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CAPITULO 1 "

1 ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

1.1 ANTECEDENTES

1.1.1. UBICACIONTAXÜNDHICADE Akodon azarae

Aproximadamente el 43 %de las especies de mamíferos que

habitan actualmente el continente sudamericano, pertenecen al

orden de los roedores que constituyen cerca de 450 especies
vivientes.

La familia mas conspicua del orden, Cricetidae, agrupa el

55% de las especies de roedores sudamericanos (28% de las

especies de mamíferos del continente). En su gran mayoria los
cricetidos sudamericanos estan incluidos en la subfamília

Sigmodontínae (Reig, 1984).

La familia Cricetidae esta constituida por dos suhfamilias

Sigmodontinae y Neotominae (Hershkovitz, 1966; Reig, 1990).
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Una cepa cricetodontina (protosigmodontina invasora) de

Dligoceno norteamericano, habria alcanzado el continente

sudamericano por transporte pasivo (en la etapa en que ambos

continentes se encontraban aislados), produciéndose la

diversificación tribal y genérica de la subfamilia en Americadel
Sur.

Los generos vivientes de sigmodontinos se agrupan en siete

tribus distintas con limites muydefinidos. Estas representan
ramas de una radiación adaptativa, que surgió comorespuesta de

la creciente especialización evolutiva para conquistar diferentes
nichos ecologicos.

Dichas siete tribus de sigmodontinos, difieren muchoen su

diversidad: aproximadamente el 87%de las especies vivientes

pertenecen a tres tribus (Dryzomyini 44%, Akodontini 25% y

Phyllotini 18%)(Reig, 1986). Estas tres tribus representan tres

grados evolutivos sucesivos (Reig, 1981).

Los roedores akodontinos pueden haber derivado de

antecesores oryzomyinos de acuerdo a la morfología y los datos
cromosómicos.

La mayoria (80%) de las especies de akodontinos pertenecen a

uno de los tres generos politipicos: Akodon, ny-ycterus o
Bolo-ys.

Las especies de Akodonviven en la puna, el páramo, la

montaha tropical y las forestas subtropicales, las pampas

herbosas y hasta en los frios Andes del sur (Reig, 1986; 1987).



La distribucion conocida para Akodonazarae corresponde a

las llanuras pampásicas de la Argentina y del Uruguay, donde se

los encuentra generalmente asociados a los camposde cultivo.

1.1.2 RESEÑADE LA ECOLOGIADE Akodon azarae

Akodon azarae es 1a especie mas común en el conjunto de

pequeños roedores cricétidos de los pastizales pampeanos. La

distribución geográfica de este roedor es muy amplia (en la

Argentina incluye las provincias de Buenos Aires, Córdoba, Santa

Fe, Entre Rios Corrientes y Chaco asi como Uruguay y el sudeste

de Brasil) y utiliza variados habitats comopastizales, camposde

cultivo y sus bordes, terraplenes de los ferrocarriles etc.
(Cabrera, 1961; Reig, 1964; Crespo, 1966; Harlow, 1969; Zuleta,
1989).

Las caracteristicas poblacionales de la especie, tales como
su demografía, el uso del espacio, la organizacion socia], su

reproducción y el parasitismo, fueron estudiados por Zuleta, 1999

Zuleta et al., 1988; 1990.

Las primeras investigaciones acerca de la composicion por

edades, longevidad y dinamica reproductiva, fueron las realizadas

por Pearson (1967) en una población de A. azarae de la zona de
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Nuñez -Provincia de Buenos Aires- (éstas fueron las primeras

investigaciones de esta indole realizadas en ratones de campo de
America del Sur).

La heterogeneidad ambiental y la estacionalidad de la region

pampeanason los factores que determinan la ecologia de A azarae.

En relacion a los demas cricetidos A. azarae, cuyo nombre

común mas apropiado es "raton de pastizal pampeano" (Zuleta et

al., 1988) es la especie clave en el conjunto de cricetidos

pampeanos.

1.1.3. Akodon azarae: HEMBRAS CDN CROHDSUHAS SEXUALES

HETEROHÜRFICDS.

La citogenetica de los roedores akodontinos ha sido

extensamente estudiada (una revision se encuentra en Bianchi &

Merani, 19B#). Algunos géneros son invariables, pero en otros,

como por ejemplo Akodon, se ha encontrado una gran variación

tanto en número como en morfología cromosomica (Bianchi et al.,

1969; Bianchi et al. 1976; Bianchi et al. 1979; Bianchi & Merani,

1980; Gallardo, 1982; Liascovich, 1991; Liascovich fi Reig, 1989;

Liascovich et al., 1989; Reig et al., 1971; Rodriguez et al.

1983; Yonenaga, 1979; Vitullo et al., 1986).



Ademas de Dicrostonyx y Hyopus ha sido propuesto Akodon como

el genero que tiene más especies candidatas a presentar hembras

XY. Se las ha propuesto debido a que todas ellas presentan gran

variabilidad en la forma y tamaho de sus cromosomas X y por el

hecho de que algunas hembras tienen cromosomas sexuales

indistinguibles de los del macho.

A. nollis es la especie donde la presencia de hembras XY se

ha documentado más firmemente (Lobato et al., 1982).

En otras especies de Akodon, A. azarae, A- varius y A­

boliviensis (Bianchi et al., 1971), comotambién A. neocenus y

A-alterus (Apfelbaum et al., 1988; Liascovich, 1991) el cromosoma

Y del macho y el cromosoma tipo Y de algunas hembras son

indistinguibles.
Sin embargo, el pequeño tamaño de este cromosoma que

presenta bandeo C positivo, ha impedido hasta ahora una

comparación detallada con las tecnicas usuales de la

citogenetica.

El cromosoma tipo Y de las hembras se ha interpretado como

un cromosoma X con una gran delecibn de brazo largo (Bianchi &

Contreras, 1967; Bianchi et al., 1968).

La morfología y número cromosomico en A. azarae fue

descripta en 1967 por Bianchi y Contreras.
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El cromosomax(l) representa un cromosomaque dichos autores

han interpretado originalmente como un cromosomaX que ha sufrido

una gran delecion de brazo largo.

Posteriormente describieron la existencia de hembras En=38,

Xx(s) donde el x(s) representa un cromosoma X con delecibn de

brazo corto (Bianchi et al., 1968). Asimismodescriben en esta

oportunidad el área de cromatina sexual y el patron de

replicación de los cromosomassexuales en A- azarae.

En sintesis, los trabajos pioneros donde se describen las

caracteristicas citogeneticas de A. azarae (Bianchi y Contreras,
1967; Bianchi et al., 1968) destacan la existencia de cinco tipos

de hembras en relacion a su cariotipo: hembras En=38, XX; Pn=38,

Xx(l); 2n=38, Xx(s); En=37, X0 y hembras mosaicos En=37/38,

Xx(l)/X0 (figura 1.1.3).

Mediante el análisis del patrón de bandas G en tres especies

de Akodon ( A. molinae, A. azarae y A. obscurus) encuentran que

los cromosomas X e Y de dichas tres especies tienen muy poca

correspondencia y proponen que dichos cromosomasson inestables y

propensos a sufrir rearreglos evolutivos (Bianchi et al., 1976).
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Actualmente hay argumentos provenientes de las tecnicas de

la biologia molecular, en favor de la hipótesis XY para las

hembras de A. azarae. Se han encontrado fragmentos que híbridizan

con zondas del gen ZFY tanto en machos como en hembras Xx(l)

(Bianchi et al., 1989) asi comootras especies de Akodon que

presentan "pseudogenes Zinc-finger" ligados al Y (Bianchi, en

prensa).

También se ha estudiado en detalle el comportamiento en la

meiosis de los cromosomassexuales en A. azarae, lo cual ahre

interesantes perspectivas (Solari et al., 1989).



Figura 1.1.3­

COMPLEMENTO SEXUAL EN HEMBRAS A.AZARAE

ORIGEN DE LOS CROMOSOMAS ALTERADOS

5€=>
POrdldc x: (l)

xx

Ñ
X! (s)

Drigen postulado para los cromosomassexuales de las hembras de

Akodonazarae (Bianchi & Contreras, 1967; Bianchi et al., 1969).



1.1.4 HECANISHDS CRUHDSUHICÜS DE DETERMINACION DEL SEXO

Uno de los principales problemas de la biologia fue el
misterio del nacimiento de individuos de distintos sexos. Los

mitos atribuian esta diferencia a las fases de la luna, al

momentodel dia en que tenia lugar la fecundación, a la dirección

del viento y a otras supuestas causas similares. Cientos de

hipótesis sobre la naturaleza de este fenómenose hicieron en los

siglos pasados, sobre todo en el siglo XIX.

Sólo recien después de la formulación de la Teoria

Cromosómica de la Herencia pudo explicarse el problema,

comprendiendo el proceso de la determinación del sexo, y por que

la mitad de los individuos nace de sexo masculino y la otra mitad

de sexo femenino. Mendel ya habia sugerido que la determinación

del sexo podia seguir la misma segregación que otras
caracteristicas heredadas.

A partir de 1900 se hicieron una serie de descubrimientos Pn

los que se estableció la asociación de la caracteristica sexual

con la presencia o ausencia de un determinado cromosoma. Wilson y

Stevens en 1905 descubrieron citológicamente los cromosomas
sexuales.

En algunos vertebrados inferiores, comolos anfibios y los
reptiles, los cromosomas sexuales no se han identificado

citológicamente. Saez en 1936 ya postuló la inexistencia de
cromosomas sexuales diferenciados en los anfibios (Saez h

Cardoso, 1978).



En estos casos, donde no hay cromosomas sexuales

reconocibles, hay homocigosis o heterocigosis con respecto a

aquellos genes que determinan el sexo. La diferenciación del par

de cromosomas sexuales (XYo ZH) en los vertebrados, ha tenido

lugar como consecuencia de la acumulación paulatina en un

determinado cromosomade aquellos genes determinantes del sexo,

de los caracteres sexuales secundarios y de la fecundidad (Saez y

Cardoso, 1978). Los dos sistemas de determinacion del sexo mas

ampliamente reconocidos corresponden a los casos en que los

machos son heterogameticos o las hembtas son heterogaméticas. Hay

dos factores que controlan la herencia del sexo en ambos

sistemas: un sexo es heterocigota o heterogametico para el factor

sexual y el otro sexo es homocigota para uno de estos factores.

Para el sistema en el cual el machoes heterogametico se reserva

la notación XX/XY y ZH/ZZ cuando es la hembra el sexo

heterogametico (Bull, 1983 y 1985).

En casi todas las especies dioicas la determinación del sexo

es genetica, y es posible distinguir citologicamente machos de

hembras porque presentan dimorfismo cromosbmico en el par sexual.

Actualmente se ha abierto una interesante polemica en

relación a los genes responsables de la determinacion del sexo, a

partir de los descubrimientos de Page, (1988); Page et al.
(1987). La citogenética del sexo, en consecuencia, puede

encararse desde una perspectiva evolutiva, y ser abordada en dos

aspectos: la descripcion basica de variedades y los procesos que
conducen a la variación.
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1.1.5 MECANISMOS DE DETERHINACIÜN CRÜHÜSUHICA DEL SEXO 'EN LOS

HAMIFERDS

En los mamíferos la determinacion cromosdmica del sexo se

fija en el momentode la fertilización y no está influida por

factores ambientales. El mecanismogeneral es aquel en el cual el

macho es el sexo heterogametico y la hembra el sexo homogametico,

y sus cromosomas sexuales se denominan XYy XX respectivamente.

Aunque los cromosomas sexuales tienen un tamaño variable en

general el Y es pequeno y el X es de tamaho intermedio (5% - 6%

de la longitud total del set haploide femenino) (Ühno et al.,
1964). t

Si bien el sistema XX, XYestá ampliamente estahlecido entre

los distintos órdenes de mamíferos, ocurren excepciones al mismo

en distintos grupos de organismos. Estas excepciones o mecanismos
inusuales de determinación cromosbmicadel sexo han sido objeto

de diversos estudios debido a la importancia que ellos revisten

para la comprension del funcionamiento del mecanismode determi­
nacion del sexo.

De las mas de 4000 especies de mamíferos vivientes solamente

algunas pocas presentan mecanismos cromosomicos sexuales que se

apartan del usual XX y XY. Estas pueden agruparse en tres

categorias (siguiendo a Fredga, 1988): 1) especies con sistemas

de cromosomas sexuales múltiples; E) especies con cromosomas

sexuales normales en las que eventualmente aparecen individuos

con constitución cromosbmicasexual desviada; y 3) especies con
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mecanismos cromosómicos anomalos.

Es este último grupo de especies, el que reviste mayor

interes en el marco del estudio del proceso de determinación del
sexo en Akodon azarae.

1) SISTEMAS DE CRDHDSDHAS SEXUALES MULTIPLES

Un sistema complejo de cromosomas sexuales puede aparecer

por translocacibn entre uno de los cromosomas sexuales y un
autosoma.

Cuando el X original se ha translocado a un autosoma el

mecanismo se designa XXpara las hembras y XYY para los machos.

El Y es el Y original y el Y es el autosoma homólogo al cual el

X fu; translocado. El Y no esta involucrado en la determinación

sexual y en las especie: de este grupo comoPotorus tridactylus,

Huntiacus Iuntjak y Sorex araneus, los machos tienen un cromosoma

mas que las hembras. Cuando el Y se ha translocado a un autosoma,

el mecanismo se denomina X X X X para las hembras y X X Y para

los machos. El X es el X original y el X es el autosoma

homólogo al cual se1ha traslocado el Y. En especies de este grupo

la hembra tiene un cromosoma mas que el macho.

A veces ambos, el X y el Y, se fusionan con los homólogos de

un par de autosomas. En la meiosis del macho se forma un

bivalente grande, distintivo con los cromosomassexuales. En este

caso machos y hembras tienen el mismo número cromosomico. El
,­
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Hamster chino (Crisetulus griseus) es un ejemplo bien conocido de

este grupo. Estos grupos de especies con cromosomas sexuales

compuestos no presentan mayor interes desde el punto de vista de

la determinación sexual, los cromosomassexuales se distribuyen

regularmente en la meiosis y se producen dos tipos de

espermatozoides y un tipo de ovocitos.

E) INDIVIDUÜS CDN DESVIOS EN LA CONSTITUCION CRDHDSUHICA SEXUAL

EN ESPECIES CDN CRDHDSÜHAS SEXUALES NORMALES

En varias especies de mamíferos, incluido el hombre, con

cromosomas sexuales normales, se conocen individuos con
constitucion cromosomicasexual desviada. En la tabla 1.1.5 se

enumeran las especies en las que se han observado individuos con

desviaciones en la constitucion cromosómicasexual (revisado por

Fredga, 1988).
Las desviaciones más comunes conocidas entre los mamíferos

son los mosaicos ( estos se han encontrado en la musarafla común

(XY/XYY), el gato (XY/XXY/XXYY),el caballo (XO/XYY)y el ganado

vacuno (XY/XYY).
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Tabla 1.1-5 (Datos tomados de Fredga, 1988).

Fenotipo
Macho Hembra

Especie XXY XYY XX X0 XXX XY

Hacropus eugenii .
Sorex araneus (*) .
Hacaca nulatta . .

#1­

a:

*l
Canis familiaris * . * . . .
Felis catus * (*) . * . .
Equus caballus (*) (*) . i i *
Sus scrofa * . * * .
Bos taurus * (*) . * * .
Capra hircus . . * . . .
Dvis aries * . . * . .
Akodon azarae . . . * . .
Cricetulus griseus i . . . . .
Bandicota bengalensis . . . i . .
Rattus rattus * . . * . .
Rattus norvegicus . * . . . .
Hus Iusculus i * * i _ *

Entre perentesis se señalan los mosaicos.

El estudio de las caracteristicas fenotípicas de las
estructuras de los órganos reproductores, de la manifestación de
los caracteres sexuales secundarios, de la fertilidad, etc., en
estos individuos con cromosomas sexuales desviados, brinda

importante información respecto de la influencia del mecanismode
determinación sexual cromosómica.

La constitución X0 siempre da un fenotipo femenino y en

relación a la fertilidad hay diferencias entre las especies
grandes y las especies pequeñas. Los individuos X0 de las

especies de mamíferos grandes (con un lapso generacional largo)

son infertiles, mientras que los individuos XOde los pequeños
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mamlferos son hembras fertiles. La vida reproductiva esta

reducida debido al agotamiento prematuro de los ovocitos. La

diferencia importante entre el ratón X0y la mujer X0se dehe al

menos en parte a una escala de tiempo: el raton X0 llega a la

pubertad antes de que los efectos cuantitativos de la univalencia

del X se reflejen en una población de ovocitos muydisminuida. En

la mujer la pubertad se produce cuando ya casi d todos los

ovocitos han degenerado (Lyon & Hawker, 1973; Burgoyne & Biggers,

1976).

También hay especies en las que se han encontrado individuos

con constitucion cromosomicaequivocada en relación a su sexo
fenotlpico. Se encontraron machos XXentre los perros (Selden et

al., 1978), los cerdos (Breeuwsma, 1970), las cabras (Hamerton et

al., 1969) y los ratones. Diferentes causas genéticas producen la

discrepancia en cada una de las especies.

Una de las explicaciones plausibles es que parte del

cromosoma Y se haya translocado al X, particularmente la región

determinante de testiculos (TDF). Son muy bien conocidos los

machos xxsxr ("sex reversal") en Hus nusculus en los que el

fenotipo es masculino pero son estériles. Tambien se han

descripto hembras XYen caballos los que revisten particular

interés porque el sindrome XYsexo revertido, se caracteriza

tanto por heterogeneidad genotipica comofenotipica. El espectro

fenotipico de hembras XYtiene en los mamíferos un rango que va

desde hembras aproximadamente normales a yeguas masculinizadas
(Kent et al. 1988).



3) ESPECIES CDN MECANISMOS CRUHDSUHICDS PECULIARES DE

DETERMINACION DEL SEXO.

Estos mecanismos no provienen de la translocacidn a

autosomas sino que incluyen alteraciones al sistema XX/XY

asociadas a la pérdida de segmentos o cromosomassexuales enteros

y/o alteraciones génicas propias de los grupos de ligamiento
sexual.

Se conocen varias especies que presentan mecanismos

cromosomicos sexuales anomalos. Todas estas especies son roedores

y en todos estos casos se encuentran, con frecuencias

significativas en poblaciones naturales, individuos cuya
constitucion cromosdmicasexual no es usual entre los mamíferos.

En roedores la presencia de dos cromosomas X no parece ser

nacesaria para la supervivencia y fertilidad de las hembras

aunque la fertilidad pueda estar algo dañada.

Se ha descripto un mosaico gonosbmico en Hicrotus oregoni

donde los machos son XYen sus celulas somaticas e YO en sus

celulas germinales, las hembras son X0en sus celulas somáticas y

XX en las germinales (Matthey, 1958; Dhno et al. 1963; Dhno et

al. 1966).

Por otro lado Ellobius lutescens y Tokudaia osimensis tienen

un cariotipo X0 tanto en las hembras como en los machos, sin

ninguna diferencia citogenetica aparente en el cariotipo de ambos
sexos. En estas especies el modode determinación sexual es aún

motivo de debate (Vogel et al., 1988).



En Nesokia indica, de Delhi, India, los cromosomas X e Y

muestran una gran variación en tamaño y morfología. los

cariotipos de algunas hembras no se pueden diferenciar (sin

tecnicas de bandeo cromosbmico) de los cariotipos predominantes

en los machos. Fredga en 1983 adelantó la posibilidad de que en

esta especie pudieran existir hembras XYpero mediante la tecnica

de bandeo C de los cromosomas de Nesokia indica se encontró que

la variación en tamaño y morfología de los cromosomassexuales se

debe a diferencias en la cantidad y distribución de la

heterocromatina constitutiva. Asi es que, aunque se sospecho que

podian existir hembras XYen esta especie, la hipótesis fue

finalmente descartada (Rao et al., 1983).

Dos generos de lemmings son bien conocidos porque presentan

hembras XYy X0, Hyopus y Dicrostonyx, en ambos el mecanismo de

determinacion sexual es similar.

Entre las hembras de Hyopusexisten tres tipos cromosómicos

llamados XX, X*Yy X*X*; los machos son XY. El asterisco designa

una mutación ligada al X que afecta la interacción de los genes

determinantes del sexo de tal manera que los individuos cuya

constitución cromosbmica sexual es X*Yson hembras. Los dos tipos

de cromosoma X, el X* y el X pueden diferenciarse por el patrón

de bandas G de sus brazos cortos. El brazo corto del X* es

alrededor del 7% mas pequeño que el del X (lo que corresponde a

unas 1000 kilobases de ADN).

El cromosomaY de Hyopus schisticolor es heterocromático y

se puede distinguir facilmente despues del bandeo (C o G). No hay
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diferencias citogeneticamente detectables entre el Y de los

machos y el de las hembras X*Y.

Todas las poblaciones que se conocen de' Hyopus tienen

hembras X*Yy aparentemente el mismo mecanismo de determinacion

del sexo (Herbst et al. 1978; Fredga et al. 1976).

En Dicrostonyx el otro genero de lemmings en el que se

sospecha la presencia de hembras XY, la situación es diferente.

Los dos tipos de cromosoma X no se pueden distinquir

citológicamente y en este genero (especificamente en Dicrostonyx

torquatus) tampoco hay un cromosomaY distinguible facilmente.

Se han estudiado varias razas y subespecies de Dicrostonyx

en las que la constitucion cromosbmica es compleja debido

probablemente a una serie de translocaciones de autosomas a los

cromosomas sexuales originales. Además presentan un número

variable de cromosomas B lo que ha complicado la elucidación de

la constitución cromosomicasexual (Gileva, 1983; Malcolmet al.,
1986).

Entre los autores que han estudiado el genero Dicrostonyx

desde el punto de vista de la determinación cromosomica del sexo

hay ciertas discrepancias. Mientras Fredga (1988) afirma la

existencia de hembras XY,Bileva et al.(l9BE) consideran que en

Dicrostonyx hay hembras X0 y hembras XX, mientras que los machos

son todos X0.

Estos autores postulan que el sexo de los animales X0

depende de un factor genético ligado al X que dispone de dos

formas alternativas denominadas "m" y "f". F1 factor "m-f" seria



un gen con dos alelos; la forma "f" habria perdido la habilidad

de actuar como determinante masculino mientras que la forma "m"

la habria conservado. Asi los machos (XO) todos presentan el

alelo "m", XmO;las hembras XXserian homocigotas o heterocigotas

para ambosalelos.

La discrepancia fundamental en la posición de unos y otros

autores reside en el planteo evolutivo del origen de las hembras

X0 o XY. Porque más que un evento mutacional habuia sido

necesario el establecimiento del sistema genético determinando la

aparicion de hembras X0 en Dicrostonyx.

Es posible que la mutación "f" haya aparecido en el

antecesor común de ambos lemmings (Dicrostonyx y Hyopus) y la

perdida del cromosoma Y en machos y el desarrollo de hembras X0

podrian considerarse eventos subsecuentes a la mutación "f".

Sin embargo es de destacar que Dicrostonyx y Hyopus tienen

un mecanismo de determinacion sexual que depende de una mutación

ligada al X.

Otras especies de lemmingsrelacionadas, Lemusy Synapto-ys

presentan cromosomas sexuales ordinarios XXy XY, si bien las

relaciones de parentesco entre Hyopus, Lemus y Synaptomys no son

del todo claras, bajo la presunción de considerar las relaciones

de perentesco filogenetico mas estrecho entre Hyopus y Lemus y

Synaptonys (Fredga,19BB) se ha postulado que habrian ocurrido

mutaciones con efectos similares en dos oportunidades separadas y

se establecerian en poblaciones de Hyopusy Dicrostonyx.



El sistema de compensación de dosis para genes ligados al X

en los mamíferos (Lyon, 1961) provee una solución para explicar

la potencial supervivencia de hembras con un solo cromosomaX.

Pero no todas las apariciones espontáneas de hembras X0 o

XY en especies de mamíferos son fertiles o fenotipicamente
normales.

La inactivación de uno de los dos X en las hembras de los

mamíferos no es absoluta puesto que ambos X estan activos en

ciertos estadios de la ovogenesis y tempranamente en la

embriogenesis (Monk & McLaren, 1981). Por esta tazón,

presumiblemente, las hembras X0 en humanos, otros primates y

ungulados son usualmente infertiles y poseen defectos
fenotipicos.
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1.1.6 EL CflHPURTAHIENTD DEL PAR XY

En los mamíferos el par de cromosomas sexuales XY presenta

un comportamiento cuyo aspecto mas destacable es su condición
heterocromática cuando se lo observa durante la meiosis

masculina.

Este hecho fue observado incluso antes que se relacionaran

los cromosomassexuales con la determinacion del sexo. Son vastas

las investigaciones realizadas acerca del par XY,observado como

cuerpo intranuclear o "vesícula sexual" que durante la meiosis de

los espermatocitos sufre cambios que permiten distinguir el par

sexual del resto de los autosomas (Solari, 1974 y 1909).

Al comienzo de la meiosis, en leptotene el X y el Y no son

totalmente heterocromaticos, pero en los estadios siguientes, los
cromosomas sexuales forman una única masa heterocromática, el

llamado cuerpo XYo “vesícula sexual". Durante el paquitnne, que

es el estadio más prolongado de la meiosis, el par sexual sufre

varios cambios: al principio forman un sólo cuerpo y no presentan

región nucleolar, en paquitene media desarrollan una región

nucleolar en raton y algunas otras especies; ya en paquitene

tardío el cuerpo XYse observa marcadamente separado del resto de

los autosomas. El cuerpo XY en diplotene puede observarse

desplegado y fuertemente condensado mientras que en diacinesis ya

pueden distinguirse muyclaramente el elemento largo (cromosoma

X) y el elemento corto (cromosoma Y) ambos con dos cromatides.
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Durante la primera metafase, el par XYmuestra el heteromorfismo
clasico.

El par XYpuede presentar relaciones nucleolares primarias

(cuando el organizador nucleolar esta en el X) o secundarias

(cuando el organizador nucleolar esta en autosomas). Las

asociaciones primarias estan restringidas a unas pocas especies,

como el ratón, el hamster dorado y el hamster armenio mientras

que las asociaciones secundarias pueden encontrarse mas

comunmenteya que es mas bien una proximidad entre el nucleolo y

el cuerpo XY.

1.1.7 LA DETERMINACION DEL SEXO EN TERMINOS BIDQUIHICDS

La búsqueda del factor determinante masculino en mamíferos
ha conducido a la delimitación de una secuencia de ADNde 35 Kb

que podría marcar el final de dicha búsqueda y el inicio del

análisis genético de la determinación del sexo en mamíferos

(Sinclair et al., 1990)
En 1959 se estableció por primera vez, para el hombre y el

raton, que el cromosomaY era el determinante masculino (Jacobs &

Strong, 1959). En 1966 se limito la región determinante de

masculinidad al brazo corto del Y. En 1984 a raiz del hallazgo

de McLarenet al. de ratones macho que no presentaban antígeno

específico de histocompatibilidad H-Yse abandonó la hipótesis
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que durante más de 10 años sostuvo que el antígeno H-Y era e]

inductor testicular primario.

En diciembre de 1987 David Page y colaboradores informaron

el descubrimiento de un gen "Zinc-Finger" presente en el

cromosoma Y humanoel que probablemente representaría el factor

determinante de testículos (TDF) ligado al Y.

La identificacion de este gen, ahora llamado ZFYprendió la

mecha de una búsqueda predecible de los genes Lorrespondientes en

otros animales. Encontraron también otro gen estrechamente

vinculado al ZFY en el cromosoma X al que denominaron XFX.

En varios mamíferos eutherios estos genes están conservados

en alto grado. En cambio en los marsupiales las secuencias

vinculadas mas estrechamente al ZFYestan en autosomas, no en el

cromosoma Y (Sinclair et al., 1983). Estos descubrimientos

resultaron inquietantes, ya que en marsupiales, aún más que en

eutherios, el cromosomaY es determinante de masculinidad y por

lo tanto es esperahle que porte el equivalente del TDF.

Si el ZFYes autosbmico en marsupiales, no puede ser el

determinante masculino primario, tal como parecería serlo en

otros mamíferos. Estos hallazgos plantearon el interrogante de si
realmente el ZFYes el factor determinante de testículos (sin

embargo podria ser que el ZFYsea el TDFen eutherios. mientras

que en marsupiales algún otro factor juegue el rol primario).

El ZFY esta altamente conservado y tiene una estructura

consistente con una función regulatoría.
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El cromosoma X de los marsupiales es mas pequeho que el de

los eutherios y no porta ninguna secuencia ZFX. En marsupiales

varios de los genes conservados en el X de los eutherios estan

localizados en autosomas. Esto sugiere que ha tenido lugar una

translocación, evidencia de ello es el hecho de que un "probe"

para el gen de la distrofia muscular (que en humanosestá al lado

del ZFX), hibridiza con el cromosoma 5 en canguros en el mismo

intervalo donde está el ZFY(Sinclair et a1., 1988).

Para la formación de testículos en humanos se requieren

tanto el ZFX como el ZFY. Algunos embriones humanos femeninos XY

tienen un defecto cromosómicoen la region X El, alli donde se
' P

localiza el ZFX(Berstein et a1., 1980).

Unaexplicación posible de los resultados podria ser que, en

eutherios, el ZFYpotencia la expresión o accion del ZFXel cual

por si mismo (en XXo XO) no puede gatillar la formacion de

testículos. En marsupiales algún otro gen ligado al Y podria

potenciar el gen autosomico que se podria llamar ZFA. El ZFA

seria el determinante de testículos pero bajo una regulación
primaria diferente.

Las diferencias evolutivas en la señal primaria de la

determinacion sexual tiene ya varios antecedentes. Por ejemplo,

en el nematode Caenorhabditis elegans, la determinación sexual

primaria se debe a la proporcion de X / autosomas, tambien en

Drosophila, y es posible alterar el sistema de varias formas por

mutación de genes autosdmicos de determinacion sexual (Hodgkin,
1988).
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En terminos bioquímicos parecería que la pregunta a

responder es que es lo que regulan estos genes "Zincw

Fingers" que codificarian proteinas con múltiples "domains" en
forma de dedos.

Si bien el gen ZFYresultaba ser un excelente candidato a

ser el factor determinante de testículos, el hallazgo de tres

hombres XXque no presentaban ZFY (Palmer et al., 1989) pero que

eran hombres indudablemente, hizo que el gen FFYfuera desplazado

para adjudicarle la funcion TDFa una region del cromosomaY du

unas 140 Kb (1A1) (figura 1.1.7) que se habia traslocado al X.

Paralelamente se estudio la expresion del ZFY homólogo de

raton y este probo estar asociado con las celulas germinales las
que se cree no intervienen en la determinación de testículos

(Koopmanet al. 1989).

Finalmente sólo una secuencia de 35 Kb de ADNparece ser la

responsable de la determinación de testículos. Este gen

denominado SRY(sex-determining region of the Y) probablemente

representa el comienzo de una cascada de genes regulatorios y su

conocimiento conducirá a la comprensión del mecanismo de

determinación del sexo en mamíferos (Guhbay et al. 1990; McLaren,

1990; Sinclair et al. 1990).
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Figura 1.1.7.

Descubrimientos que condujeron a la identificación del gen SRY,

región determinante del sexo en el cromosomaY humano.
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1.1.8 A. azarae, UN HDDELDPARA ESTUDIOS DE DETERMINACION

CRÜHDSDHICA DEL SEXO EN HAHIFERDS.

Entre los mamíferos, los roedores son los animales mas

usados en condiciones de laboratorio debido al amplio

conocimiento que se tiene de su biologia, además de que entre

otras cualidades presentan ciclos generacionales y reproductivos
cortos. El roedor más usado como animal de laboratorio es Mus

musculus con sus diferentes cepas, junto a ambas especies de

Rattus (R. norvegicus y R. rattus).

Otras especies de roedores, comopon ejemplo las del genero

Peromyscus se han estudiado en colonias de laboratorio y han sido

útiles para responder nuevas preguntas.

Otros, comoHyopusschisticolor o Dicrostonyx torquatus han

demostrado ser buenos modelos, (para el estudio de los mecanismos
de determinación del sexo en mamíferos) tanto en relación al

significado evolutivo de la funcion reproductora como desde el

punto de vista cromosomicode la determinación del sexo.

Sin embargo, pocas especies de cricetidos sudamericanos,

especialmente de las que habitan en nuestro pais, se han adaptado

y mantienen bajo condiciones de laboratorio. Hayque destacar las

especies de Calo-ys, comoC. laucha y C. nusculinus que han sido

de gran utilidad para el estudio de la fiebre hemorraqica

argentina (FHA)(Hodara, 1987; Sabattini et a1., 1977; Vitullo et

al. 1987; Vitullo & Merani, 1988).
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A. azarae, aunque tambien involucrado en los mecanismos de

mantenimiento del virus Junin (agente etiologico de la FHA)

resulta importante comomodelo para estudios en determinacion del

sexo. Tiene ademascaracteristicas que lo diferencian de los

otros modelos de roedores utilizados para estudios de

determinacion sexual, por estar filogeneticamente muy poco

emparentados.

Akodon, no solamente A. azarae sino también otras especies

relacionadas del genero, comoA. neocenus, A. boliviensis y A.

alterus que forman el mismo"cluster" con A. azarae (Liascovich,

1991) y probablemente presenten el mismo mecanismo de

determinación sexual, proveerian un modelo diferente a los

conocidos para responder las preguntas que se formulan acerca de

los mecanismos de determinación del sexo y sus origenes
evolutivos.

Desde el punto de vista cromosómico, los siguientes hechos

son de particular interes en conexión con el tema. La existencia

de hembras fértiles homogameticas y heterogameticas en las

poblaciones naturales, y también en las mantenidas en condiciones

de cautiverio, permiten estudiar aspectos importantes en relación

a la expresion de los genes determinantes del sexo.

El estudio detallado de los aspectos reproductivos de las

hembras heterogameticas en relacion a las hembras homogameticas,

permiten interpretar la expresión de estos genotipos en relación

a los modelos conocidos donde existen hembras XY(por ejemplo en

Hyopus), o donde se conocen hembras X0 (por ejemplo en Mus).
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Permitiendo delimitar en que medida puede ser asimilada la

especie A. azarae al modelo XYo al X0.

Desde el punto de vista genético poblacional, es de

particular interes 1a interpretación del papel que puede tener en

la naturaleza la presencia y mantenimiento de este mecanismo
cromosbmico de determinacion del sexo. Lo cual resulta aún más

interesante teniendo en cuenta que una consecuencia importante de

dicho mecanismo es la determinación de la proporción sexual

primaria.
Un conocimiento creciente acerca de la biologia de esta

especie se ha ido acumulando a lo largo de los últimos 23 años,

pero lo que sabemos es aún poco en relación a lo que queda por
saber.

A. azarae es una especie clave desde el punto de vista

ecologico, y el conocimiento en profundidad de su biología

reproductiva permite comprender cabalmente esta especie Llave.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como se ha mencionado Akodon azarae es una especie

cuyo mecanismo de determinacion del sexo es peculiar

entre los mamíferos. Si bien esta especie ha sido objeto

de estudio en colonias de laboratorio, se ha estudiado

principalmente debido a su eventual vinculación con la

infeccion por virus Junin (Carballal et a1., 1900; De

Villafañe, 1981).

La presente investigacion tuvo como objetivos

principales:
a-Estudiar los parámetros básicos de Akodon azarae

en condiciones de laboratorio: crecimiento postunatal,

longevidad, periodo de gestación, mortalidad predestete,

y otras caracteristicas de su reproducción.
b-Analizar los cromosomassexuales, particularmente

de las hembras, con la finalidad de establecer dos

linajes para realizar cruzamientos dirigidos, por un

lado hembras Xx y machos XYy por otro hembras XX y

machos XY.

c-Determinar los efectos del heteromorfismo

cromosomico de las hembras sobre la fertilidad y otros

parámetros reproductivos delimitando la influencia de

dicho mecanismosobre la reproduccion de esta especie en
condiciones de cria en cautiverio.
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d-Cuantificar el rendimiento reproductivo de las
hembras heteromorficas en relacion a las homomorficas,

ambas mantenidas en condiciones de laboratorio,

partiendo de la observación de la ausencia de individuos

xYen esta especie.

Finalmente y partiendo de la hipótesis de que la

segregación de los cromosomassexuales de las hembras

heteromorficas conduce a la formacion de ovocitos

portadores del cromosoma X y ovocitos portadores del

cromosoma x, se analizó la meiosis femenina tanto en

hembras heteromorficas como homombrficas para el par
sexual.
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Para el nanejo y uso de los animales

experi-entación durante la realización del presente trabajo

han observado y respetado las nor-a5 establecidas por
Canadian Council on Ani-al care..
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CAPITULO 2

LOS ANIMALES, SU CRIA EN CONDICIONES DE LABORATORIO

2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. ESTABLECIMIENTO DE LA COLONIA

La colonia se estableció a partir de 7 hembras y 2 machos
o

que fueron capturados en la localidad de Diego Gaynor (34 lfl' S;

590 14' H) en la provincia de Buenos Aires, Argentina.

Dichos animales se introdujeron en el laboratorio en 1982,

de ellos 4 hembras y 1 macho dejaron descendencia.

Posteriormente en 1986 se incorporaron una hembra y dos

machos capturados en la misma localidad.

Hasta 1987 se mantuvo en el Bioterio de la Comisión Nacional

de Energia Atómica. A mediados de 1987 los animales fueron

trasladados a la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos

Aires donde se mantiene en la actualidad (Figura 8.1.1).

El procedimiento de cria se llevó a cabo siguiendo las

condiciones para raton de "The UFAHhandhook on the care and

management of Laboratory Animals" (1976).
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Figura P.1.1" ANIMALES ADULTOSY JUVENILES ñ. azalaü DE LA

COLONIA DE LABORATORIO.
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8.1.2. CONDICIONES AMBIENTALES

Las condiciones ambientales se mantuvieron controladas. La

temperatura oscilo entre los EOy 25 grados centígrados. La

humedad relativa ambiente entre el 60%y el 80%. El fotoperiodo

se estableció en 18 horas de luz continuadas y 18 horas de

oscuridad no superando su intensidad los 80 Fotolux.

Las jaulas que se emplearon para el cautiverio de los

animales son de acero inoxidable de 35 cm de largo, EB cm de

ancho (980 cm de superficie) y 15 cm de altura. El comedero se

halla incorporado a la tapa enrejada (figura 2.1.2).

Los animales inmaduros, cuando no se los apareo al destete,

fueron colocados en grupos de 3 a ó individuos por jaula. En

ocasiones se utilizaron jaulas mas chicas, de 336 cm de

superficie (24 cm de largo, 14 cm de ancho y le cm de altura)

para alojar individuos jovenes hermanos de la misma camada.

El lecho colocado en las jaulas consistió en viruta de

madera blanca y especialmente en las jaulas de apareamientos se

coloco además un trozo de algodón para permitir la construccion
del nido.
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2.1.3. ALIMENTACION Y SANIDAD DE LOS ANIMALES

Los animales recibieron para su alimentación alimento

balanceado simple para ratón, peleteado y compactadopor calor.

Si bien ese fue básicamente el alimento principal, en

diferentes etapas de la vida de la colonia se aportaron

suplementos.

Durante los tres primeros años se suplementd con una masa de

alimento preparada en el mismobioterio con granos de cereales

molidos, levadura de cerveza y vitaminas (Vionate-S; Estrella

Merieux 8.9., Buenos Aires). Dicha masa estaba compuesta por 24%

de maiz, 20%de avena, 5%de gluten, 34%de alfalfa, 15%de soja,

2% de levadura y E gramos de vitaminas en cada kilogramo de

suplemento.

Más adelante (y siempre con el propósito de evitar los

posibles perjuicios producidos por las variaciones en la calidad

del alimento balanceado de uso comercial) se siguio suplementando

la dieta por adición de aceites vegetales y granos de girasol,
avena y trigo.

E1 agua fue acidificada con acido clorhídrico hasta alcanzar

un pH de 2,5 para impedir las salmonelosis y la proliferación de

algas y bacterias en la botella de suministro. Esta y el alimento
fueron suministrados ad-libitum.

Las jaulas fueron totalmente cambiadas y lavadas
semanalmente.

Para combatir los endo y ectoparasitos (como por ejemplo

37



ácaros), se utilizó Ivermectina (de Ivomec) la que se diluyo en

propilenglicol para adecuar las dosis (según las indicaciones del

laboratorio de 200 mg/kg) y se siguieron las instrucciones de una

inyeccion subcutánea seguida de otra a los 15 días.

2.1.4. IDENTIFICACION DE LOS ANIMALES Y REGISTRO DE LDS DATOS

Los animales adquirieron identidad individual al momentodel

destete. Fueron marcados en las orejas siguiendo el sistema

convencional de marcadopara raton (figura E.1.4-a.).

En este sistema la oreja se divide en tres zonas: superior

media e inferior. Perforando con un pequeño sacabocados agujeros

en estas zonas se representan los números 1, E y 3

respectivamente. Haciendo con el mismosacabocados agujeros que

lleguen al borde se obtienen muescas simples que en las mismas

areas representan los numeros 4, 5 y ó. Para el 7 se usa una

muesca doble en la parte superior, para el B en la zona medial y

para el 9 una igual en la parte inferior. En la oreja izquierda

se cuentan como decenas mientras que en la oreja derecha se

cuentan comounidades esto permite 99 combinaciones.
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Figura E.1.4-—a. SISTEMACMIDNAL DE MARCADO(IZQUIERDA).

EJEPPLDS, MIEROS B7 Y 42 (DERECHA).
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Todos los datos identificatorios como: fecha de nacimiento,

individualización de los progenitores, sexo, peso al destete y
otros datos de cada animal se volcaron en tarjetas individuales

(figura 2.1.4-b.) que se mantienen en un fichero.

Para identificar los apareamientosse utilizaron tarjetas
convencionales de apareamiento que fueron colocadas en cada jaula

(figura 2.1.4-b.). En dichas tarjetas de apareamientos se

registro: fecha del apareamiento, edad e identidad de los

animales apareados, las pariciones sucesivas que presento la

hembra y el número y sexo de los neonatos asi como el momento del

destete y el númeroy sexo de las crias destetadas.

La generacion filial se calculó siempre sumando 1 a la menor

parental, es decir que un apareamiento formado por un individuo

FE y uno FB dejo una descendencia a la que se adjudicó la

generacion F3 (para que metodológicamente se cometiera siempre el

mismoerror). Se calculo el coeficiente de consanguinidad el que

aumento hasta un valor de 0,4 en la FB (F1=0,06; FE=0,IE;

F3=O,18; FQ=0,23; F5=O,EB; F6=0,32; F7=0,36). Al momento de la

realización de este trabajo se llego a la octava generacion de
cria de laboratorio.
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Figura E.1.4--b. FICI-HS UTILIZADAS PARAEL REGISTRO DE DATOS.

FICHA INDIVIDUAL (NIRIBA), FICHA DE.APAREAHIENTD (ABAJO).

N9 802,
CN'EA

APAREAMIENTO

N.‘ NAClMIENTO N.’ DESTETE O o PESO OBSER.
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2.1.5 LOS APAREAHIENTÜS

Los apareamientos establecidos siempre fueron monogámicos,

formados por un macho y una hembra de edades similares. Los

mismos se mantuvieron juntos por un periodo minimo de tres meses.

Se formaron también, parejas de animales recien destetados

las cuales fueron mantenidas por un periodo minimo de 4 meses

para establecer el comienzode la actividad reproductiva.

Si los apareamientos realizados conducian a la prefiez de las

hembras, las parejas se mantenían hasta el final de su vida

reproductiva o hasta la muerte de alguno de sus componentes.

Si en 4 meses de tiempo, las hembras no mostraban signos de

prehez entonces se rotaban los machos de las parejas ya formadas

para descartar la posibilidad de que la esterilidad fuera
inherente al comportamiento de la pareja.

Los controles de cada caja de apareamiento, para corroborar

la presencia de hembrasgestantes, fijar fechas de nacimiento,

observar el estado de salud aparente, agresividad o daflo de los
animales se realizaron a diario.
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2.1.6. PARAHETRDSDE CRECIMIENTO

Se estudiaron las variaciones de peso, para lo cual los

animales fueron pesados diariamente para determinar la edad del

destete según King (1963): edad en la cual se produce una brusca

pérdida en la ganancia ponderal que es recuperada en el término
de 48 horas.

Por observacion directa de los animales se estudiaron

algunos parámetros de crecimiento post-natal comoel desarrollo

del pabellón auricular, el desarrollo de la cobertura pilosa o

manto y la apertura de párpados.

Se mantuvieron animales de ambos sexos para determinar la

vida maximay el promedio de vida de esta especie en condiciones

de laboratorio. Los datos obtenidos se utilizaron para la

construccion de la tabla de vida (Caughley, 1977).

2.1.7. PARAHETRDSREPRODUCTIVDS

En los apareamientos monogámicosque se mantuvieron durante

un minimo de 4 meses en las condiciones explicadas en el

parágrafo 2.1.5. se calcularon los siguientes parametros: media

de camada a la segunda paricidn, proporción sexual al nacimiento

y al destete, mortalidad pre-destete, eficiencia reproductiva,
ocurrencia de celo post-parto, y comienzo y duracion de la

actividad reproductiva.
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El tiempo de gestacibn fue establecido mediante la

observacion diaria de las hembras apareadas, considerando la

presencia de espermatozoides en los extendidos vaginales como el

dia 1 de prehez. Se considero la presencia de espermatozoides en

el extendido vaginal debido a que la observación de tapón mucoso
resulto dificultosa.

Se estudió la tasa de ovulación mediante la observación bajo

lupa estereoscópica de puntos de ovulación, o puntos

hemorrágicos. Se sacrificaron para ello hembras que se hallaban

en diferentes estadios de gestación, se contaron puntos de

ovulación en ambos ovarios y se observaron embriones implantados
vivos o abortivos en amboscuernos uterinos.

8.1.8 INDUCCIUN DE LA UVULACIUN

Se estudió la posibilidad de inducir la respuesta ovulatoria
en A. azarae mediante la administración de hormonas. La

inducción de la ovulación en hembras de mamíferos, con el objeto

de producir una superovulación, es un metodo que se basa en la

administración de gonadotrofinas exógenas. Usualmente en los

roedores se utilizan gonadotrofinas de yegua (eSG) y de mujer

(hCG). La (eSG) tiene un efecto predominantemente folículo
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estimulante (FSH) en cambio 1a (hCG) tiene efecto

predominantemente de LH (hormona luteinizante).

En ratón, Edwards & Gates (1959) obtienen respuestas

semejantes al tratamiento con eSB y hCG independientemente del

estadio del ciclo estral en que encontraran las hembras. Pero

sies importante el intervalo de tiempo transcurrido entre la

administración de una y otra hormona. En los roedores pequeños el

mecanismo de la ovulación exige un intervalo entre la

administración de eSG y hCB necesario para promover el

crecimiento, maduracióny dehiscencia folicular con liberación de

un mayor numero de óvulos. i

Las hormonasutilizadas para inducir respuesta ovulatoria en

A. azarae fueron: PMSG(=eSB) gonadotrofina serica equina, para

inducir la maduración folicular y HCB (=hCG) gonadotrofina

coriónica humana para inducir ruptura folicular (ambas fueron
marca Intervert).

Las concentraciones de hormona probadas fueron: 15 ui

(unidades internacionales) de PMSGy 80 ui de HCG.Siguiendo los

antecedentes previos para el roedor cricetido Calo-ys callidus
(Roldan et al., 1985) estas cantidades fueron administradas

intraperitonealmente y se ensayaron intervalos de 48 y 72 horas

entre la administracion de una y otra hormona. Estas se

inyectaron dos horas antes de la fase de oscuridad del bioterio.

#5



El siguiente esquema resume el metodo empleado:

Tratamiento

Tiempo (horas) A B

0 15 ui PMSG 15 ui PMSG

49 EO ui HCG —————-­

62/64 Evaluación* ———————

72 —————-— eo u i HCG

84/86 ------ -- Evaluacion*

* La evaluación de la respuesta ovulatoria se realizó

mediante la observación bajo lupa estereoscópica. Se recolectaron

los ovocitos, se hizo el recuento y caracterización de todos

aquellos obtenidos mediante la rotura mecanica de la región
ampular del oviducto.

2.1.9. CICLO ESTRAL

Para la obtención del material se utilizaron hembras

apareadas monogámicamenteque se siguieron diariamente a la misma
hora durante 30 dias.

La obtención del material se realizó por lavado de la vagina

con un pequeño tip plastico conteniendo una gota de solución

fisiológica. Todo el material utilizado fue previamente
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esterilizado para evitar contaminar a las hembras y muy

suavemente, sin tocar las paredes vaginales para no afectar el

normal desarrollo del ciclo. Unagota del material obtenido se

extendió sobre un portaobjetos seco y limpio. Se fijo por secado

al aire a temperatura ambiente. Luego se hicieron los lavados

correspondientes para la coloración con colorante de Shorr.

Los preparados se observaron al microscopio y se estudiaron

los tipos de celulas presentes en el extendido.
Para la clasificacion de los tipos celulares se siguió el

criterio utilizado en ratón, es decir se consideraron tres tipos
celulares: células epiteliales, celulas cornificadas y
leucocitos. Su presencia y abundancia relativa como indicadoras

de la etapa del ciclo estral. Este se tomo según el conocido para

raton en estro, meta-estro, diestro y proestro (figura 2.1.8).
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Figura 2.1.B—Aspectodel extendido vaginal en el ciclo estral de
ratón.

células
cornificadas

células
epiteliales

leucocitos

2.1.10. ESTADISTICA

Se utilizaron metodosestadísticos para concluir si existen
o no diferencias estadísticamente significativas entre los
valores analizados de acuerdo a Sokal & Rohlf (1979).
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2.2. RESULTADOS

2.2.1 EVALUACION DE LA PRODUCTIVIDAD DE LA COLONIA

Durante un periodo de 12 meses se evaluó la productividad de

la colonia, teniendo en cuenta las variaciones estacionales.
Para realizar dicha evaluacion se tuvieron en cuenta la

cantidad de apareamientos que fueron efectivos, el total de

nacimientos registrados y la frecuencia de canibalismo.

La efectividad reproductiva tomando como indice el número de

hembras prehadas/ total de hembras maduras apareadas se considero
estacionalmente (Tabla 2.8.1-a).

El 66%de las hembras resultó prefiada en invierno, el 58%en

primavera el 40% en verano y el 46% en otoho.

La mayor cantidad de hembras que presentaron partos

consecutivos se manifestó en primavera. Esto se vió reflejado en

que el mayor porcentaje de nacimientos ha tenido lugar en

primavera (34,7%).

Los valores más bajos se registraron en verano, tanto en

relación a la proporcion de hembras que resultaron prefladas como

al porcentaje de nacimientos.

Se analizó la distribución anual de partos considerando las

variaciones estacionales. Se observo que el mayorporcentaje de

nacimientos tiene lugar en primavera y el menor porcentaje de

nacimientos tiene lugar en verano (Tabla E.E.1—b,Figura 2.2.1).
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Uno de los factores que incidieron desfavorablemente en la

productividad de la colonia fue el alto porcentaje de
canibalismo. Este varió desde un minimo de 30%hasta un maximode

66%.

En especies que están recientemente introducidas a

condiciones de bioterio, un alto grado de canibalismo es

aceptable (Hodara et al., 1984). Pero probablemente estos

resultados reflejan el poco conocimiento de la biología de esta

especie lo cual resulta en que las condiciones de bioterio no son

las ideales para A. azarae.

Por ejemplo al estar forzando un sistema de apareamiento

monogamicopermanente en una especie que en la naturaleza muestra

una táctica reproductiva no monogamica(Zuleta et al., 1988),
dietas insuficientes o desbalanceadas asi como factores de

perturbación ambientales comunescomoel nivel de ruidos. Todos

estos factores pueden reflejarse en un alto porcentaje de
canibalismo.
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TABLA2.2.1-a Evaluacion de la incidencia de prehez en la

colonia.

Estacion otoño invierno primavera verano
Hembras
maduras en 50 44 53 47
la colonia

(T)

Tuvieron cria
al menos una 23 (46) 29 (bb) 31 (58) 19 (40)
vez

Hembras con
2 partos con- 7 (31) 9 (31) 12 (39) 8 (42)secutivos

3 d más l (4) b (21) B (26) 0 (0)

* los valores entre paréntesis son porcentajes.

TABLA2.2.1-b Evaluación de la productividad de la colonia­

Estación otofio invierno primavera verano
Número de
nacimientos 33 51 59 27
registrados
°/.estacional 19,4 30,0 ' 34,7 15,9
**
correccion 22,5 24,3 32,0 21,2
NOTA

** Los valores corregidos para los porcentajes de nacimientos
estacionales se obtuvieron considerando como 100%las hembras que
parieron. Lo que permite evitar el error producido al sumar al
porcentaje de nacimientos el porcentaje de hembras que no
parieron.

Ejemplo: en otoño hubo 33 nacimientos que correspondieron a
un 46%de hembras que parieron, si estas hubieran sido el 100%
habria habido 72 nacimientos. Estos 72 nacimientos representarian
un 22,5% de los 318 nacimientos que hubieran ocurrido en dichas
condiciones.
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Figura 8.8.1 EVMLIACICN DE LA PRODUCTIVIDAD

PRODUCTIVIDAD (53)
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2.2.2 TASA DE OVULACIÜN NORMAL

Se estudio la tasa de ovulación, según se describe en el

parágrafo 8.1.7. La media de puntos de ovulación observados fue

de í = 6,87 0.5. = 0,8 (n=15).

Se observó un bajo rango de variación individual, el minimo

de cuerpos lüteos observados fue de ó y el maximoB.

La edad de las hembras analizadas varió entre B meses y 17

meses. Para estudiar la posibilidad de que la tasa de ovulación

pudiera variar con la edad, se analizaron por separado las

hembras de menos de 12 meses de edad y las de más de IE meses de

edad.

Se se realizó un test de T y pudo determinarse con un 95 %

de confianza que el número promedio de cuerpos lúteos observados

no varia con la edad de las hembras (Tabla 2.2.2).

Tabla 8.2.2. Númeropro-edio de cuerpos lúteos observados­

Edad (n) Media de puntos de ovulación

< de 12 m (7) X = 7,14 0.9. = 0,9

> de 1a m (B) í = 6,63 0.5. = 0,7

La tasa de ovulación se estudió tambien en relación al

cariotipo de las hembras, este analisis se presenta en el
parágrafo 3.2.9.

53



2.2.3 INDUCCIDN DE LA RESPUESTA ÜVULATDRIA

Se determinó que la respuesta ovulatoria en A- azarae puede

inducirse mediante la administracion de 15 ui de PMSGy EOui de

HCG. Estas hormonas deben administrarse separadas por un

intervalo de 78 horas. Un intervalo de 48 horas no es suficiente,

con dichas cantidades hormonales para obtener respuesta
ovulatoria.

Tabla 2.8.3 Inducción de la ovulación

N de hembras N de hembras con
tratadas respuesta ovulatoria

Tratamiento A

Intervalo entre
PMSG y HCG de
48 horas. 10 0

Tratamiento B

Intervalo entre
PMSB y HCB de
72 horas. 11 7 (64%)

Mediante el tratamiento B (ver parágrafo 2.1.8) fue posible

obtener un 64%de hembras que respondieron a la administracion de

hormonas exbgenas. Debido a que la ovulación normal maxima en

esta especie es de B (parágrafo 2.2.2) se considero respuesta
superovulatoria cuando el numerode ovocitos recolectados fue

igual o superior a 9. Cuandoel número de ovocitos recojidos fue

menor o igual a B se considero respuesta ovulatoria normal:
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Tratamiento B

Hembras con respuesta Normal Superovulatoriaovulatoria

7 (64%) E (18%) 5 (46%)

Las hembras que superovularon presentaron una variación
individual de 14 a EE ovocitos.

Un estudio acabado de la respuesta ovulatoria en esta

especie podria hacerse incluyendo el analisis del efecto de otras

hormonas como la PLH(hormona luteinizante pituitaria), que en

lugar de la HCGen hembras maduras de hamster chino permite una

mejor superovulacion (Roldán et al., 1987).

8.2.4 TAMAÑODE CANADA

Se registró la media de camada, medida en la segunda

parición. Esta fue í = 3,6 (n = 20) el rango fue de 1-8 crias por

camada y la desviación estandard de 1,8.

Un análisis más detallado de la media de camada se presenta

en el parágrafo 3.2.1.
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2.2.5 PRDPURCIUN DE SEXOS Y HURTALIDADPRE-DESTETE

Se analizaron para obtener tanto la proporción de sexos como

la mortalidad pre-destete, E94 camadasnacidas a partir de 79

hembras apareadas.

La proporción de sexos al nacimiento fue de 1,63 hembras por

macho (n = 1045), mientras que al destete fue de 1,48 hembras por

macho (n = 712). Debido a que la proporcion de sexos se halla

desviada en relacion al 1:1 dependiendo del cariotipo de las

hembras progenitoras, estos resultados globales se han desglosado

para estudiar la proporcion de sexos según el cariotipo de las

madres (parágrafo 3.2.2).

La mortalidad pre-destete total fue de 31,9 % siendo para

las hembras mayor que para los machos, 34,3 % y 28,1 %

respectivamente.

La mortalidad pre-destete estacional fue siempre mayor para

las hembras que para los machos excepto en primavera que fue

levemente mayor para los machos.
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2.2.6 DURACION DE LA BESTACIDN Y OBSERVACIONES SOBRE CICLO

ESTRAL.

La duracion de la gestación fue de 23 dias con un rango de

21 a 85 dias. Se evaluó a partir de 73 partos de 35 hembras

multiparas las que tenian edades de entre b y 18 meses.

El promedio obtenido fue de X = 22,98 (D.S = 1,2) (N = 73).

Comono fue posible observar un tapón vaginal evidente, como

si ocurre en las hembras de raton despues de la copula, por ese

motivo se tomb como dia 1 de prehez el dia en que se hallaron

espermatozoides en el extendido vaginal (figura 2.2.6).

La mayoria de las veces que se observaron espermatozoides en

el extendido vaginal, fue posible ver una descarga vaginal mucosa

pero no un claro tapón.

E1 ciclo estral de A. azarae no ha sido evidenciable en

forma precisa, mostrando las hembras una irregularidad

considerable en la presentacion de patrones celulares claros que
permitieran distinguir estadios con total certeza.

El diagnostico de las fases del ciclo estral ha resultado

extremadamente dificultoso mediante la metodologia descripta en

el parágrafo 2.1.8. Esta tecnica es útil para corroborar la
existencia de celos post-parto y apareamientos realizados en este
periodo (figura 2.8.6).
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FIBLRA 2-2-6 ASPECTO DEL EXTENDIDO VAGINAL PCIZAS MAS DESPtES DE

LA COPULA.
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2.2.7 PRESENCIA DE CELD-PDST PARTO Y RETRASO EN LA IHPLANTACIUN

Con el objeto de estudiar si existe un retraso en la

implantacion se analizaron B9 partos que tuvieron lugar en el

celo post-parto de 30 hembras analizadas.

Se intento correlacionar el tiempo que duro la gestación con

el numerode crias paridas en el parto anterior que la hembra se

hallaba amamantando(tabla 2.2.7, figura 2.2.7).

La mayoria de los partos tuvieron lugar a los EQ dias del

parto anterior y no se observó una relacion entre el numero de

crias amamantadasy el tiempo transcurrido entre un parto y el
otro.

El 13,5 % de los partos ocurridos por estro post-parto

sufrieron un retraso en la implantacion de hasta 5 dias.

Considerando que el periodo de gestación es de 23 dias

(parágrafo 2.2.4) consideramos que el estro postparto tiene lugar

entre las 24 y 72 horas posteriores al parto.
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TABLA2.2.7

CELD POST PARTO Y RETRASD EN LA IHPLANTACIDN

Dias de prefiez No de partos No promedio de crias*

21 4 (4,5%) E

EE E (2,3%) 3

23 16 (18,0%) E

24 37 (41,6%) 2,5

25 18 (20,2%) 2,9

Eb 5 (5,6%) E

E7 1 (1,1%) 1

EB 1 (1,1%) 1

E9 E (2,3%) 1,5

30 3 (3,4%) 1,7

*No promedio de crias que la hembra amamantaba
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FIBRA 2.8.7 ESTRDPOST-PARTO

50

21 22 23 24 25 26 27 23 29 so

Dina de prenez

- Frecuenciade partos
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2.2.8 PARHHETRDS DE CRECIMIENTO POST NATAL Y EDAD DEL DESTETE

La cobertura pilosa se completó entre los 8 y los 9 días de

edad, la media fue X = 8,5 dias. La apertura de párpados también

tuvo lugar entre los 8 y los 9 dias de edad , la media fue X =

8,7 días.
El pabellón auricular ya a1 nacimiento se encuentra separado

y bien formado (Tabla 2.2.8).

TABLA2.2-8 Desarrollo post-natal de Akodonazarae

N Media (dias) Rango (dias)

Separación del Desde el
pabellón auricular 35 nacimiento ----- -­

Manto completo EB 8,5 8 - 9

Apertura de
párpados 15 8,7 8 - 9

E1 periodo de destete natural según la curva de crecimiento

(figura 2.2.8) correspondió a los 19 dias de edad tanto para los

machos como para las hembras; tomando este como el descenso en

los valores de peso que se recuperan en 48 horas (King, 1963).

Los machos se presentaron ligeramente más pesados que las

hembras, presentaron un incremento de peso diario (0,48 gramos /

dia) levemente superior al de las hembras (0,45 gramos / dia),
este incremento se observó hasta la edad del destete.
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FIERA 2.2.8: EDADDEL DESTEÏE

0 gano (gramos)
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— hombres """"" macho:
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2.8.9 INICIO Y DURACION DE LA ACTIVIDAD REPRODUCTIVA

Para establecer el inicio de la actividad reproductiva de

los machos se utilizaron 17 machos apareados con hembras de la

misma edad (apareados al destete). Usualmente la madurez sexual

en los machos ocurrio a las 10 semanas de edad. La edad del macho

al primer nacimiento fue de X=95 dias, D.S.=12 (N=17).

Considerando un periodo de gestación de la hembra de

alrededor de 83 dias, los machosfueron capaces de prehar a las
hembras cuando tenian alrededor de 10 semanas de edad.

La menor edad registrada para un macho fue de 54 dias (un

macho que al primer nacimiento tenia 75 dias de edad por lo cual

a los 53 dias ya fue fertil. La menor edad al primer parto

registrada en una hembra fue de 60 dias.

El inicio de la actividad reproductiva en las hembras se

estudio en relación al cariotipo de las mismas(parágrafo 3.2.4).
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2.2.10 LONEEVIDADDE A. azarae EN CONDICIONES DE LABORATORIO

La tabla de vida para machos y para hembras ha sido

construida a partir de 71 machos y 101 hembras que se mantuvieron

hasta su muerte natural. Consiste en cuatro columnas: Edad: a

intervalos de dos meses; fx: el numerode sobrevivientes a los

dos cuatro y mas meses despues del nacimiento de los 71 machos y

las 101 hembras originales; lx: la supervivencia (la

probabilidad al nacimiento de sobrevivir hasta la edad x) y

finalmente dx: la frecuencia de mortalidad —la probabilidad de

muerte durante un intervalo de edad (x ; x + 1).

Los graficos E.E.lO-a y E.E.10—bilustran la supervivencia

(lx) y la mortalidad (dx) respectivamente.
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FIGURA E.E.10—a CURVA DE SOBREVIDA

0 4 B 12 15 20 24 2B 32 se 40

edad (meses)
— macho: """"" hembra:

En el eje vertical se ilustra 1a probabilidad (1x) que

tienen los animales de sobrevivir hasta 1a edad que se grafica en

el eje horizontal. El 50%de las hembras no supera los B meses de

edad asi como el 50% de los machos no supera los 10 meses de

edad.
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Flm 2.8.104: PREMIA DEHORTALIDAD

0.25€-1

0.2

0.16

0.1

0.06 -'

| l l l- 1 l l l""1 l ¡AL
0 2 4 3 8 10 12 14 16 18 2022 24 2828 303234 38 36 40

edad (meses)

O

— machos """ hembras

Las edades en que la probabilidad de muerte fue mayor,l

resultaron para los machos, los E meses, los B meses y 10s 16

meses. Para las hembras se repitió un mismopatrón de tres pícc-s

pero a lc-s E, ó y 10 meses

67



Tabla de vida para los nachos

Edad fx 1x dx

0 71 1,00 0,07
e 66 0,93 0,20
4 57 0,80 0,10
6 50 0,70 0,08
8 44 0,62 0,17

10 32 0,45 0,10
12 25 0,35 0,07
14 20 0,28 0,05
16 16 0,23 0,08
18 11 0,15 0,01
20 10 0,14 0,00
ee 10 0,14 0,03
24 8 0,11 0,04
26 5 0,07 0,03
28 3 0,04 0,01
30 2 0,03 0,00
32 2 0,03 0,00
34 2 0,03 0,00
36 2 0,03 0,00
38 1 0,01 0,01
40 0 -- ­

Tabla de vida para las hembras
Edad fx lx dx

0 101 1.00 0,03
2 98 0,97 0,19
4 79 0,78 0,12
6 67 0,66 0,16
8 51 0,50 0,08

10 42 0,42 0,14
12 28 0,28 0,11
14 17 0,17 0,04
16 13 0,13 0,00
18 13 0,13 0,01
20 12 0,12 0,04
22 8 0,08 0,04
24 4 0,04 0,01
26 3 0,03 0,03
28 0 -- —­
30
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En nuestra colonia una alta proporcion de

alla de la edad calculada bajo condiciones

1989) y aún presentaron actividad reproductiva

15,5 % de los machos vivio mas de IB meses y

hembras vivio mas de 13 meses.

La mayor edad alcanzada por un macho fue

promedio de vida para los machos fue calculado
dias). La mayor edad alcanzada por una hembra

el promedio de vida fue de 9,6 meses (E92 dias)

Tabla 2.2.10 Númerode animales que vivieron.

sexo (n) < 18 m. 18-24 m.

naturales
animales vivio mas

(Zuleta,
(Tabla 2.2.10). Un

un 18,8 % de las

de 40 meses elY

en 11,4 meses (347

fue de EB meses y

> 24 m.

machos (71) 46 (6#,B%) 17 (23,9%)

hembras (101) 73 (72,3%) EB (22,8%)

B (11,37.)

5 (4,97.)
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TABLA RESUMEN

Paránetros reproductivos de Akodonazarae.

Tamaño medio de camada
(segunda camada) (20)* . . . . . . . . . . . . . . ..3,6 1 1,8 (rango: 1-8)

Proporción de sexos
(hembras/machos) (294)*

-Al nacimiento . . . . . . . . . . . . . . . . . . ...1,68

-Al destete . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..1,#8

Mortalidad pre-destete (294)*

-Beneral . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..31,9 Z

-Machos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..EB,1 %

-Hembras . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..34,3 %

Edad del destete . . . . . . . . . . . . . . ..19 dias.

Inicio de la actividad reproductiva **
-Machos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..54 días

—Hembras. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..60 dlas

Tasa de ovulación . . . . . . . . . . . . . .. 6 a B cpos. lüteos

Periodo de gestación . . . . . . . . . . ..EE,98 t 1,16 (rango: 21-85)

Celo post-parto . . . . . . . . . . . . . . . ..de Eh a 72 horas posteriores.

Retraso en la implantación . . . . ..de hasta 5 dias (en el 13 %)
* Valores entre paréntesis: número de camadas examinadas
** La menor edad registrada.
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2.3 SINTESIS Y CONCLUSIONES

Pocos han sido los estudios realizados sobre la biologia de

los cricetidos en general y en particular su desempeño en

colonias. Debido a la escasa información, la cria y manejo de A.

azarae se baso en la experiencia de investigadores que trabajaron

con otras especies y se fueron resolviendo dificultades de manejo
durante el desarrollo del trabajo. Se han estudiado los

parametros basicos mas comunes, necesarios para utilizar los

animales de esta especie comomodelo experimental.

La productividad de la colonia, que varió desde un minimo

del 21,2% hasta un maximo del 32%es baja si se la compara con la

de animales que llevan muchas generaciones de cria en

laboratorio, pero esta dentro del rango de productividad que se

ha obtenido para otros cricetidos (De Villafañe, 1981; Hodara et

al., 1984 y 1989; Mello & Mathias, 1987). Se ha observado una

disminución (despues de varios años de cria en laboratorio) de la

agresividad, si bien ha aumentado la docilidad para el manejo las

peleas entre adultos y el descuido de las crias resultan aun
inconvenientes.

Bajo condiciones ambientales controladas, a- azarae muestra

aún una leve tendencia estacional con un mayor porcentaje de

nacimientos en primavera pero las diferencias estacionales no son

tan marcadas como las observadas en el campo '(Crespo et al.,

1970; Zuleta et al., 1988) y aún A- azarae mostro actividad

reproductiva durante el periodo invernal (lo que no ocurre en 1a
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naturaleza).

La tasa de ovulación normal siempre resultó mayor a la media

de camada, evidenciando una elevada perdida embrionaria

(alrededor del 50%). En pequeños roedores en cautividad las

camadas tienden a ser mas pequehas que en el campo, este fenomeno

que se ha observado en varias especies de microtinos europeos

(Kalela, 1961; Kalela & Üksala, 1966) se presenta también en A.
azarae. La media de camada obtenida en nuestra colonia es

similar a la otenida en otras especies de Akodon (Mello &

Mathias, 1987; Roldan et al., 1984) y la misma que la obtenida

por De Villafañe (1981) para A. azarae. Sin embargo esta podria

elevarse sustancialmente, teniendo en cuenta la tasa de

ovulación, si se deseara seleccionar animales en esta dirección.

Para obtener tasas de ovulación superiores a las normales se

recurre a la inyección de gonadotrofinas en determinados momentos

del ciclo estral que son visibles exteriormente, por ejemplo en

hamster adultos (Yanagimachi & Chang, 1964; Yanagimachi, 1969).

Sin embargo es posible en algunas especies inducir estro y

ovulación (o superovulacion) mediante la administracion de

gonadotrofinas en cualquier momentodel ciclo estral de la

hembra, por ejemplo en ratón (Rafferty, 1970; Fowler & Edwards,
1957).

En roedores comoMus, Rattus, y Hesocricetus el intervalo

tanto como la dosis de hormonas son los factores de los que

depende el número de óvulos obtenidos (Wilson & Zarrow, 1962;
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Neal & Baker, 1973). Particularmente en raton la relacion frente

al estimulo depende tambien de la cepa con que se trabaja

(Fowler& Edwards, 1957) y existe tambien una influencia ambiental

comoestacional (Rafferty, 1970).

La respuesta ovulatoria obtenida en A. azarae es

satisfactoria, 64%frente a una respueta de entre el 50 y el 70%

que se obtiene el ratón (en condiciones consideradas ideales). Y

es posible obtenerla en cualquier momentodel ciclo en que se
hallen las hembras

En A. azarae nos aproximamoscon las dosis e intervalos de

tiempo probados, sin embargo este antecedente permitira
investigar los efectos tanto ambientales como estacionales asi

como mejorar el rendimiento ensayando otros tiempos de
recolección de ovocitos;

Para determinar la duración o el estadio del ciclo en que se

hallan las hembras en ratón, hamster o rata se utiliza como

criterio el tipo de celulas que se observa por descamacidn

vaginal, ya que presentan una clara correspondencia entre el

estado hormonal y el tipo de epitelio vaginal. En cambio en A.

azarae no es posible correlacionar el tipo de celulas que se

obtienen por extendidos vaginales con el estado hormonal de las

hembras. Esto también ha sido observado en dos especies de

Dipodo-ys (Wilson et al., 1985) en Pero-yscus californicus

(Gubernick, 1988) y en Calo-ys musculinus (Montoro et al., 1987).

La falta de secuencia y periodicidad en el patrón de los cuadros

colpocitologicos en A. azarae, comoen otras especies de roedores
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silvestres (op. cit.), impideque sea utilizada esta metodologia
para 1a determinación de la duracion y caracterización del ciclo

estral. Para ello sera necesario emplear un riguroso estudio

hormonal, la utilidad que presentan los cuadros colpocitológicos
reside en la determinacion de estros francos y apareamientos
realizados durante el estro.

La proporción de sexos, que se observó desviada en relación

al 1:1 esperado, se discutirá en referencia a1 cariotipo de las
hembras progenitoras debido a que la proporción sexual depende

del tipo de cromosomassexuales que portan las madres.

La mortalidad pre-destete fue alta cuando se la compara con

especies bien adaptadas a bioterio (Festing, 1976) pero tal como

se discutió para 1a productividad, se halló dentro del rango

presentado por otros cricetidos aunque en A. azarae se observó

una mayor mortalidad pre-destete para las hembras. En general la

mortalidad pre-destete es levemente mayor para los machos de

acuerdo a la regla de Haldane que establece la labilidad del sexo

heterocigota (Parkes, 1976) lo que ocurre en A. azarae no refleja

este principio.
La duración de la gestación, de 23 días, asi como la

presencia de celo post-parto en A. azarae no son fenómenos

diferentes a lo que ocurre por ejemplo en A.arviculoides (Mello &

Mathias, 1987) o A. molinae (Merani & Lizarralde, 1980). El celo

post-parto existe también en otros cricétidos como Calo-ys

nusculinus (De Villafañe, 1981) C- callosus (Justines & Johnson,
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1970) y C. lancha (Hodara et a1., 1989) probablemente este

fenómeno sea común a todos los pequeños roedores.

Los parámetros de crecimiento post-natal no difieren de los
de otros cricetidos estudiados en condiciones de laboratorio

(Richmond & Konoway, 1969; Lee & Horvath, 1969; Kruckenberg et

al., 1973; Moore, 1965; Justines & Johnson, 1970; Mello, 1978).
Es destacable la observación de la edad del destete (19 dias) ya

que en general se procede a destetar los animales a los 81 dias
de edad tal comoen raton cuando se inician colonias de estos

cricétidos, lo cual posiblemente afecte desfavorablemente el

parto siguiente si la hembrase ha preflado en el estro post­
parto.

La cobertura pilosa así comola apertura de párpados ocurren

entre los B y 9 dias de edad y asi comoen otros cricetidos, el

pabellón auricular externo ya se observa abierto al nacimiento,

(Merani & Lizarralde, 1980; Hodara et a1., 1984; Hodara et al.

1989) lo que no ocurre en otros roedores de laboratorio (Rugh,

1968; Harston, 1976).

Bajo condiciones naturales, 1a longevidad maxima para A.

azarae ha sido calculada en 18 meses para los machos y 13 meses

para las hembras. La vida media bajo dichas condiciones fue de

5-6 meses (Zuleta, 1989).

El patron de mortalidad fue similar para machos y hembras,

presentando tres picos. El primero, que refleja la mortalidad

juvenil coincidió tanto para machos comopara hembras a los dos

meses de edad. Los otros dos picos, que reflejan la mortalidad de
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adultos se presentaron a menor edad en las hemoras que en los

machos (a los 6 y 10 meses en las hembras y a los B y 16 meses en

los machos). La longevidad maximaes mayor que la registrada en

condiciones naturales pero es coincidente en que los machos son

mas longevos que las hembras.

A. azarae comootras especies de roedores cricetidos compar­

ten ciertas características que la hacen apta para la cria en
laboratorio (comoel corto período de gestación y la presencia de

celo post-parto), aunque es necesario mantenerlos durante muchas

generaciones ya que la agresividad natural de esta especie puede
ser un inconveniente.
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CAPITULO 3

3 BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE HEMBRAS XX Y Xx

3.1 MATERIALES Y METODOS

El desempeño de la función reproductiva de las hembras

homogameticas y heterogameticas Akodonazarae se estudió en

animales de la colonia que se originó y mantuvo comose describe

en el parágrafo 2.1. Las hembras de cada uno de los dos

genotipos, XX y Xx se distinguieron -mediante preparaciones
cromosómicas realizadas al nacimiento de los animales mediante el

cultivo de biopsias de tejido hepático (parágrafo #.1.1.1).

Posteriormente el cariotipo fue corroborado por el analisis de

preparaciones cromosomicas obtenidas a partir de medula osea

(parágrafo 4.1.1.2.).
Para evaluar los parámetros reproductivos se utilizaron

apareamientos monogamicos de 35 hembras homogaméticas (XX) y de

43 hembras heterogaméticas (XX). Estos apareamientos fueron

mantenidos en idénticas condiciones de laboratorio y las
generaciones filiales de las hembras consideradas fueron de F3 a
F5.

Los parámetros que se estudiaron para analizar la capacidad

reproductiva, en forma comparada, de ambos tipos de hembras

fueron los siguientes.
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El numero de camadas producidas por una hembra durante el

periodo considerado. La edad de la hembra al primer y al último

parto.
El tamaño de la camada al nacimiento y al destete, la

mortalidad pre-destete. La proporción de sexos al nacimiento y al

destete. La longitud de la vida reproductiva. El intervalo entre
partos consecutivos.

La fecundidad en relación a la edad de la hembra. La tasa de

ovulación y la perdida embrionaria pre-natal.

Para establecer si las diferencias observadas son
estadísticamente significativas se utilizaron test estadísticos
tal como se describen en Sokal & Rohlf (1979).
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3.2. RESULTADOS

3.2.1. MEDIA DE CAHADA

Se evaluó la media de camada de 15 hembras XXy EE hembras

Xx, en el segundo parto. Para las hembras XXla media de camada

fue de 3,4 (D.S.=1,5) con un rango de 1-6 y para las hembras XM

esta resultó de 4,0 (D.S.=1,ó) y el rango de E-B (Tabla 3.2.1-a).

Se utilizó un test de T de Student para saber si las

diferencias observadasson estadísticamente significativas.

Tabla 3.2.1-3. Media de canada en el segundo parto

Tipo de hembra Media de camada Rango N
(ED parto)

XX 3,4 (0.8. 1,5) 1 - ó 15

Xx 4,0 (0.8. 1,6) 2 —B EE

mayo

SOH

cuenta todas las pariciones sucesivas de dichas hembras,

La media de camada en el segundo parto resultó ser levemente

r para las hembras Xx que para las hembras XX.

Sin embargo las diferencias entre las medias de camada no

estadísticamente significativas.
Si en lugar de tomar solamente el segundo parto se tienen en

1a medía
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de camada observada resulta ser de 3,8 crias, (D.S. 1,5) con un

rango de 1 a ó crias para las hembras XXy de 3,6 (0.8. 1,7) con

un rango de 1 a B crias por camada para las hembras Xx (Tabla

3.2.1-b).

Tabla 3-2.1-b. Mediade canada en todas las pariciones

Tipo de hembra Media de camada Rango N

XX 3,8 (D.S. 1,5) 1 - ó 61

Xx 3,6 (0.5. 1,7) 1 —9 B7

Las diferencias observadas no resultaron ser

estadísticamente significativas.
El tamaño medio de camada, ya sea analizando solamente el

segundo parto o todos los partos consecutivos, ha resultado ser

de entre 3 y 4 crias por camada. No es posible afirmar que

existan diferencias estadísticamente significativas entre el
número de crias producidas por camada entre las hembras XXy las

hembras Xx.

3.2.8. PRUPORCIUNDE SEXOS

Para analizar la proporción de sexos se consideró la

progenie de 18 hembras XXy 87 hembras Xx.

De 49 camadas producidas por las hembras XXse registraron

97 machos nacidos y 87 hembras. De ellos se destetaron 58 machos

y 51 hembras.
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La proporcion sexual a1 nacimiento fue de 0,89 hembras/macho

y al destete fue de 0,88 hembras/macho.

De 131 camadas producidas por las hembras Xx se registraron

142 machos nacidos y 322 hembras. De ellos se destetaron 101

machos y 220 hembras.

La proporción de sexos al nacimiento fue de 2,27

hembras/macho y al destete fue de 2,18 hembras/macho.

La mayoria de los mamíferos tiene una proporción sexual a1

nacimiento muycercana a 1:1 y generalmente se presenta una leve

preponderancia de machos que es ignorada. Si se sospecha una

marcada disparidad de sexos, la proporcion sexual observada puede

ser testeada por Chi (Caughley, 1977).

La Tabla 3.2.2 muestra el test en las crias de hembras XX y
Xx.

La proporcion de sexos en la muestra de progenitoras XX no

es significativamente diferente de 1a esperada 1:1. La

probabilidad Chi de la muestra de crias provenientes de hembras

Xx es lo suficientemente baja, lo que indica que la disparidad

observada en favor de las hembras es real y no debida a un error
de muestreo.
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TABLA3.8.2 Analisis de la proporción de sexos.

(D-E)E
Sexo Ü E D-E --—-— P

E

Machos 97 92 5 0,27
Tipo de 0,
hembras 91.21

XX

Hembras 87 98 -5 0,27

E
Total 184 X =O,54

(D-E)E
Sexo Ü E D-E ----- P

E

Machos 142 ESE -9O 34,9
Tipo de ¿0,0005
hembras gl.:l

Xx
Hembras SEE 232 90 34,9

2
Total 464 X =69,B

BE



FIGURA 3.2.E-a. PRDPDRCIDN DE SEXOS EN LA PRDGENIE DE HEMBRAS XX

AL NACIMIENTO Y AL DESTETE

XX

- MACHOS¡memos [XX] HEMBRASNACIDAS

MACHOSnssrsmnos E ¡{guapas Dssrsmms

En el gráfico se ilustran 10s 97 machos y 87 hembras nacidos

(izquierda) frente a los 58 machos y 51 hembras destetados

(derecha), correspondientes a 49 camadas producidas por hembras
XX.
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FIGURA 3.E.E—b. PRUPDRCIDN DE SEXOS EN LA PROSENIE DE HEMBRAS Xx

AL NACIMIENTO Y AL DESTETE

350

300

260

200

l 50

l OO

50

XI

- MACHOSNACIDOS [IX] HEMBRASNACIDAS

MACHOSDssrsmnos El "sumas msm-mms

En el grafico se ilustran 10s 148 machos y BEE hembras

nacidos (izquierda) frente a los 101 machos y BED hembras

destetadüs (derecha) correspondientes a 131 camadas producidas

por hembras Xx.



La proporcion de sexos se analizó para cada camada, tanto en

la progenie de las hembras XXcomo en la progenie de las Xx.

Para cada camada se calculó el número de hembras sobre el

total de crias nacidas:
N hembras

N hembras + N machos

La media se calculó como la suma de X Inúmero total de camadas.
i

La proporción de hembras asi calculada resulto de X = 0,46 (D.S.

0,29) para las madres XXy de X = 0,72 (D.S. 0,26) para las

madres Xx.

Las frecuencias en que dicha relacion (*) se aleja de 0,5

(50% de hembras) se ilustran en el grafico 3.2.2-c. Más del 43%

de las camadas producidas por las hembras XXrespondieron a una

relacion de 0,5; el 17 %de las camadas estuvieron formadas

unicamente por machos y el 9,2% formadas por hembras solamente.

El 15%de las camadas tuvieron una proporción de 0,25 y el 15%

restante de 0,75.

Por el contrario las hembras Xxproducen en la mayoria de

sus camadas (70%) unicamente hembras o su proporcion es de 0,75.

Sólo el E#%de las camadas respondieron a una relacion de 0,5.
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FIGURA 3.E.E—C. PRDPORCIDN DE HEMBRAS

Porcentaje de camadas
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0000.0 000000
uuu ----------g uuu
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Proporción de hembras

-o [3530.250,50 0,75 ¡33311

En el eje horizontal se grafica 1a proporcion de hembras por

camada con valores que corresponden a camadas cuyas crías fueron

todas machos (0); 1/4 fueron hembras (0,25); la mitad hembras y

la mitad machos (0,5); 3/4 hembras (0,75) y todas hembras (1). En

el eje vertical se grafica el porcentaje de camadas que

presentaron dichas proporciones. El grupo de barras de la

izquierda corresponde a las madres XXy las de 1a derecha a las

madres XK.
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3.2.3. HURTALIDADPRE-DESTETE

En la progenie de las hembras XX, de 97 machos nacidos se

destetaron 58 (mortalidad pre-destete para los machos: 40,2%) y

de las 87 hembras nacidas se destetaron 51 (mortalidad pre­

destete para las hembras: 41,4%).

Progenie de hembras XX

Total de crias nacidas 184 (100%)

Total de crias destetadas 109 (59,2%)

Mortalidad pre-destete 40,8%

En la progenie de las hembras Xx de 142 machos nacidos se

destetaron 101 (mortalidad pre-destete para los machos: 28,9%) y

de las SEEhembras nacidas se destetaron 220 (mortalidad pre­

destete para las hembras: 31,7%).

Progenie de hembras Xx

Total de crias nacidas 464 (100%)

Total de crias destetadas 381 (69,8%)

Mortalidad pre-destete 30,8%

La mortalidad pre-destete resulto un 10% mayor en la

progenie de las hembras XXque en la progenie de las hembras Xx

(40,8% y 30,8% respectivamente). En ambos casos la mortalidad

pre-destete fue mayor para las hembras que para los machos.
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3.2.4. EDAD AL PRIHER PARTO

Las hembras XXproducen su primera camada mas tardiamente

que las hembras Xx. La edad promedio al primer parto fue de 5,7

meses (D.S. 8,1; N=24) para las hembras XXmientras que para las

hembras Xx fue de 5,0 meses (D.S. 2,9; N=34) (Tabla 3.2.4).

Tabla 3.2.4 Edadal pri-er parto

Tipo de hembra < 3 3 - 6 6 d 9 >9 Total

XX --- 17 (71) b (ES) 1 (k) 24

Xx # (13) EE (69) 3 (9) 3 (9) 32

La edad en meses y los valores entre paréntesis son porcentajes.

E1 BE % de las hembras Xx presentó su primer parto antes de

los seis meses de edad mientras que solo el 71 %de las hembras

XXlo hizo en dicho lapso.

La menor edad registrada al primer parto fue para las

hembras XX de 3 meses, teniendo en cuenta el periodo de

gestación, aproximadamente a las 9 semanas la hembra fue capaz de

preharse.

Para las hembras Xx la menor edad registrada al primer parto

fue de 2 meses, es decir que a las 5 semanas ya fue capaz de

prefiarse.
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FIGURA 3.2.4 EDAD AL PRIMER PARTO

0 % DE HEMBRAS

(3 3-6 6-9 w
MESES

- HEMBRASxx {XXX}HEMBRASXx

Se ilustra el porcentaje de hembras XXy XH cuyo primer

parto ocurrió a edades de menos de 3 meses, entre 3 y ó meses,

entre ó y 9 meses y mayores de 9 meses.
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3.2.5. EDAD AL ULTIMO PARTO

La mayor edad a la que se registró un parto en una hembra XX

fue de EE meses y la mayor edad a la que una hembra Xx pario fue

de E7 meses. La edad promedio al último parto fue de 10 meses

(0.8. 3,3; N=24) para las hembras XXy de 13,5 meses (D.S. 5,8;

N=32) para las hembras Xx.

Tabla 3-2.5. Edad al último parto en los dos tipos de hembras

Tipo de 3 —ó ó - 9 9 - 13 13 - EE EE o mas Total
Hembra '

XX 1 (4) 11 (46) 9 (37) 3 (13) ——- 24

Xx 1 (E) 5 (16) 12 (38) 11 (34) 3 (9) 38

La edad en meses y los valores entre paréntesis son porcentajes.

El 50 Z de las hembras XXpresentaron su último parto entre

los 9 y los EE meses de edad mientras que el 81 Z de las hembras

Xx lo presentaron entre los 9 y mas alla de los EE meses de

edad (figura 3.2.5).

De acuerdo a estos resultados la longitud de la vida

reproductiva es mayor para las hembras Xx que para las hembras

XX. Las hembras XXla inician mas tempranamente que las hembras

XXy la finalizan mas tarde que estas.
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FIGURA 3.2.5 EDAD AL ULTIHD PARTO

0 % DE HEMBRAS

3-6 o-o 9-13 ¡3-22 + 22

MESES

- HEMBRAS XX [XXX]HEMBRASX1

Se ilustra el porcentaje de hembras XXy XK cuyo último

parto ocurrió a edades de entre 3 y ó meses, entre ó y 9 meses,

entre 9 y 13, entre 13 y EE, y mayores de EE meses.
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3.2.6. NUMERO DE CAMADAS PRDDUCIDAS POR HEMBRA

Es importante considerar la cantidad total de camadas

producidas durante la vida reproductiva de ambos Itipos de
hembras. Por ello se calculó el número medio de camadas

producidas por hembra teniendo en cuenta la edad de la hembra al

último parto como:

Número de camadas
H 100 = Xi

Edad de la hembra al último parto

En la siguiente tabla se muestra el número de camadas

producidas por hembra según la constitución cromosomica de las
hembras en colonia de laboratorio.

Tabla 3.2.6 Númerode camadas producidas por hembra

Tipo de 1 - 3 4 - 5 ó - 7 B ó mas Total Nomedio de
hembra camadas/

hembra **

XX ó (25) 13 (54) 3 (13) E (B) EQ 1,5 t 0,6

XX 3 (9) B (25) 9 (EB) 12 (38) 32 1,8 + 0,5

Los númerosentre paréntesis son porcentajes.
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El indice calculado (**) donde se tiene en cuenta la edad de

las hembras al último parto, resultó levemente superior para las

hembras Xx que para las XX 1,8 frente a 1,5 (teniendo en cuenta

los desvios estos valores se superponen).
Si no se tiene en cuenta la edad de las hembras al último

parto, el 79 Z de las hembras XXtuvieron hasta 5 camadas y solo

el El %de ellas superaron las 6 camadas. En cambio el 66 Z de

las hembras Xx tuvieron 6 o más camadas y el 34 % restante

tuvieron hasta 5 camadas (figura 3.2.6).

Teniendo en cuenta todas las camadas producidas por cada

hembra, las E4 hembras XXmostraron una menor intensidad de

reproducción que las 32 hembras Xx analizadas bajo nuestras
condiciones de laboratorio.
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FIC-¡[RA 3.2.6. MJ'ERD DE CAHADASPRDDUCIDAS

0% DE HEMBRAS

1-3 4-5 0-7 6 o +

NUMERO DE CAMADAS

- xx [XXX]Xx

Un 54 '/. de las hembras XXtuvieran entre 4 y 5 camadas, el

El ’/. superó las ó camadas y el ES °/.restante nc: alcanzó las 4

camadas. Las hembras X24que lograron tener mas de ó camadas

representa el óó °/.mientras que el 25 '/. de ellas tuvo entre 1+y 5

camadas; sólo el 9 °/.no alcanzó las 4 camadas.
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3.2.7. INTERVALDENTRE PARTDS

Se analizaron 63 intervalos entre partos de hembras XX de

las cuales se consideraron hasta 9 partos consecutivos y 147

intervalos entre partos de hembras Xxde las que se tuvieron en

cuenta hasta 13 partos consecutivos (Tabla 3.8.7).

Tabla 3.2.7 Intervalo entre partos de ambostipos de hembras (en
dias).

Tipo de
hembra 4 20 21-35 36-60 > 60 Total

XX E(3%) 29(46X) 23(372) 9(14%) 63

Xx 2(1%) 84(57X) h9(33%) 12(9Z) 147

En ambos tipos de hembras el mayor porcentaje de intervalos

entre partos correspondió a la prehez por celo post-parto (21-35

dias), es decir que el 46 Z de los intervalos entre partos de

hembras XXcorresponde a prefleces ocurridas durante el celo post­

parto. Mientras que las hembras Xx presentaron un 57 Z de los

intervalos entre partos correspondientes al celo post-parto,
mostrando un mejor aprovechamiento del celo post-parto.
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Estos resultados reflejan que las hembras XX tienen un

aprovechamiento menor que las hembras Xx del celo post- parto.

Los partos ocurridos en menos de EOdias del anterior son

atribuibles a partos prematuros, estos se han presentado en un
bajo número de casos y en proporciones similares en ambos tipos
de madres.

Debido al mejor aprovechamiento del celo post-parto por

parte de las hembras Xx se explica que el número medio de camadas

(parágrafo 3.2.6) producidas por una hembra Xx sea mayor que el

de las hembras XX.
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FIGURA 3.2.7. INTERVALDENTRE PARTDS

% DE HEMBRAS

-20 21-35 36-60 +00

DÍAS

- HEMBRAS XX [XXX]HEMBRAS XX

El intervalo de El n 35 días, correspondiente al celo post­

parto es aprovechado por un 46 % de las hembras XXy por un 57 Z

de las hembras XH.
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3.2.8. FECUNDIDAD

La fecundidad en los mamíferos se mide como la pruduccidn de

crias hembras nacidas vivas (Caughley, 1977). La fecundidad varia

con la edad de la hembra y una descripción completa requiere de

un calculo por separado para cada intervalo de vida.
Se analizó la fecundidad en relación a la edad de El hembras

XX y EOhembras Xx. Para ello se tuvieron'en cuenta el total de

crias vivas nacidas debido a que la proporcion de hembras/machos

es significativamente diferente en la progenie de las hembras Xx

(parágrafo 3.2.2.). Para construir la tabla de fecundidad se tomó

en cuenta la edad en intervalos de 6 semanas, el número de partos

ocurridos y el númerode crias nacidas vivas en dicho intervalo

de edad (Tabla 3.2.8-a y Tabla 3.E.B—b).

La fecundidad asi analizada resultó ser para algunas edades

levemente superior para las hembras Xx que para las hembras XX.

Para los intervalos de IE y 18; 36-42; 48-54 y 54-60 semanas los

valores fueron mayores para las hembras XXque para las hembras
Xx.

Tambien se observó aqui que las hembras Xx continuaron

prefiandose aun despues que las hembras XX dejaron de hacerlo

(Figura 3.8.8).
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Tabla 3.2.B-a Fecundidad, hembras XX

Edad (semanas) Node partos No de crias X (D.S.)
VIVES

12 18 3 11 3,7 (1,5)

18 84 13 49 3,9 (1,7)

E4 30 5 16 3,2 (1,8)

30 36 9 30 3.3 (1,9)

36 42 7 EB 4,0 (1,3)

42 4B 6 EO 3,3 (1,9)

48 54 5 19 3,8 (2,3)

54 60 4 15 3,8 (1,3)

60 66 1 5 ———————

66 72 1 5 ———————

72 78 1 3 ----- -­

7B B4 1 3 ----- -­

84 90 1 5 ----- -­
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Tabla 3.2-8-b Fecundidad, he-bras Xx

Edad (semanas) Node partos No de crias í (D.S.)
v1vas

6 12 4 17 4,3 (1,5)

12 18 EO 70 3,5 (1,4)

18 24 21 92 4,4 (1,4)

E4 30 El 79 3,8 (1,7)

30 36 17 71 4,8 (1,8)

36 42 15 53 3,9 (1,7)

48 4B 14 50 3,6 (2,0)

48 54 10 31 3,1 (1,3)

54 60 10 EB 8,8 (0,3)

60 66 8 25 3,1 (1,6)

66 72 2 7 3,5 (8,1)

72 7B 4 18 4,5 (1,7)

7B B4 E 6 3,0 (1,4)

84 90 1 E ------- -­

90 96 1 3 ------- -­
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3.2.9. TASA DE ÜVULACIÜN

Se estudió la tasa de ovulación teniendo en cuenta la

constitucion cromosdmica de las hembras debido a que en A- azarae

podia esperarse un incremento en la tasa de ovulación de las
hembras XX.

Como se ha descripto (parágrafo 3.2.1), la media de camada

no mostro diferencias significativas entre ambos tipos de

hembras. Debido a que 1/4 de las cigotas se pierde en las madres

Xx, esta perdida podria ser compensada mediante un incremento en

la tasa de ovulación. En hembras X0 de raton el numero de cuerpos

lúteos es algo mayor que en hembras XX (Lyon & Hawker, 1973).

Tambien en hembras XOdel lemming Dicrostonyx torquatus se ha

mencionado la posibilidad de un aumento en la tasa de ovulación

como mecanismo para compensar la perdida de cigotas con nulisomia

para los cromosomassexuales (Gileva et al. 1982).

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.2.9 Tasa de ovulación en A. azarae.

Tipo de hembra Número de hembras Numero total de Í + D.S.
disecadas cuerpos luteos

XX 11 73 6,64 t 0,67

Xx 7 50 7,14 t 0,9

Mediante un test de T se compararon ambas medias y no fue
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posible afirmar que existan diferencias estadísticamente
significativas.

La variación individual, para ambos tipos de hembras fue de

ó a B cuerpos lúteos y no es posible considerar que exista un

incremento significativo en la tasa de ovulación en las hembras

Xx como mecanismo para compensar la perdida de cigotas xY.

3.2.10 PERDIDA PRE-NATAL EN HEMBRAS XX Y Xx

La semejanza en el tamaño de camada y la tasa de ovulación

observadas en ambos tipos de hembras (parágrafos 3.2.1 y 3.2.9)

se muestra contradictoria con la perdida esperada del 25 %de las

cigotas en las hembras Xx. Esta discrepancia puede explicarse al

menosen parte mediante la determinación de la pérdida pre-natal.

Se estudió la pérdida pre-natal, tanto en hembras XXcomo en

hembras Xx a través de la autopsia de hembras prefiadas. Los

resultados obtenidos se muestran en 1a tabla BLE.10.

La perdida pre-natal total (perdida pre-implantación mas

perdida intrauterina) resulto ser alta en ambostipos de madres

(42,3% y 43,2%) lo que no parece ser inusual en roedores

silvestres (Lidicker, 1973).
Pero mientras que la perdida pre-natal es semejante para

ambos tipos de hembras, la perdida pre-implantación es un 10 %

mayor en las hembras Xx que en las XX. Esto se debe a una mayor

perdida intrauterina observada en las hembras XX.
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TABLARESUMEN:Parámetros reproductivos de hembras XXy Xx.

HEMBRAS XX HEMBRAS XM

Tamaho de camada 3 a 4 crias 3 a 4 crias

Mortalidad pre­
destete 41 Z 31 X

Edad al primer
parto (promedio) 6 meses 4 meses

Edad al último
parto (promedio) 10 meses 13 meses

Longitud de la
vida reproductiva Menor Mayor

Fecundidad Semejante Semejante

Número de camadas
en el mismo lapso Semejante Semejante

Intervalo entre
partos Mayor Menor

Celo post-parto Menor Mayor
Aprovechamiento Aprovechamiento

Proporción de
sexos 0/0

0,89 (nacimiento)
0,88 (destete)

2,8 (nacimiento)
2,8 (destete)

Tasa de ovulación b —8 ó - 8

Perdida pre-natal
Total 42 Z 43 %
Pre-implantacion 31 X 41 X
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3.3 SINTESIS Y CONCLUSIONES

La proporcion de sexos, tanto al nacimiento comoal destete,

fue de 1:1 para las hembras XX. En cambio para las hembras Xx se

observo una marcada disparidad en favor de las hembras nacidas

como destetadas. La proporción de sexos, concuerda con lo

esperado si se considera la inviabilidad de las cigotas xY.

Mientras que mas del 43 %de las camadas producidas por las

hembras XXrespondieron a una relación 1:1, solo el EQ %de las

camadas de las madres Xx tuvieron una relación 1:1 ya que la

mayoria de las camadas producidas por estas hembras esta formada

por tres cuartas partes ó unicamente hembras. La alteración de la

proporcion sexual observada, concuerda con observaciones previas
de Lizarralde et al. (1988).

Esta alteración en la proporción de sexos es debida a la

letalidad de las cigotas xY, las que probablemente se pierdan

tempranamente en la embriogenesis.
Por otro lado no se ha informado una relacion de sexos

excepcional, con predominio de hembras en poblaciones silvestres

donde se ha encontrado una proporcion de sexos 1:1 que no cambia

significativamente por mes o por habitat (Bianchi et a1., 1971;
Zuleta, 1989). Este hecho es contradictorio con las observaciones

de la proporcion sexual de A. azarae en cautiverio y
probablemente deba ser mas estudiado. Tal como ocurre en los

lemmings, donde se ha encontrado que en las capturas hay un
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excedente de un 67 a un 78% de hembras (Frank, 1966).

En nuestras condiciones experimentales, la mortalidad pre­

destete en la progenie de las hembras XXresulto mayor que en la

progenie de las hembras Xx. La longitud de la vida reproductiva

fue mayor para las hembras Xx que para las hembras XX , debido a

que las hembras Xx presentaron su primer parto mas tempranamente

y el último mas tardiamente que las hembras XX. Teniendo en

cuenta la edad de las hembras al último parto la cantidad de

camadas producidas fue levemente superior para las hembras Xx que

para las hembras XXlo cual refleja el mejor aprovechamiento del

celo post-parto observado en las hembras Xxmediante el análisis

del intervalo entre partos consecutivos.

En ratón macho hay una cantidad de constituciones

cromosdmicas que conducen a la reduccion de la fertilidad. Por

ejemplo las traslocaciones autosoma- autosoma, X-autosoma, Y­

autosoma, heterocigosis para una traslocacion robertsoniana etc.

(De Boer & Searle, 1980).

Debido a que las hembras de Akodonazarae, fueron cruzadas

con machos cuyo linaje era conocido y para evitar que una

reducción de la fertilidad del machopudiera afectar el análisis
de la fertilidad, generalmente se utilizaron para los
apareamientos hermanos de camada. Podemos descartar que las

diferencias observadas en los parámetros reproductivos se
debieran a reducciones en la fertilidad de los machos.
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Los parametros bionomicos estudiados han reflejado que las

hembras Xxson mas eficaces reproductivamente, este rendimiento

reproductivo mayor explicaría la propagación inicial como el

mantenimiento del cromosomax en las poblaciones naturales de A.

azarae, ya que suponemos que este polimorfismo de cromosomas

sexuales habría derivado del mecanismousual entre los mamíferos

(hembras XXy machos XY) y se habría originado ya en poblaciones

ancestrales de A. azarae manteniéndose luego en especies

emparentadas como A. varius, A. boliviensis, A- neocenus y A.

alterus (Bianchi et al. 1971; Liascovich, 1991; Vitullo et al.,
1986)

Aunqueno es posible extrapolar los resultados obtenidos en

el laboratorio a lo que ocurre en condiciones naturales, si es

posible afirmar que las hembras Xx pueden manifestarse mas

eficaces reproductivamente en determinadas condiciones tal como
se ha observado en nuestra colonia.

Para conocer el valor adaptativo de unas y otras hembras se

requiere un trabajo poblacional de campo, el cual permitiría

conocer el rol del polimorfismo de cromosomas -sexuales en la

dinámica poblacional de esta especie.

La media de camada no se ve afectada por la pérdida esperada

de cigotas xY y esto no se debe a un aumento en la tasa de

ovulación como se ha propuesto para el lemming Dicrostonyx

(Bileva et al., 1982) sino a una menorperdida intrauterina por
parte de las madres Xx.
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Que la perdida intrauterina sea menor en madres Xx explica

dos observaciones: 1) ambos tipos de hembras tienen el mismo

tamaño de camada y E) ambos tipos de hembras tienen en promedio

la misma tasa de ovulación.

Si la pérdida preenatal, preimplantativa y postimplantativa

fueran independientes, sería esperable que la media de camada

fuera un 25 % menor en 1a progeníe de las hembras Xx debido a la

perdida de cigotas inviables xY. Sin embargo no se observaron

diferencias significativas en el tamaño de camadade ambos tipos
de hembras.

Otra explicacion posible, para justificar el tamaño de

camada inalterado, era la de suponer una mayor tasa de ovulación

en las hembras Xx. Sin embargo esta hipótesis no pudo ser

aceptada ya que ambos tipos de hembras mostraron 1a misma tasa de
ovulación.

De esta manera la perdida de cigotas xY se ve compensada por

una baja pérdida post-implantativa. Unaalta pérdida pre-natal,

en las madres Xx tiene lugar antes de 1a implantacion mientras

que en las madres XXla misma perdida pre-natal corresponde a

estadios mas avanzados de 1a gestación.
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CAPITULO h

4 LINAJES DE HEMBRAS XX Y Xx

4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 CRDHDSDHASDE CELULAS SDHATICAS

4.1.1.1 NEDNATDS

Para la identificacion citogenética de los animales de la
colonia se utilizo la tecnica de biopsia hepática. Para estudiar

el cariotipo de animales que se deben mantener vivos para

estudios posteriores, existen metodosde cultivo de tejidos
(linfocitos de sangreperiférica, fibroblastos, epitelios, etc.).

La proliferación de las celulas en cultivo depende de contar

con un estimulante de la división celular adecuado, comolo es la

fitohemaglutinina para linfocitos, pero no todas las especies

responden a este tratamiento y especialmente los roedores.

La aspiración hepática fue introducida en la medicina a

mediados del siglo XIXcon el objeto de drenar quistes. Pero el

metodo de biopsia hepática transcutánea por medio de una aguja

cortante para obtener un cilindro de tejido para su examen

histológico posterior, se introdujo en la decada comprendida

entre 1930 y 1940 (Iversen & Roholm, 1939; Baron, 1939; Koss et

al., 1988).
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Los roedores neonatos tienen gran parte de la funcion

eritropoyetica centrada en el tejido hepático, lo cual convierte

al higado del recien nacido en un tejido analogo a la medula ósea

del adulto para estudios cromosbmicos. Como esta en activa

división, en cultivo no es necesario estimularla. Mediante un

cultivo de pocas horas podemos obtener material cromosómico

suficiente comopara analizar el cariotipo.
La tecnica empleada consistió en biopsiar a los recién

nacidos antes de las 72 horas de edad (en general es conveniente

realizar la biopsia lo mas temprano posible pues el indice

mitótico decrece con el tiempo).

Se anestesiaron los recien nacidos por congelamiento, en

hielo granizado para prevenir el peligro de las hemorragias.

Se realizo la punción y aspiración en la zona hepática en

forma esteril y rapidamente. Para ello se utilizo una jeringa de

E m1 con aguja 0,7-0,B mmcargada con medio de cultivo. Se

utilizó medio de cultivo TC 199 suplementado con 15 Z de suero

fetal bovino y 1 ug/ml de colchicina. El volumen de cultivo final
fue de 1 ml.

La suspensión celular asi obtenida se colocó en un tubo

cónico de 4 ml de volumen, con una pequeña capa de aire superior.
Se incubó a 37oC tapado. Luego de una hora y media de incubación

y observando la modificación del pH del medio se sacrificó el

cultivo. Se centrifugó a 800-1000 rpm y se prosiguió con el
sacrificio del cultivo tal comose realiza en la tecnica de

medula osea y comose describe en el paragrafo 4.1.1.8.
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4.1.1.2 ADULTOS

Para el análisis citogenetico de animales adultos se siguió

la técnica usual para la obtención de cromosomasde medula osea.

Se inyectaron los animales intraperitonealmente con una

solución de colchicina 100 ug/ml (1 ug/ gramo de peso corporal);

entre la hora y media y las tres horas posteriores al tratamiento

con colchicina se mato el animal por una sobredosis de eter y se

extrajeron los femures. Se limpiaron bien y se cortaron las

epifisis. La médula osea se extrajo con una jeringa con 1 ó 2 ml

de solucion hipotdnica (KCI 0,075 M) y se colocó en un tubo

conico de centrífuga. Se aspird y expelid el material mediante

una pipeta pasteur hasta obtener una suspension celular

homogénea. Se incubo a 37oC durante ES minutos. Luego de la

incubación se centrifugó a 800-1000 rpm, se descartó el

sobrenadante y el pellet se fijo con fijador de Carnoy (metanol:

acido acetico glacial, 3:1) recien preparado.
Usualmente se hicieron dos cambios de fijador centrifugando

y resuspendiendo cada vez.

Las preparaciones se hicieron por goteo en portaobjetos

limpios y se secaron al aire. Estos preparados se colorearon con

Giemsa a1 3 Z o se utilizaron para posteriores tratamientos de
bandeo.
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4.1.1.3 BANDAS6 Y BANDASC

Las bandas G se obtuvieron según la tecnica de Seabright

(1971). Que brevemente consiste en el tratamiento de los

cromosomas con Tripsina en una solucion al 0,1 Z en buffer

fosfato (pH 6,8) a temperatura ambiente.

E1 tiempo de este tratamiento es variable y tiene que ver

con la vejez y la calidad de los preparados. Una vez tratados con

Tripsina los preparados se colorearon con Giemsa al 3 %.
Las bandas C se obtuvieron mediante la tecnica de Sumner

(1978) que consiste en tratar preparaciones jóvenes con una

solucion de HCl 0,2 N luego someterlas a una solucion fresca

sobresaturada de hidróxido de Bario (Ba(DH) ) y luego una
E

incubación con solución salina SSC2X.

Las preparaciones asi tratadas se colorean con Giemsa al 3%.
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4.1.2 CRDHDSDHASDE CELULAS BERHINALES

4.1.2.1 HEIDSIS FEHENINA

Mucha información fundamental sobre cromosomas normales y

estructuralmente alterados puede obtenerse por estudios sobre

estadios meioticos posteriores a diplotene.

En la mayoria de los mamíferos los ovocitos prosiguen los

estadios de la profase meidtica hasta diplotene, muypoco antes o

pocas horas despues del nacimiento (Euckerman, 1960). El número

total de ovocitos por hembra queda determinado al nacimiento,

despues ya no se formara ningún ovocito. Despues de diplotene los

ovocitos entran en el estadio de dictiotene y permanecenpor un

largo periodo hasta poco antes de la ovulación.

En la mayoria de las especies de mamíferos los estadios de

1a meiosis entre diacinesis y la metafase de la segunda división

ocurren en el breve periodo entre la estimulacion del foliculo de

Graaf por la hormona luteinizante (LH) y la ovulación, unas pocas

horas despues. La anafase y la telofase de la segunda division

meiotica ocurre despues de la penetracion del espermatozoide en

la fertilización (Edwards, 1962).
Asi es que para encontrar los estadios tempranos de la

meiosis los ovocitos deben tomarse de fetos tardios o animales

recien nacidos, en cambio en los ovocitos tomados de ovarios

adultos pueden encontrarse los estadios tardios de la meiosis.

114



Dvocitos que estan naturalmente en diacinesís o estadios

posteriores pueden recojerse justo antes de la ovulación pero el

número de tales ovocitos es muypequeño.
El analisis de la diacinesis-metafase I se realizo tanto en

hembras XXy Xx por cultivo "in vitro" de ovocitos (Henderson y

Edwards, 1968). Las preparaciones cromosdmicas se hicieron como

lo describe Tarkowski (1966).

Los ovocitos fueron relevados de los foliculos grandes,

lavados en medio de cultivo, sometidos a la accion de la

hialuronidasa para dispersar las celulas del cúmulo, lavados en

medio de cultivo e incubados en miCrogota de suero fetal bovino
durante 5 horas.

Luego fueron expuestos a hipotonía de citrato de sodio 1 %y

colocados en portaobjetos donde se fijaron con una pequeña gota

de fijador de Carnoy, las preparaciones se colorearon con Giemsa

y las figuras meioticas se fotografiaron con pelicula Kodalith
(Kodak) en fotomicroscopio.

A continuación se detalla la técnica utilizada. Siguiendo
los protocolos de cultivo “ in vitro" de ovocitos (Henderson &

Edwards, 1968; Tsuchida & Uchida, 1975) y obtención de cromosomas

(Tarkowski, 1966) descriptas originalmente para Musmusculus se

adaptó el siguiente protocolo para A. azarae.

Se disecaron las hembras y lavaron los ovarios en MEM(Medio

esencial minimo de Eagle) y 5 %de ST (suero de ternera). Se

recolectaron los ovocitos por punción mecanica de los foliculos;
seleccionando los ovocitos cultivables es decir los ovocitos con
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vesícula germinal no rodeados por células de la corona y rodeados

por celulas de la corona. Una vez seleccionados los ovocitos

cultivables, aquellos que se hallaban rodeados por celulas de la
corona se incubaron en 1 ml de hialuronidasa (50 UI/ml) a 37oC

durante 1 o E minutos para dispersar las células de la corona lo

cual se controlo bajo lupa. Para eliminar la enzima se realizaron
dos lavados en MEM.

Luego los ovocitos elegidos para cultivo se lavaron en SFB

(suero fetal bovino) puro y se cultivaron en una microgota (400

ul) de SFB cubiertos por vaselina liquida en placa plastica
("Falcon") durante 5 horas a 37oC.

Después del cultivo, los ovocitos se pasaron a una solucion

hipotdnica de citrato de sodio al 1 %durante 20 minutos a 37oC.

Se traspasaron como máximo unos ó ovocitos, en un volumen

minimo de solución de citrato de sodio al 1 x (8 d 3 ul) al

centro de un portaobjetos limpio.

Alli se fijaron con una pequeña gota de fijador frio,

metanol-acido acetico glacial (3:1). Se dejaron secar al aire y
se colorearon con colorante Giemsa al 3%durante h minutos.
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 LOS CRUHDSUHASDE Akodon azarae.

Esta especie presenta En=38 cromosomas, siendo el par

autosdmíco mas chico metacentrico y los demás autosomas

telocentricos. El cromosoma X es subtermínal y el Y es

telocentríco (figura Q.E.1—a,y figura 4.E.1—b). Las hembras

heteromdrfícas para el par sexual presentan un X subterminal

grande, y un pequeño cromosoma similar al Y de los machos (figura

4.8.1-c). Este pequeño cromosomaque se observa en las hembras

heteromdrfícas es el que fue considerado como un X con una gran

deleción (Bianchi & Contreras, 1967).
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FIGURA 4.2-1-A. HETAFASESDHATICA, MACHOEN = 38. (Las flechas

indican los cromosomas X e Y).
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FIGURA 4.2.1-8. HETAFASESDHATICA, HEMBRAEN = 38. (Las flechas

indican los cromosomas X).



FIGURA 4-2.1-C. HETAFASE SDHATICA, HEMBRA EN = 38 CDN

l-E'IÉRDFIJRFISI‘IÜDE PAR SEXUAL. (Las flechas indican los cromosomas

ny).



4.2.2 RENDIMIENTO DE LA TECNICA DE BIDPSIA HEPATICA EN LA

DETERMINACION DEL CARIDTIPD DE NEDNATOS

Las experiencias de determinacion del tipo de cromosomas

sexuales que portan las hembras, realizadas durante 24 meses

fueron utilizadas para evaluar el rendimiento de dicha tecnica

(parágrafo 4.1.1.1).
De 111 hembras recien nacidas, se obtuvieron metafases

analizables en 82 de ellas (un 74 % ) las E9 restantes no

presentaron metafases o bien estas no pudieron ser analizadas por
la calidad de los preparados obtenidos. La calidad de los

preparados que pueden obtenerse mediante esta tecnica se ilustra

en la figura 4.2.1-b o -c.

Si bien el rendimiento es muybueno, teniendo en cuenta la

calidad de los preparados en cuanto a la abundancia de metafases

se observó que en general el número de metafases es bajo, las

mejores preparaciones permitieron analizar unas 8 a 10 metafases

por preparado.

El cariotipo de las hembras mantenidas vivas para los

estudios de los parametros reproductivos fue posteriormente

corroborado mediante el análisis citogenético de médula ósea
(parágrafo 4.1.1.2).
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4.2.3 ANALISIS DE LOS CRDHDSDHASSEXUALES

El patron de bandas G de A. azarae se muestra en la figura

4.2.3-a. Mediante el analisis y comparacion del patron de bandas.

G del cromosoma X de machos, hembras XXy hembras Xx no fue

posible identificar ningún tipo de reordenamiento que afectara al

cromosomaX. Sin embargo no es posible descartar que exista algún

reordenamiento que afecte al cromosomaX no detectable mediante

la tecnica de bandeo G.

El tratamiento con hidróxido de Bario (Ba (DH) ), para la
E

obtención de bandas C mostro tanto en machos como en ambos tipos

de hembras, una escasa cantidad de cromatina C-positiva. Sin

embargo es de destacar la observacion de dos bandas C-positivas

intercalares, presentes en el cromosomaX (figura 4.2.3-b). Este
hecho podria deberse a que el tratamiento utilizado ha sido

suave, pero indudablemente la estructura de la cromatina tanto en

los centromeros de la mayoria de los autosomas asi como en dichas

bandas intercalares del cromosoma X ha de ser mas compacta que en

el resto del complemento.
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FIGURA 4.2.3-3: PATRONDE BANDASC EN A. azarae (macho En — 38

las flechas indican los cromosonas X e Y)



4.2.4 PRUPURCIDN DE HEMBRAS XX Y Xx EN LA DESCENDENCIA DE

HEMBRAS XX.

Se estudio el cariotipo de hembras recién nacidas con el

objeto de determinar cual es la proporcion de hembras que

presentan heteromorfismo del par sexual al nacimiento.

La descendencia de El madres Xx de las que se analizaron 34

camadasarrojo los resultados que se indican en la tabla 4.2.4.

Tabla #.2.4

Total de crias hembras
nacidas XX Xx

95 43 (45%) 52 (55%)

2
Mediante un test de Chi se observó que las diferencias

entre las frecuencias observadas y las esperadas si la relacion

correspondiera a 1:1 no son significativas; por lo tanto la

relación de hembras XX/ hembras Xx corresponde a 1:1.

Es decir que al nacimiento, las hembras descendientes de

madres Xx son la mitad XXy la mitad Xx.

Por otro lado es importante destacar que nunca se han

observado hembras Xx en la progenie de hembras XX.

125



4.2.5 ESTUDIOS CITDEENETICDS EN HEMBRASPRDVENIENTES DE CAMPO

Se analizaron 26 hembras provenientes de campo, capturadas

en San Pedro, provincia de Buenos Aires.

De las Eb hembras 85, presentaron un cariotipo En = 38 y una

hembra resulto En = 37 debido a 1a presencia de una fusión

autosbmica (figura 4.2.5).

En cuanto a la constitución cromosomica sexual, 13 de las Eb

hembras resultaron Xx y 13 XX.

Tambien se encontraron hembras Xx A. azarae en capturas

realizadas por diferentes motivos en San Miguel del Monte y Monte

Hermoso (Provincia de Buenos Aires) y en El Palmar (Provincia de
Entre Rios).

Corroborando de esta manera la existencia del heteromorfismo

de cromosomas sexuales en las hembras de esta especie en

poblaciones naturales.
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FIGURA fi-2.5: HETAFASE SÜHATICA DE UN EJEMPLAR HEMBRA DUE

PRESENTO EN = 37 DEBIDO A UNA FUSION AUTDSUHICA(Indicada por la

flecha).
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4.2.6 RESULTADOS DE LA HEIOSIS EN LAS HEMBRAS

4.2.6.1 PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE OBTENCION DE

WS I‘EIDTICOSEN¡WAS

Se disecaron IE hembras de entre 13 y 220 dias de edad, se

recolectaron ovocitos mediante la tecnica descripta en el

parágrafo 4.1.2.1, y se hizo el recuento de ovocitos cultivables
y no cultivables. Se observo un mejor rendimiento de la técnica

en hembras jovenes, hasta 40 dias de edad.

En hembras mayores no siempre pudieron recuperarse ovocitos

_y cuando se lograron recuperar siempre disminuyó la cantidad

relativa de ovocitos cultivables y tambien la respuesta positiva
a1 cultivo.

En la tabla 4.2.6.1 se muestran los resultados obtenidos en

la obtención de figuras meioticas a partir del cultivo de
ovocitos.

Tabla 4.2-6.1

Edad No de Hembras Se obtuvieron No de ovocitos No de fig.(dias) disecadas ovoc. cultiv. cultivables meioticas

13-40 ó 5 (83 %) 197 (#0/9) 31

40-220 ó 3 (50 %) 68 (83/9) B

128



4.2.6.2 ANALISIS DE LA HEIÜSIS DE LAS HEMBRAS

Las bien conocidas dificultades en el estudio de la meiosis

de las hembras en mamíferos sólo han permitido investigar la
meiosis en 17 ovocitos de 3 hembras.

E1 análisis de estos ovocitos despues del cultivo "in vitro"

descripto en el parágrafo 4.1.2.1, mostro la presencia de un
bivalente heteromdrfico claramente identificable.

Dicho bivalente esta formado por un elemento largo y un

elemento corto los que a menudoestán asociados en forma termino

terminal, en algunos casos mostraron un claro quiasma terminal.

El tamaho de los componentes de este bivalente heteromorfico

concuerda con el de los cromosomas X y x.

En la figura 4.2.6.2-a se ilustra la metafase I de un

ovocito proveniente de una hembra A. azarae Xx (complemento

cromosomico determinado por análisis citogenetico de medula

osea), un bivalente heteromdrfico, señalado por la flecha, esta

formado por un elemento largo y un elemento muy pequeño que

corresponden a los cromosomas X y x.

En la metafase I que se ilustra en la figura 4.E.ó.E-b se

observan 19 bivalentes simetricos los que corresponden a la
meiosis de una hembra XX"normal".
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FIBRA 4.2.6.24: PÉÏAFASE I, HEMBRA EN = 38; CDNPLEHENTD

CRCI'DSCI‘IICDSEXUALXX. La flecha indica el bivalente asimétrica.
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FIGURA 4.E.6.E-B= HETAFASE I, HEMBRA EN = 38; CDMPLEHENTD

CRÜMDSDHICDSEXUAL XX "NORMAL". Se observan 19 bivalentes

si-etricos.
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4.3 SINTESIS Y CONCLUSIONES

La necesidad de mantener e identificar los dos linajes

cariotipicos de hembras A. azarae fue cubierta mediante la
tecnica de obtener por biopsias hepáticas el cariotipo de los
neonatos. El rendimiento de dicha técnica resulto muy bueno

teniendo en cuenta la conocida dificultad de obtener progresos en

los cultivos de sangre periférica de roedores, lo que impide

hallar celulas en división para observar metafases. La

restricción que ofrece el cultivo de biopsias hepáticas es que

debe hacerse en los recién nacidos, pero la tecnica es sencilla y
ocasiona un dafio o muerte de los animales mínimo.

Si bien por la calidad de los preparados citogeneticos que

se obtienen esta tecnica no es útil para tratamientos de bandeo,

es perfectamente utilizable para analizar el cariotipo a nivel
alpha. Esto permitid mantener animales cuyo cariotipo ya era
conocido antes del destete.

Debido a que en uno de los antecedentes conocidos, el roedor

Hyopus schisticolor, las hembras que presentan heteromórfico el

par sexual (X*Y) muestran mediante bandeos G, que el X* que

portan las hembras heterombrficas y el X de las hembras

"normales" tienen diferencias en el patron de bandas G de sus

brazos cortos (Herbst et a1., 1978). Se pensó que en A- azarae

podria ocurrir algo similar, sin embargono se pudieron detectar

diferencias en los patrones de bandeo G de los cromosomas X
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(tanto de hembras Xx y XXcomo machos XY). No es posible

descartar que exista algún tipo de reordenamiento no evidenciable

por bandeo G. Tal vez de existir algún reordenamiento, pueda ser

visualizado mediante otras tecnicas de bandeo, especialmente 'las
relativamente nuevas tecnicas de bandeo de alta resolución (Verma

& Babu, 1989).

La presencia de bandas C intercalares en los cromosomas X de

esta especie, no habia sido observada previamente, probablemente

se trate de un polimorfismo de heterocromatina sin ningún efecto
sobre el mecanismode determinacion del sexo.

Los resultados obtenidos en cuantd a la proporcion de

hembras XXy Xx en la descendencia de las madres Xx, mostraron

que al nacimiento, 1a mitad aproximadamente portaron el cromosoma

x materno. esto fue una primera indicación de que el cromosoma x

estaba normalmente en los ovocitos de las hembras Xx.

Mediante el análisis de la meiosis de las hembras, se

comprobó la formación de un bivalente heteromdrfico, indicando de

esta manera que no existe ningún evento de no-disyuncidn que

impida la formación de gametas portadoras del cromosoma x. Por

otro lado este fenomeno también es diferente a lo que ocurre en

la meiosis del lemmingHyopus schisticolor donde por un evento de

no-disyuncion las gametas de las hembras X*Y solo portan el

cromosoma X* (Fredga et a1., 1976).

Tal como fue previamente observado por Lizarralde et al.
(1982) nunca se encontraron hembras Xx en la descendencia de

133



madres XX. Permitiendo agregar mas elementos de juicio en

detrimento de la hipótesis propuesta acerca del origen del

elemento x, como un mecanismo de compensación de dosis sexual

desde la inactivacion de un cromosoma X completo hasta su

eliminación, pudiendo producir hembras X0 y Xx (Bianchi &

Contreras, 1967; Bianchi, 1973).

Los estudios citogeneticos en hembrasA. azarae provenientes

de capturas en poblaciones naturales de la provincia de Buenos

Aires, permitieron corroborar la existencia de hembras

heterogameticas en las poblaciones naturales de esta especie. El

hallazgo de un animal En=37 debido a una fusion autosdmica es

coherente con las conocidas evidencias de gue en los Akodontinos

existe una importante tendencia a presentar mecanismos

Robertsonianos en la modificacion de sus cariotipos (Liascovich,
1991).
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CAPITULO 5

DISCUSION

Los mamíferos son conocidos por su mecanismo de

determinación del sexo altamente conservado, los machos son

heterogameticos y las hembras homogameticas. El cromosoma X es

homólogo desde los marsupiales hasta los placentarios (Dhno,

1967 y 1979; Cooper et al., 1975; Bull & Bulmer, 1981). Como se

ha mencionado en la introduccion del presente trabajo, la

aparición de hembras heterogameticas es un hecho muy poco

frecuente, pero en particular existen en poblaciones naturales de

varias especies de roedores (Rausch & Rausch, 1972; Fredga et

al., 1976; Gileva & Chebotar, 1979).

En 1967, Bianchi & Contreras dieron a conocer el cariotipo

de Akodon azarae. En aquella oportunidad, encontraron en las

hembras un polimorfismo de cromosomas sexuales debido al cual

algunas hembraspresentaban un cariotipo indistinguible del de

los machos, este hecho fue interpretado comouna gran deleción

del brazo largo de uno de los cromosomas X (Bianchi a contreras,

1967; Bianchi et al., 1968).
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FIGURA5.1 Patron de herencia de los cromosomas sexuales

H E M B R A S

SUMA xx Xx

GAMETAS x x x x

'M x xx xx xx xv
A
C xv
H
o v xv xv xv xv
s (H)

Proporción
de sexos 0,5 0,67
secundaria

Proporción
de hembras/ 1/1 2/1
machos

Tamaho de
camada 100 x 75 %
esperado

(**)Cigotas xY inviables.

En la progeníe de las hembras Xx se esperaría una reduccion del

75% en el tamaño de camada asi como una relacion de sexos de E

hembras por cada macho por la perdida de cígotas xY.
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Para el mantenimiento y cria en laboratorio de A- azarae

han sido estudiados los parametros basicos de esta especie.

Muchosde ellos son similares a los conocidos para otros roedores

cricetidos criados en laboratorio comoel promedio de crias por

camada, la duracion de la gestación, la presencia de celo post­

‘parto, los parametros de crecimiento post-natal y la falta de

secuencia y periodicidad en los cuadros colpocitoldgicos (De

Villafañe, 1981; Hodara et al., 1984 y 1989; Justines & Johnson,

1970; Mello & Mathias, 1987; Merani & Lizarralde, 1980; Montoro
et al. 1987; Roldan et al., 1984).

El mantenimiento y cria de esta especie con la finalidad de

producir animales a ser utilizados para profundizar el estudio

del mecanismo de determinacion del sexo, ofrece buenas

posibilidades pese a que la baja productividad observada puede

ser un inconveniente. Sin embargoesta baja productividad ha ido

subsanándose con algunas generaciones de cria y es factible

pensar que si se persiste en su mantenimiento y cria podra

elevarse la productividad sustancialmente.
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La posibilidad que se ha indagado de obtener superovulacion

en hembras A. azarae permitira estudiar si existe o esta impedida

la fertilización de ovocitos portadores del cromosoma x por

espermatozoides Y, también el subsecuente estudio del grado de

Viabilidad de las cigotas XYlas que probablemente no superan el

estadio de dos celulas (donde ocurre activacion del genoma

embrionario). El conocimiento del metodo de superovulacion para

esta especie permitira entonces el analisis de la fertilización y
desarrollo embrionario temprano de A. azarae especialmente en

cuanto al destino de las posibles cigotas xYya que para el

estudio de preparaciones cromosbmicasde embriones, es necesario

inducir superovulacion en las hembras. Luego se las aparea y de

esta forma es posible estudiar un númerosignificativo de cigotas

de los primeros estadios de clivaje (Kaufman, 1973).

Para ratón el 60 Z de la variabilidad que se observa en la

longitud de la cola se debe a diferencias genéticas aditivas, en
cambio el tamaho de camada tiene una heredabilidad de sólo el 15%

(Falconer , 1960).

Generalmente los caracteres que son mas esenciales para la

supervivencia de un organismo (por ejemplo, la velocidad de

concepcion o el tamaño de camada) muestran una heredabilidad

baja, ya que sdlo pueden tolerarse pequeñas diferencias

hereditarias y si estas son superiores disminuye la
supervivencia. Por otra parte, los caracteres que no afectan la
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supervivencia en grado importante (por ejemplo la longitud de la

cola en ratones) pueden tolerar considerables diferencias

genéticas sin causar la muerte o la extinción.

El número promedio de crias por parto para A- azarae

informado para poblaciones naturales es de 5 (Zuleta, 1989) y en

laboratorio este promedio fue de 3 a 4 crias, la disminución

observada con respecto a los datos de campoocurre por igual para

ambos tipos de hembras (no es un hecho inusual en roedores

silvestres la disminución del tamaho de camada cuando se los

introduce a criadero).

Para explicar el tamaño de camada inalterado entre hembras

X0 y hembras con dos X en el LemmingDicrostonyx torquatus se ha

propuesto un incremento en la tasa de ovulación por parte de las

hembras X0 como forma de compensar la perdida de cigotas OY

(Gileva et al., 1982). Sin embargo un aumento en la tasa de

ovulación (de la cual depende el tamaño de camada) es poco

probable entre hembras emparentadas.
Al observar una situación similar en A. azarae en cuanto al

tamaho de camada inalterado entre ambos tipos de hembras, no

reflejando la perdida de cigotas XY,se indagó la posibilidad de

que en esta especie también hubiera un incremento en la tasa de

ovulación como la observada para el lemming Dicrostonyx. No pudo

hallarse un incremento significativo en la tasa de ovulación por
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parte de las hembras Xx A- azarae, en ambos tipos de hembras el

número de cuerpos lüteos observados fue el mismo.

Las observaciones hechas sobre el tamaño de camada

inalterado, y la mismatasa de ovulación pueden explicarse a

condición de que la compensación por la perdida de cigotas xY (de

las hembras Xx) sea en gran parte un proceso automatico. Un

proceso automatico debido a la reducción de la competencia entre
los embriones sobrevivientes.

Un analisis teorico hecho por Bulmer (1988) en relacion al

sistema genético propuesto por Gileva (1987) para Dicrostonyx,

muestra que una compensación automatica como propiedad del

sistema reproductivo, es mucho mas explicativa que una

compensación evolutiva comoseria un incremento en la tasa de

ovulación aplicable a las observaciones hechas para el lemming

Dicrostonyx.

El analisis de la pérdida pre-natal en A. azarae esta de

acuerdo con las predicciones teóricas hechas para el lemming

Dicrostonyx (Bulmer, 1988) ya que se observó la misma perdida

pre-natal total en ambos tipos de hembras (XXy Xx) pero sin

embargo la perdida pre-implantación fue mayor para las madres Xx.

Esta perdida pre-implantación, un 10 Z mayor para las madres Xx

refleja la perdida de cigotas inviables XY.
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La dificultad en la propagación inicial y la subsecuente

mantencion de hembras Xx (o XY)en poblaciones naturales, podria

llevar a una funcion con severos defectos asociados a la perdida

de gran parte del cromosomaX. Debido a que la inactivacibn de

uno de los dos X en hembras de mamíferos no es absoluta puesto

que ambosestan activos en ciertos estadios de la ovogenesis y

tempranamente en la embriogenesis. El rendimiento reproductivo en

Hus X0 (que aparece rara vez debido a la no disyuncibn de los

cromosomas sexuales en las celulas germinales parentales) está

enormemente reducido en comparacion con el de hembras XX (Lyon &

Hawker, 1973).

Si la capacidad reproductiva de las hembras Xx A. azarae

estuviera reducida, la diseminación del cromosoma x en las

poblaciones estaria restringida y se prevendria 1a fijación
evolutiva de la constitucion Xxen las hembras.

Para explicar el mantenimiento de hembras heterogameticas en

las poblaciones naturales de estos roedores, es necesario aceptar
que las hembrasheterogameticas presentan alguna ventaja selecti­

va frente a las homogameticas o al menos presenten el mismovalor

adaptativo. Los parametros reproductivos son el componente mas

importante del "fitness" y la comparacion de dichos parametros

nos permite explicar el mantenimiento del sistema de determina­
cion del sexo en A. azarae.

En A. azarae no hemos podido observar una reduccion en el

rendimiento reproductivo de las hembras Xxsino por el contrario

este ha sido mayor al compararlo con el de las hembras XX.
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El hecho de que el rendimiento reproductivo de las hembras

Xx sea mayor que el de las hembras XXrefleja al menos en parte

porque existe este polimorfismo de cromosomas sexuales en A­

azarae (el cual existe muyprobablemente tambien en especies
relacionadas).

Comose observa en la figura 5.1 ademas de una reducción del

tamaho de camada en un 75 % en la progenie de las hembras Xx (por

perdida de cigotas xY), en generaciones sucesivas una cuarta

parte de las gametas x se perdería justamente por la muerte

temprana de las cigotas xY. De tal modoque podria esperarse que

la constitucion Xxseria cada vez menosfrecuente. Si partiendo

de una población en la que la mitad de las hembras fueran XXy la

otra mitad Xx, y suponiendo un sistema de apareamiento al azar,

en la siguiente generación habria solo un cuarto de hembras Xx y

en la siguiente solo un octavo de las hembras portarian la

constitucion Xx. De este modo podria esperarse que la

constitucion Xx no se habria fijado evolutivamente en las

poblaciones naturales.

Pero para explicar que ambos tipos de hembras se han

capturado y se siguen encontrando en poblaciones naturales con

frecuencias elevadas es necesario suponer que el heteromorfismo

de cromosomassexuales se ha fijado evolutivamente.
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Para comprender la relacion entre el heteromorfismo de

cromosomas sexuales y la dinamica poblacional de estos roedores

es necesario abordar un estudio de las frecuencias genotipicas en

las poblaciones naturales.

La existencia de hembras heterogameticas en A- azarae no es

la única entre los mamíferos. Hasta ahora se conocen los lemmings

(Hyopus y Dicrostonyx) y otros roedores en cuyas poblaciones

naturales coexisten hembras cuyos cromosomas sexuales son
heteromorficos.

Hembras fértiles XYhan sido muyestudiadas en el "wood

lemming“ Hyopus schisticolor ( Herbst et a1., 1978; Fredga et

al., 1976 y 1977; Gropp et al., 1976; Hinking et al., 1981). en

el caso de Hyopus se demostro que la mutación ligada al X

(llamada X*) suprime el efecto de determinacion de masculinidad

del cromosoma Y. Las hembras X*Y tienen ovocitos con una

constitucion X*X*ortodoxa en diacinesis; lo cual se ha explicado

mediante la suposición de una no-disyuncion en las oogonias u

ovocitos resultando en la pérdida del cromosomaY en las celulas

germinales. Ese es el motivo por el cual las hembras X*Y, al

producir unicamente ovocitos portando el X* tienen una

descendencia constituida unicamente por hembras.
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Se estudió la posibilidad de que un mecanismosemejante al

descripto en Hyopus estuviera actuando en A- azarae. Sin embargo

dos hechos importantes hacen que el mecanismo involucrado en la

determinación del sexo en A- azarae sea muy diferente al que

actua en Hyopus.

Las hembras heterogameticas (XM) de A azarae tienen

importantes diferencias con aquellas hembras X*Y del lemming

Hyopus schisticolor. La progenie de las hembras XxA- azarae está

formada tanto por hembras como por machos y de ello se desprende

que en el cromosoma X no hay ninguna mutación que impida la

expresion del o los genes responsables de la diferenciación de

testículos, los machos hijos de hembras Xx son fértiles e

indistinguibles fenotipicamente de los hijos de madres XX.

Por otro lado la descendencia femenina de hembras Xx está

formada por hembras fertiles tanto XXcomo Xx, lo cual es una

primera evidencia de que las celulas germinales de dichas hembras

portan tanto el cromosoma X como el x.

Este hecho se ha corroborado mediante el estudio de la

meiosis en las hembras. En las celulas germinales de las hembras

Xx no existe ningún mecanismo de no-disyuncibn, lo que se ha

verificado por la presencia de un bivalente heteromorfico en la

metafase I. Las hembras Xx de A. azarae producen ovocitos con el

cromosoma X y ovocitos con el cromosoma x. Más bien la situacion

es similar a lo que ocurre en el lemming Dicrostonyx torquatus

donde ambos cromosomas, el X "normal" y el X (mutado) estan
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presentes en los ovocitos (Gileva &Chevotar, 1979).

E1 hecho de presentar este heteromorfismo de cromosomas

sexuales, no ocasiona ninguna disminución en la reproducción de

las hembras XXcomo de ha observado al comparar los parametros

reproductivos de ambos linajes de hembras en la colonia de
laboratorio.

Sin embargo los datos de tamafio de camada de hembras

cromosbmicamente mutadas, usualmente reflejan la muerte durante

el desarrollo en el útero de fetos genéticamente desvalanceados.

La constitución X0por si sóla, ya permite suponer que la calidad
de los ovocitos es o puede ser una causa de la reduccion del

tamaho de camada. Ademas de la muerte temprana de fetos OY

durante los dos primeres estadios de clivaje (De Boer & de Jong,
1989).

Podiamos sospechar que las hembras Xx A- azarae podrian

comportarse en forma semejante a1 raton X0 por carecer al menos

de gran parte de uno de los cromosomas X.

Estudios histológicos cuantitativos en ratón revelaron que
la mayoria de los ovarios X0 son normales al final de la vida

fetal (Burgoyne & Baker, 1981), pero luego del nacimiento han

perdido la mitad de los ovocitos en comparacion con los que

tienen sus hermanas XX (Burgoyne & Baker, 1985).
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La disminución en la cantidad de ovocitos también es un

hecho que se observa en ratones que presentan uno de sus

cromosomas X con una gran inversión, la explicación del

acortamiento en la vida reproductiva de los ratones X0 (Lyon &

Hawker, 1973) podria ser la disminución observada en el número de

ovocitos. Esta disminución está ocasionada por el alto grado de

atresia folicular debido probablemente al apareamiento incompleto

del cromosoma X en paquitene (Burgoyne & Baker, 1985).

Sin embargo en A- azarae no se ha observado una disminución

en el tamaho de camada de las hembras Xx ni tampoco una reduccion

en la longitud de la vida reproductiva, sino por el contrario las
hembras Xx se han mostrado mejores reproductivamente.

Las investigaciones sobre las relaciones entre la fertilidad
y las anormalidades cromosómicas se han hecho importantes,

especialmente en ratón, desde la adaptación de las tecnicas de

extendidos para meiocitos en estadios de cigotene, paquitene y

diplotene, que permitieron su estudio a nivel ultraestructural
por microscopía electrónica.

Probablemente en A. azarae Xx exista algún mecanismo que

compense la falta de gran parte del cromosoma X (o todo el de

tratarse de hembras XY)durante la meiosis y este mecanismoactue

en la ovogénesis de A. azarae XXen diferente forma que en Mus

XO. Muyprobablemente este mecanismo sea la autosinapsis como ha

discutido Solari et al. (1989).
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Para comprender la discrepancia entre los datos observados

sobre el rendimiento reproductivo de hembras Xxy lo que cabria

esperar de acuerdo a lo expuesto anteriormente se debera recurrir

a evidencias mas directas. Evidencias mas directas pueden ser

obtenidas a partir de secciones histológicas tomadas justo antes

o poco despues del nacimiento de las hembras y contar el número

de ovocitos aplicando tecnicas cuantitativas de la histologia de

ovarios (De Boer & Jong, 1989). En A- azarae se ha iniciado el

estudio de la histologia de los ovarios de hembras XXy Xx, por

el momentose sabe que existen dos tipos de ovarios claramente

distinguibles por su diferente grado de atresia folicular
(Solari, com. pers.).

La secuencia de 35 Kb, descubierta en 1990 por Sinclair et

al. (gen SRY, region determinante del sexo) en el cromosoma Y

humanoplanteó la posibilidad de que la determinacion del sexo en

el hombre se inicie en el gen SRYy continue con una cascada de

genes regulatorios (McLaren, 1990). Los avances realizados en

este tema en humanos lejos de ser el final del problema

constituyen el comienzo del conocimiento de la genetica de la
determinación del sexo en los mamíferos.
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Comose ha mencionado las hembras A- azarae portadoras de un

par de cromosomassexuales heterombrfico fueron interpretadas

como hembras que poseían un cromosoma X delecionado. Sin embargo

la posibilidad de que dichas hembras, portadoras de un par de

cromosomassexuales heteromorfico fueran XYno puede descartarse

con los datos publicados hasta ahora. La suposición de una gran

delecion del cromosomaX ha sido discutida (Fredga, 1983) y la

imposibilidad de descartar la hipótesis XYpara las hembras A.

azarae heteromórficas mediante metodoscitogeneticos (Lizarralde

et al., 1982), ha conducido a la utiliZacidn de sondas de ADN

derivadas del cromosoma Y humano intentando demostrar la

identidad de ese pequeño cromosoma presente en las hembras

heteromorficas (Bianchi et al., 1989).
Pero la discusion acerca de si se trata de un cromosoma X

con una gran delecion o de un cromosoma Y no ha concluido

definitivamente. El polimorfismo de cromosomassexuales en Akodon

azarae continua siendo motivo de debate, ya que durante la

profase meidtica de hembras Xx la razon de la longitud de los

elementos X y x es significativamente menor que la que hay entre

los elementos X e Y de los machos, ademas la localizacion del

cinetocoro, la ocurrencia de sinapsis y autosinapsis han

evidenciado un comportamientoclaramente diferente entre el par

XX de las hembras y el par XYde los machos (Solari et al.,
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E1 origen del elemento pequeño, que citologicamente en

metafases somaticas es indistinguible del cromosoma Y, que

acompaña al cromosoma X en las hembras heteromdrficas, excedid

los limites de esta investigacion, por lo cual se ha adoptado la

nomenclatura XM para las hembras heteromorficas sin descartar

totalmente la posibilidad de que se trate de un cromosomaY. Pero

probablemente de tratarse de un cromosomaY originalmente, habria

perdido el o los genes responsables de desencadenar la cascada de

eventos CDnducentes a la formación de testículos. Muy

probablemente seria deficiente para el gen correspondiente al SRY
hallado en humanos. Si las hembras A. azarae Xx fueran en

realidad XYhay dos origenes posibles para explicar el fenotipo
femenino.

La primera es suponer que en la meiosis del macho, el gen

correspondiente al SRY humano (llamemoslo sry(az)) se haya
traslocado al X. Esta traslocacion conduciria a.la formación de

sry(az)
gametas X y gametas con el Y* deficiente. La descendencia

de un macho con dicha mutación, cruzado con una hembra XX

"normal" daria origen a machos cuyo sexo fenotipico no estaria de

acuerdo con su sexo citogenetico, es decir serian machos
sry(az)

XX y hembras también cuyo sexo fenotipico seria el

contrario al citogenetico, es decir hembras XY*. Estas hembras

XY* corresponderian a las que en este trabajo hemos denominado

XX.Si estas hembras XY*fueran fértiles, al ser cruzadas con un

macho XY"normal", dejarían una descendencia formada por hembras
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XX, XY*, machos XYy cigotas YY* (inviables).

La segunda posibilidad, sobre el origen de las hembras

heterogameticas es que un macho XY, en su gametogenesis haya

perdido (por mutación o delecibn) el gen sry(azí, sin haberlo

traslocado al X ni a ningun autosoma. Habria sido en este caso

una mutación conducente a la formación de gametas X y gametas con

el Y* (mutado). Apareándose con una hembra XX "normal" su

descendencia estaria formada solo por hembras XXy XY*. Estas

hembras XY*por cruzamiento con machos XY"normales" dejarían en

la descendencia hembras XX, XY*, machos XY y cigotas YY*

(inviables).
La única diferencia entre ambassituaciones es que si se

tratara de una traslocacidn del sry(az) al X, esto ocurriría con

cierta frecuencia con lo cual habria que poder encontrar machos
sry(az)

XX , lo que nos indicaria que hembras XY*están apareciendo

en las poblaciones naturales,también con dicha frecuencia. Lo

cual no es muy improbable si dicho gen en esta especie estuviera

tan cercano a la región "pseudoautosomica" o de recombinación

como lo está en humanos (Sinclair, 1990).

Si el origen de las hembras heteromdrficas para el par

sexual hubiera sido el de una mutación del Y, podria pensarse en

un evento único mas que en un evento recurrente. Y por otro lado

estaria más de acuerdo con el hecho de que en especies

relacionadas, aparecen hembrasheterogaméticas. Se habria fijado

por no significar un deterioro en la reproduccion de estas
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posibles hembras XY*.

Sin dejar de ser especulativo el posible origen mencionado

para las hembras heterogameticas en A- azarae, plantea la
sry(az)

necesidad de buscar machos XX , y de hallarlos analizar su
frecuencia.

Para comprender cabalmente el modelo seria necesario conocer

en profundidad los mecanismosde regulacion de la poblacion

porque el destino de los cromosomassexuales dependerán de la

densidad de las poblaciones.

Debido a que hay cierto número de especies de mamíferos con
mecanismos de determinacion del sexo complicados o desconocidos,

y poco se sabe sobre el origen y evolucion de los mecanismos

sexuales cromosómicos este trabajo ha intentado esclarecer

algunos aspectos de la determinación del sexo en Akodonazarae.

gw9" :1 7|U(mi?)11i/
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