulido et al., 2018; Yamamoto et al., 2019). Por
ejemplo, el estudio de dos poblaciones de Eigenmannia virescens involucrando
diversas técnicas citogenéticas mostré que, mientras los animales de una poblacién
no presentaban cromosomas sexuales, en los individuos de otra poblacion habia un
sistema XX/XY de determinacién del sexo (Almeida-Toledo et al., 2001 citado por
Nirchio y Oliveira, 2006), por lo que este proceso debe ser estudiado
cuidadosamente en el Capitan de la Sabana.

Conclusioén

Los resultados de este estudio corroboran resultados previos en relacion al nimero
de cromosomas del Capitan de la Sabana y posteriores trabajos pueden estar
encaminados a la existencia 0 no en la reorganizacion cromosomica Yy/o
modificacion micro-estructural.
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