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CAPITULO 1 "

1 ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

1.1 ANTECEDENTES

1.1.1. UBICACION TAXONOMICA DE Akodon azarae

Aproximadamente el 43 % de las especies de mamliferos que
habitan actualmente el continente sudamericanc, pertenecen al
orden de los roedores que constituyen cerca de 450 especies
vivientes.

La familia mds conspicua del orden, Cricetidae, agrupa el
55% de las especies de roedores sudamericanos (22% de las
especies de mamiferos del continente). En su gran maynria los
cricétidos sudamericanos estan incluidos en 1la subfamilia
Sigmodontinae (Reig, 1984).

La familia Cricetidae estd constituida por dos subfamilias

Sigmodontinae y Neotominae (Hershkovitz, 19665 Reig, 1980).
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Una cepa cricetodontina (protosigmodontina invasora) de
Oligoceno nor teamericano, habria aAlcanzado el continente
sudamericanoc por transporte pasivo (en la etapa en que ambos
continentes se encontraban aislados), produciéndose la
diversificacién tribal y genérica de la subfamilia en América del
Sur.

Los géneros vivientes de sigmodontinos se agrupan en siete
tribus distintas con limites muy definidos. Estas representan
ramas de una radiacidn adaptativa, que surgid como respuesta de
la creciente especializacidn evolutiva para conquistar diferentes
nichos ecolédégicos.

Dichas siete tribus de sigmodontinos, difieren mucho en su
diversidad: aproximadamente el 87% de 1las especies vivientes
pertenecen a tres tribus (Oryzomyini 44%, Akeodontini 254 vy
Phyllotini 18%) (Reig, 198B4). Estas tres tribus representan tres
grados evolutivos sucesivos (Reig, 1981).

Los roedores akodontinos pueden haber derivado de
antecesores oryzomyinos de acuerdeo a la merfeolegia y los datos
cromosbmicos.

La mayoria (80%) de las especies de akodontinos per tenecen a
uno de los tres geénereos politipicos: Ak;don, Oxymycterus o
Bolomys.

Las especies de Akodon viven en la puna, el pdramo, la
montatha tropical y 1las forestas subtropicales, las pampas

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



Lta distribucién conecida para Akodon azarae corresponde a
las llanuras pampdsicas de la Argentina y del Uruguay, donde se

los encuentra generalmente asociados a los campos de cultivo.

1.1.2 RESEMA DE LA ECOLOGIA DE Akodon azarae

Akodon azarae es la especie mas comin en el conjunto de
pequefios roedores cricetidos de los pastizales pampeanos. La
distribucidn geogrdfica de este recedor es muy amplia (en 1la
Argentina incluye las provincias de Buencs Aires, Cdrdoba, Santa
Fe, Entre Rios Corrientes y Chaco asi como Uruguay y el sudeste
de Brasil) y utiliza variados habitats como pastizales, campos de
cultivo y sus bordes, terraplenes de 1los ferreocarriles etc.
(Cabrera, 19461; Reig, 1964; Crespo, 192663 Harlew, 1926493 Zuleta,
1989).

Las caracteristicas poblacionales de la especie, tales comu
su demografila, el uso del espacio, la organizacidn social, su
reproduccidn y el parasitismo, fueron estudiados por Zuleta, 1989
Zuleta et al., 1988; 1990.

Las primeras investigaciones acerca de la composicidn por
edades, longevidad y dinAmica reproductiva, fueron las realizadas

por Pearson (1967) en una poblacidn de A. azarae de Ja zona de
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Nuffez —-Provincia de Buenos Aires— (éstas fueron las primeras
investigaciones de esta Indole realizadas en ratones de campe de
América del Sur).

La heterogeneidad ambiental y la estacionalidad de la regidn
pampeana son los factores que determinan la ecologia de A azarae.

En relacién a los demas cricétidos A. azarae, cuyoc nombre
comn mas apropiado es "raton de pastizal pampeano” (Zuleta et
al., 1988) es 1la especie clave en el conjunto de criceétidos

pampeanos.

1.1.3. Akodon azarae: HEMBRAS CON CROMOSOMAS SEXUALES

HETEROMORF ICOS.

La citogenetica de 1los roedores akodontinos ha sido
exteﬁsamente estudiada (una revisidn se encuentra en Bianchi &
Merani, 1984). Algunos génercs son invariables, pero en otrous,
como por ejemplo Akodon, se ha encontrado una gran variacidn
tante en ndmero como en morfeleogia cromosdmica (Rianchi et al.,
196%; Bianchi et al. 19763 BRianchi et al. 1979; Bianchi & Merani,
19803 Gallardo, 1982; Liascovich, 1991; Liascovich & Reig, 1989;
Liascevich et al., 1989; Reig et al., 1971; Recdriguez et al.

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



Ademas de Dicrostonyx y Myopus ha sido propuesto Akodon como
el género que tiene mads especies candidatas a presentar hembras
XY. Se las ha propuesto debido a que todas ellas presentan gran
variabilidad en la forma y tamaMo de sus cromosomas X y por el
hecho de que algunas hembras tienen cromosomas sexuales
indistinguibles de los del macho.

A. mollis es la especie donde la presencia de hembras XY se
ha documentado mas firmemente (Lobato et al., 1982).

En otras especies de Akodon, A. azarae, A. varius y A.
boliviensis (Bianchi et al., 1971), como tambié&én A. neocenus Yy
A.alterus (Apfelbaum et al., 1988; Liasc;vich, 1991) el cromosoma
Y del macho y el cromosoma tipo Y de algunas hembras son
indistinguibles.

Sin embargo, el pequeflo tamaffo de este cromosoma que
presenta bandeo C positive, ha impedido hasta ahora una
comparacion detallada con las técnicas usuales de la
citogenética.

El cromoscma tipo Y de las hembras se ha interpretado como
un cromosoma X con una gran delecidén de brazo large (Bianchi &
Contreras, 1967; Bianchi et al., 1968).

La morfolegia y nimero cromosdmico en A. azarae fue

descripta en 1967 por Bianchi y Contreras.
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El cromosoma x(1) representa un cromosoma que dichos autores
han interpretado originalmente como un cromosema X que ha sufrido
una gran delecién de brazo largo.

Posteriormente describieron la existencia de hembras 2n=38,
Xx(s) dbéonde el x(s) representa un cromosoma X con deleciétn de
brazo corto (Bianchi et al., 196B). Asimismo describen en esta
opor tunidad el Aarea de cromatina sexual y el patrdn de
replicacidn de los cromosomas sexuales en A. azarae.

En sintesis, los trabajos pioneros donde se describen las
caracteristicas citogenéticas de A. azarae (Bianchi y Contreras,
19673 Bianchi et al., 1968) destacan la existencia de cinco tipos
de hembras en relacidn a su cariotipo: hembras 2n=38, XX; ©n=38,
Xx(l); 2n=38, Xx(s); 2n=37, X0 y hembras mecsaices 2n=37/38,
Xx(1)/X0 (figura 1.1.3).

Mediante el andlisis del patrdn 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 cromesomas son inestables y

propensos a sufrir rearregleos evolutivos (Bianchi et al., 1976).
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Actualmente hay argumentos provenientes de las técnicas de
la biologia molecular, en favor de la hiptbtesis XY para las
hembras de A. azarae. Se han encontrado fragmentos que hibridizan
con zondas del gen ZFY tanto en machos como en hembras Xx(1)
(Bianchi et al., 1989) asi como ctras especies de Akodon que
presentan "pseudogenes Zinc—-finger" ligados al Y (Bianchi, en
prensa).

Tambieén se ha estudiado en detalle el comportamienic en 1la
meiosis de los cromosomas sexuales en A. azarae, lo cual ahre

interesantes perspectivas (Scolari et al., 1989).



Figura 1.1.3.

COMPLEMENTO SEXUAL EN HEMBRAS A.AZARAE

ORIGEN DE LOS CROMOSOMAS ALTERADOS

I — 11

Pérdida Xx (1)
Xx
ﬁ ﬂ
Xx (8)

Origen postulado para los cromosomas sexuales de las hembras de

Akodon azarae (Bianchi & Contreras, 1967; Bianchi et al., 1968).



1.1.4 MECANISMOS CROMOSOMICOS DE DETERMINACION DEL SEXO

Uno de los principales problemas de la biclogia fue el
misterio del nacimiento de individuos de distintos sexos. Los
mitos atribulan esta diferencia a las fases de la luna, al
momento del dia en que tenia lugar la fecundacidn, a la direccidn
del viento y a otras supuestas causas similares. Cientos de
hipttesis sobre la naturaleza de este fentmeno se hicieron en los
siglos pasados, sobre todo en el siglo XIX.

Sdlo recieén después de la fourmulacidn de 1la Teorila
Cromosdmica de 1la Herencia pudo explicarse el proeblema,
comprendiendo el proceso de la determinacian del sexct, y por qué
la mitad de los individuos nace de sexo masculino y la otra mitad
de sexo femenino. Mendel ya habla sugerido que la determinacidn
del sexo podia seguir la misma segregacion que otras
caracteristicas heredadas.

A partir de 1900 se hicieron una serie de descubrimientos en
los que se establecidé la asociacidtn de la caracteristica sexnal
con la presencia o ausencia de un determinado cromosoma. Wilson y
Stevens en 1905 descubrieron citeldgicamente 1les cromeosemas
sexuales.

En algunos vertebrados inferiores, como los anfibios y Jos
reptiles, los cromosomas sexuales no se han identificado
citoldgicamente. Saez en 1936 ya postuld 1la inexistencia de

cromosomas sexuales diferenciados en los anfihios (Saez &

Cardoso, 1978).



En estos casos, donde no hay cromosomas sexuales
reconocibles, hay homocigosis o heterocigosis con respecte a
aquellos genes que determinan el sexo. La diferenciacién del par
de cromosomas sexuales (XY o ZW) en los vertebrades, ha tenido
lugar como consecuencia de la acumulacidn paulatina en un
determinado cromosoma de aquellos genes determinantes del sexo,
de los caracteres sexuales secundarios y de la fecundidad (Saez y
Cardosce, 1978). Los dos sistemas de determinacion del sexo mas
ampliamente reconocidos corresponden a los casos en qgque los
machos son heterogaméticos o las hembr as son heterogaméticas. Hay
dos factores que contrelan 1la herencia del sexo en amhos
sistemas: un sexo es heterocigota o heterog;mético para el factor
sexual vy el otro sexo es homocigota para uno de estos factonres.
Para el sistema en el cual el macho es heterogameético se reserva
la notacién XX/XY vy 2Z2W/Z2Z2 cuando es la hembra el sexo
beterogamétice (Bull, 1983 y 1985).

En casi todas las especies dicicas la determinacidn del sexo
es genética, y es posible distinguir citoltégicamente machos de
hbembras porque presentan dimorfismo cromosébmico en el par sexual.

Actualmente se ha abierto una interesante polémica en
relacién a los genes responsables de la determinaciéon del sexn, a
partir de 1los 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 descripcién bAsica de variedades y los procesos que

conducen a la variacien.

10
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1.1.5 MECANISHMOS DE DETERMINACION CROMOSOMICA DEL. SEXO EN LOS

MAMIFEROS

En los mamiferos la determinacidn cromosdmica del sexo se
fija en el momento de la fertilizacidn y no estda influida por
factores ambientales. El1 mecanismo general es aquel en el cual el
macho es el sexo heterogamético y la hemhrra el sexo homegamético,
Y Sus cromosomas sexuales se denominan XY y XX respectivamente.
Aunque los cromosomas sexuales tienen un tamato variable en
general el Y es pequeto y el X es de tamato intermedio (5% — 6%
de 1la longitud total del set haploide femenino) (Nhno et al.,
1964) . .

Si bien el sistema XX, XY estd ampliamente estabhlecido entre
los distintos drdenes de mamiferos, ocui'ren excepciones al mismo
en distintos grupos de organismes. Estas excepciones o mecanismos
inusuales de determinacibon cromostmica del sexo han sido objeto
de diversos estudios debide a la importancia que ellns revisten
para la comprensidn del funcionamiento del mecanismo de determi-
nacién del sexo.

De las mads de 4000 especies de mamiferos vivientes colamente
algunas pocas presentan mecanismos cromosdmicos sexuales (que se
apartan del wusual XX vy XY. Estas pueden agruparse en tres
categorias (siguiendo a Fredga, 1988): 1) especies cton sistemas
de cromosomas sexuales miltiples; 2) especies con cromosomas
sexuales normales en las que eventualmente aparecen individuos

con constitucién cromosémica sexual desviada; y 3) especies con

11



mecanismos cromosdmicos andmaloes.
Es éste JUltimo grupo de especies, el que reviste mayor
interés en el marco del estudio del procesc de determinacidn del

sexo en Akodon azarae.

1) SISTEMAS DE CROMOSOMAS SEXUALES MUALTIPLES

Un sistema complejo de cromosomas sexuales puede aparecer
por translocaciétn entre uno de los cromosomas sexuales y un

autosoma.

Cuando el X original se ha translocado a un autosoma el

mecanismo se designa XX para las hembras y XY Y para los machos.
12
El Y es el Y original y el Y es el autosoma hombleogo al cual el
1 2
X fue transleccado. E1 Y no estd involucrade en la determinaciodn
2

sexual y en las especies de este grupo como Potorus tridactylus,
HMuntiacus muntjak y Sorex araneus, los machos tienen un cromosoma
mas que las hembras. Cuando el Y se ha translocade a un autosoma,
el mecanismo se denomina X X X X para las hembras y X X Y para
11a2e 12

loes machos. E1 X es el X eriginal y el X es el autosoma
homdlogo al cual selha traslocado el Y. En espSCies de este grupo
la hembra tiene un cromosoma mas que el macho.

A veces ambos, el X y el Y, se fusionan con los homdloges de
un par de autosomas. En la meiecsis del mache se forma un

bivalente grande, distintivo con los cromosomas sexuales. En este

caso machos vy hembras tienen el mismo n@imero cromosémice. El

-
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Hamster chino (Crisetulus griseus) es un ejemplo bien conocido de
este grupo. Estos grupos de especies con cromnsomas sexuales
compuestos no presentan mayor interés desde el punto de vista de
la determinacidn sexual, los cromosomas sexuales se distribuyen
regularmente en la meiosis y se producen dos tipos de

espermatozoides y un tipo de ovocitos.

2) INDIVIDUOS CON DESVIOS EN LA CONSTITUCION CROMOSOMICA SEXUAL

EN ESPECIES CON CROMOSOMAS SEXUALES NORMALES

En varias especies de mamiferos, incluido el hoeombire, con
cromosomas sexuales normales, se conecen individuos con
constitucidn cromosbmica sexual desviada. En la tabla 1.1.5 se
enumeran las especies en las que se han observade individuos con
desviaciones en la constitucién cromosémica sexual (revisado por
Fredga, 1988).

Las desviaciones mds comunes conocidas entre les mamiferes
son los mosaicos ( estos se han encontrade en la musarafia comn

(XY/XYY), el gato (XY/XXY/XXYY), el caballe (XO0/XYY) y el ganado

vacuno (XY/XYY).
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Tabla 1.1.5 (Datos tomados de Fredga, 1988).

Macho Hembra
Especie XXY XYy XX X0 XXX ) &4
Macropus eugenii * . . * . -
Sorex araneus * (») -

Macaca sulatta . . *

Canis familiaris * s * . - .
Felis catus * (%) . * . .
Equus caballus (#) (») . * » *
Sus scrofa * - » * - .
Bos taurus * (%) . »* * .
Capra hircus - - * - - -
Ovis aries * . - * . -
Akodon azarae . . - * - .
Cricetulus griseus A . - s . s
Bandicota bengalensis . . - * . .
Rattus rattus » . . * . .
Rattus norveqicus . * . - . .
Mus msusculus * * »* . *
Entre peréntesis se sehalan los mosaicos.
El estudio de las caracteristicas fenotipicas de las

estructuras de los drganos reproductores, de la manifestacidn de
los caracteres sexuales secundarices, de la fertilidad, etc., en
estos individuos con cromosomas sexuAales desviados, brinda
impor tante informacidn respecto de la influencia del mecanismo de
determinacidn sexual cromosdmica.

La constitucidn XO siempre da un fenotipe femenine vy en
relacidn a 1la fertilidad hay diferencias entre las especies
grandes y las especies pequeffas. Les individuos X0 de las
especies de mamiferos grandes (con un lapso ceneracional largo)

son infertiles, mientras que los individuos X0 de los pequefios
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mamiferos son hembras fértiles. La vida reproductiva esta
reducida debide al agotamiento prematuro de 1los ovocitos. La
diferencia importante entre el ratdn X0 y la mujer XO se dehe al
menos en parte a una escala de tiempo: el ratdn X0 llega a 1la
pubertad antes de que los efectos cuantitativos de la univalencia
del X se reflejen en una peblacidn de ovocitos muy dismirnwmida. En
la mujer 1la pubertad se produce cuando ya casi ¢ todos Jos
ovocitos han degenerade (Lyon & Hawker, 1973; Burgoyne & Biggers,
1976) .

Tambieén bay especies en las que se han encqntrado individuos
con constitucidn cromosdmica equivncadq en relacidn a su sexo
fenotipico. Se encontraron machos XX entre 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 regitn
determinante de testiculos (TDF). Son muy bien conocidos los
machos XXer ("sex reversal") en Mus musculus en 1los que el
fenotipo es masculino pero son estériles. También se han
descripto hembras XY en caballeos los que revisten particular
interés porque el sindrome XY sexo revertidoe, se caracteriza
tanto por heterogeneidad genotipica como fenotipica. El1 espectro
fenotipico de hembras XY tiene en los mamifercs un rango que va

desde hembras aproximadamente normales a yequas masculinizadas

(Kent et al. 1988).
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3J) ESPECIES CON MECANISMOS CROMOSOMICOS PECULIARES DE

DETERMINACION DEL SEXO.

Estos mecanismos no provienen de la translecacidn a
autosomas sino que incluyen alteraciones al sistema XX/ XY
asociadas a la pérdida de segmentos o cromosomas sexuales enteros
y/0 alteracicnes geénicas propias de los grupos de ligamiento
sexual.

Se conocen varias especies que pr esentan mecanismos
cromostmicos sexuales anétmalos. Todas estas especies son roedores
Yy en todos estos casos se encuentran, con frecuencias
significativas en poblaciones naturales, individuos cuya
constitucidn cromosdmica sexual no es usual entre los mamilferos.

En roedores la presencia de dos cromosomas X no parece ser
nacesaria para la supervivencia y fertilidad de 1las hembras
aunque la fertilidad pueda estar algo dafiada.

Se ha descriptoc un mosaico gonosétmico en Microtus oregoni
donde 1los machos son XY en sus células somiaticas e YO en sus
células germinales, las hembras son X0 en sus células somAticas vy
XX en las germinales (Matthey, 19583 Dhno et al. 1963; Ohno et
al. 1966).

Por otro lado Ellobius lutescens y Tokudaia osimensis tienen
un cariotipo X0 tanto en las hembras como en 1los machos, sin
ninguna diferencia citogeneética aparente en el cariotipo de ambos
sexos. En estas especies el modo de determinacidn sexual es adn

motivo de debate (Vogel et al., 1988).
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En Nesokia indica, de Delhi, India, los cromosomas X e Y
muestran una gran variacidn en tamafio y morfelogia. los
cariotipos de algunas hembras nc se pueden diferenciar (sin
técnicas de bandeo cromosébmico) de los cariotipos predominantes
en los maches. Fredga en 1983 adelantd la posibilidad de que en
esta especie pudieran existir hembras XY pero mediante la técnica
de bandeo C de leos cromosomas de Nesokia indica se encontrd que
la variacidn en tamafio y morfologla de los cromosomas sexuales we
debe a diferencias en la cantidad y distribucidn de Ja
heterocromatina constitutiva. Asi 25 que, aungque se sosperhé qgue
podian existir hembras XY en esta especie, 1la bhipbotesis fue
finalmente descartada (Rac et al., 1783).

Dos generos de lemmings son bien conocidos porgue presentan
hembras XY y X0, Myopus y Dicrostonyx, en ambos el mecanismo de
determinacién sexual es similar.

Entre las hembras de Myopus existen tres tipus cromesdmicos
llamados XX, X®*Y y X#X#; los machos son XY. El asteriscn desiygna
una mutacidn ligada al X que afecta la interaccidn de los genes
determinantes del sexo de tal manera que los individuoes cuya
constitucién cromostmica sexual es X*Y son hembras. Los dos tipos
de cromosoma X, el X® y el X pueden diferenciarse por el patrdn
de bandas 6 de sus brazos cortos. El brazo cortoe del X» es
alrededor del 7% mas pequefio que el del X (lo que corresponde a
unas 1000 kilobases de ADN).

El cromosoma Y de Myopus schisticolor es heterocromdtico vy

se puede distinguir facilmente despues del bandeo (I o G). No hay
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diferencias citogenéticamente detectables entre el Y de los
machos y 21 de las hembras X#Y.

Todas 1las poblaciones que se conocen de Myopus tienen
hembras X*Y y aparentemente el mismo mecanismo de determinaciin
del sexo (Herbst et al. 19783 Fredga et al. 1976).

En Dicrostonyx el ctro génerc de lemmings en el que se
sospecha la presencia de hembras XY, la situacidn es diferente.
Los dos tipos de cromosoma X no se pueden distinquir
citoldgicamente y en este género (especificamente en Dicrostonyx
torquatus) tampoco hay un cromosoma Y distinguible facilmente.

Se bhan estudiado varias razas y suhespecies de Dicrostonyx
en las que 1la constitucién cromosbmic; es compleja debidn
probablemente a una serie de translocaciones de autosomas a los
cromosomas sexuales originales. Ademds presentan un ndmer o
variable de cromosomas B lo que ha complicado la elucidacidén d:2
la constitucién cromosémica sexual (Gileva, 1983; Malrolm et al.,
1986).

Entre los auteres que han estudiado el génerro Dicrostonyx
desde el punto de vista de la determinacion cromosétmica del sexo
hay ciertas discrepancias. Mientras Fredga (1988) afirma 1A
existencia de hembras XY, Gileva et al.(1982) consideran que en
Dicrostonyx hay hembras X0 y hembras XX, mientras que los machos
son todos XO.

Estos autores postulan que el sexo de los animales XO
depende de un factor genético ligado al X nque dispone de dos

formas alternativas denominadas "m" y "f". F1 factor "m—f" seria
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un den con dos alelos; la forma "f" habria perdido 1la hahilidad
de actuar como determinante masculino mientras que la forma "m"
la habria conservadeo. Asl los machos (X0) teodos presentan el
aleloe "m", XmO; las hembras XX serilan homocigotas o heterocigotas
para ambos alelos.

La discrepancia fundamental en la posicidn de unns y otros
autores reside en el planteo evolutivo del origen d= las hembras
XO o XY. Porque mids que un evento mutacional bhaby la sido
necesarioc el establecimiento del sistema genético determinandoe la
aparicion de hembras X0 en Dicrostonyx.

Es posible que 1la mutacidn "f" haya aparecido en el
antecesor comin de ambos lemmings (Dicro;tonyx y Myopus) y Ja
pérdida del cromosoma Y en machos y el desarrollo d:2 hembras XoO
podrian considerarse eventos subsecuentes a la mutacidn "f".

Sin embarge es de destacar que Dicrostonyx y Myopus tienen
un mecanisme de determinacién sexual que depend: de una matacién
ligada al X.

Otras especies de lemmings relacionadas, Lemus y Synaptomys
presentan cromesomas sexuales ordinaries XX v XY, si bien las
relaciones de parentesco entre Myopus, Lemus y Synaptomys no son
del todo claras, bajo la presuncién de considerar las relaciones
de perentesco filogenético mas estrecho entre Myopus y Lemus vy
Synaptomys (Fredga,1988) se ba postulado que habrian ocurride
mutaciones con efectos similares en dos vportunidades separadas Y

se establecerian en poblaciones de Myopus y Dicrdstonyx.
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El sistema de compensacién de dosis para gznes ligados al X
en los mamiferos (Lyon, 1961) provee una solucidn para explicar
la potencial supervivencia de hembras con un s6lo cromosoma X.

Pero no todas las apariciones espontaneas de hembras X0 o
XY en especies de mamiferos son fértiles o fenotipicamente
normales.

La 1inactivacion de uno de los dos X en las hemtnas de los
mamiferos no es absoluta puesto que ambos X estdn activos en
ciertos estadios de 1la ovogénesis y temm-anamente en la
embriogénesis (Monk & McLaren, 1981). Por esta razdn,
presumiblemente, 1las hembras X0 en humanos, otros primates vy

ungulados son usualmente infértiles Yy poseen defectos

fenotipicos.
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1.1.6 EL COMPORTAMIENTO DEL PAR XY

En los mamiferos el par de cromecsomas sexuales XY presenta
un comportamiente cuyo aspecto mas destacable es su condicidn
heterccromatica cuando se le observa durante 1a meiosis
mascul ina.

Este hecho fue cobservado incluso antes que se r1elacionaran
los cromosomas sexuales con la determinacitn del sexn. Son vastas
las investigaciones realizadas acerca del par XY, observade como
cuerpo intranuclear o "vesicula sexual" que durante la meiosis de
los espermatocitos sufre cambios que permiten distinguir el par
sexual del resto de los autosomas (Solari, 1974 vy 1789).

Al comienzo de la meiosis, en leptotene el X y el ¥ no son
totalmente heterocromdticos, pero en los estadios siquisntes, los
cromosomas sexuales forman una unica masa heterccromdtica, el
l1lamade cuerpe XY o "vesicula sexual". Durante el paquitene, que
es el estadic mas prolengado de la meiosis, el par sexual sufre
varies cambios: al principio forman un sdlo cuerpo y no presentan
regién nucleeclar, en paquitene media desarronllan uwuna reqgibn
nucleolar en raton y algunas cotras especies; ya ©en paguitene
tardio el cuerpo XY se observa marcadamente separado del resto de
los autosomas. FEl1 cuerpo XY en diplotene puede ohservarse
desplegado y fuertemente condensado mientras que en diacinesis ya
pueden distinguirse muy claramente el elemento large (cromonsoma

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

El par XY puede presentar relaciones nucleolares primarias
(cuando el organizador nucleclar estad en el X) o secundarias
(cuando el organizador nucleolar estid en autosomas). Las
asociaciones primarias estan restringidas a unas peocas especies,
como el ratdn, el hamster dorado y el hamster armenic mientras
que las asociaciones secundarias pueden encontrarse mas

comunmente ya que es mas bien una proximidad entre el nucleolo vy

el cuerpo XY.

1.1.7 LA DETERMINACION DEL SEXD EN TERMINOS BIOGRUIIMICOS

La bésqueda del factor determinante masculino en mamiferos
bha conducido a la delimitacién de una secuencia de ADMN Jde 35 Kb
que podria marcar el final de dicha bésqueda y el inicio del
analisis genético de 1la determinacién del sexo en mamif=2ros
(Sinclair et al., 1990)

En 1959 se establecid por primera vez, para el hombre y el
raton, que el cromesoma Y era el determinante masculine (Jacobs &
Strong, 1959). En 1966 se limitd 1la regidn determinante de
masculinidad al brazo corto del Y. En 1984 a rair del hallargo
de McLaren et al. de rateones macho que ne presentaban antigeno

especifico de histocompatibilidad H-Y se abandond 1a hipbtesis
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que durante mds de 10 afios sostuvo que el antigéno I-Y era el
inductor testicular primario.

En diciembre de 1987 David Fage y colaboradores informaron
el descubrimiento de un gen "Zinc-Finger" presente en el
cromosoema Y humane el que probablemente representaria el factor
determinante de testiculos (TDF) lifjado al Y.

La identificacidn de este gen, ahora Jlamado ZFY prendid Ja
mecha de una busqueda predecible de les genes correspondientes en
otros animales. Encontraron tambieén otro ouen estrechamente
vinculado al ZFY en el cromosema X al que denominaron ZFX.

En varios mamiferos eutherios estos genes estan conservados
en alte grado. En cambic en Jles marsupiales Jlas secuencias
vinculadas mas estrechamente al ZFY estan en autosomas, no en el
cromosoma Y (Sinclair et al., 1903). Estos descubrimientos
resultaron inquietantes, ya que en marsupiales, alin mas que en
eutherios, el cromosoma Y es determinante de masculinidad y por
lo tanto es esperable que porte el equivalente del TDF.

Si el 2ZFY es autosbmico en marsupiales, no puede ser el
determinante masculino primarieo, tal come pareceria serlo en
otros mamlifercos. Estos hallazgos plantearon el interreogante de si
realmente el 2ZFY es el factor determinante de testiculeos (sin
embargo podrla ser que el ZFY sea el TDF en eutherics. mientras
que en marsupiales algun otro factor juegue el rol primario).

El ZFY estd altamente conservade y tiene una estructura

consistente con una funcidn reqgulatoria.
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El cromosoma X de los marsupiales es mAs pequeto que el de
los eutbherios y no porta ninguna secuencia ZFX. &n mAarsupiales
varios de los genes conservados en el X de los eutherics estan
localizades en autosomas. Esto sugiere que ha tenido lugar una
translocacidn, evidencia de ello es el hecho de que un “probe"
para el gen de la distrofia muscular (que en humanoe estd a2l lado
del ZFX), hibridiza con el cromosema 5 en canquros en el mismo
intervalo donde estd el ZFY (Sinclair et al., 1988).

Para 1la formacidn de testiculos en humanos se requieren
tanto el ZFX como el ZFY. Algunos embriones humanns femeninos XY

tienen un defecto cromosbmico en la regitn X 21, alll dénde se
p

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

Una explicacidn posible de los resultados peodria ser que, en
eutherios, el ZFY potencia la expresidn o accidn del 2ZFX 1 cual
por s mismo (en XX o XO) no puede gatillar 1la formacidn de
testiculos. En marsupiales algun otro gen ligado al Y podria
potenciar el gen autesdmico que se podria llamar ZFA. F1 2ZFA
seria el determinante de testicules pere hkajo una regulacidn
primaria diferente.

Las diferencias evolutivas en la seffal primaria de Ja
determinaciétn sexual tiene ya varios antecedentes. Per ejemplo,
en el rnematode Caenorhabditis elegans, la determinacidn sexual
primaria se debe a la preoporcién de X / autosomas, también en
Drosophila, y es posible alterar el sistema de varias formas por

mutacidn de genes autosdmicos de determinacidn sexual (Hodgkin,

1988).
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En términos bicquimicos pareceria qgque 1la pregunta a
responder es qué es lo que regulan estos genes "Zinc-
Fingers" que codificarian proteinas con millioles "domains" en
forma de dedos.

Si bien el gen ZFY resultaba ser un excelente candidato a
ser el factor determinante de testiculos, el hallazgo de tres
hombres XX que no presentaban ZFY (Palmer et al., 1987) pero que
eran hombres indudablemente, hizo que el gen ZFY fuera desplazado
para adjudicarle 1a~funcibn TDF a wwna regidpn del cromosoma Y de
unas 140 Kb (1A1) (figura 1.1.7) que se babia traslocado al X.

Paralelamente se estudié la expresién del 7FY homblego de
ratén y este probd estar asociado con las células germinales las
que se cree no intervienen en la determinacidn de testiculos
(Koopman et al. 1989).

Finalmente sdlo una secuencia de 35 kKb cde ADN parvece ser la
responsable de 1la determinacidn de testiculos. Este gen
denominado SRY (sex—determining reqgion of the Y) prebablemente
representa el comienzo de una cascada de genes regulatorios y su
conocimiento conducira a la comprensidn del mecanismo de

determinacidn del sexec en mamiferos (Gubbay et al. 19920; Mcl.aren,

19903 Sinclair et al. 1990).
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Figura 1.1.7.

Descubrimientos que condujeron a la identificacidn del gen SRY,

regiotn determinante del sexo en el cromosoma Y humano.
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1.1.8 A. azarae, UN MODELO PARA ESTUDIOS DE DETERMINACION

CROMOSOMICA DEL SEXO EN MAMIFEROS.

Entre 1los mamiferes, los roedores son los animales mas
usados en condiciones de laberatorio debido al amplio
conocimiento que se tiene de su biologia, ademas de aue entre
otras cualidades presentan ciclos generacinonales y reproidunctivoe
cortos. El1 rcedor mds usado comt animal de lahoratorico es Mus
musculus con sus diferentes cepas, junto a ambas espzcies de
Rattus (R. norvegicus y R. rattus).

Otras especies de roedores, como per- ejemplo las de=1 género
Peromyscus se ban estudiado en rcolonias de laboratorio y han sido
dtiles para responder nuevas preguntas.

Otros, como Myopus schisticolor o Dicrostonyx torquatus han
demostrado ser buenos modelos, (para el estudio de los mecanismos
de determinacidn del sexo en mamiferos) tante en relacidn al
significado evolutivo de la funcidn reproductora como cdesde el
punte de vista cromosétmico de la determinacidn del s=xo.

Sin embargo, pocas especies de cricétidos sudamericanos,
especialmente de las que habitan en nuestro pals, se han adaptado
y mantienen bajo condicicnes de laboratorio. Hay que destacar las
especies de Calomys, como C. laucha y C. musculinus que han sido
de gran utilidad para el estudiec de 1la fiebre hemorragica
argentina (FHA) (Hodara, 1987; Sabattini et al., 1277; Vitullo et

al. 19873 Vitulle & Merani, 1988).
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A. azarae, aunque también involucrado en los mecanismos de
mantenimiento del virus Junin (agente etioldgico de la FHA)
resulta importante como modelo para estudios en determinaciéon del

sexo. Tiene ademis caracteristicas nque le diferencian de los

otros modelos de roedores utilizados para estudios de
determinacidn sexual, por estar filogenéticamente muy poco
emparentados.

Akodon, no solamente A. azarae sinc tambien otras especies
relacionadas del génerc, como A. neocenus, A. boliviensis y A.
alterus que forman el mismo “cluster" con A. azarae (Liascovich,
1791) Yy probablemente presenten el mismo mecanismo de
determinacidon sexual, proveerian un m;delo diferente a Jos
ctonocidos para responder las preguntas que se formulan acerca de
los mecanismos de determinacion del sexo y sus origensa<s
evolutivoes.

Desde el punto de vista cromosdmico, los siquientes hLechos
son de particular interés en conexidn con el tema. l.a existencia
de hembras fértiles homoegaméticas y heterogaméticas en las
poblaciones naturales, y también en Jas mantenidas en condiciones
de cautiverio, permiten estudiar aspectos importantes en relacidn
a la expresiotn de los genes determinantes del sexo.

El estudio detallado de los aspectos reproductives de las
hembras heterogaméticas en relacién a las hembras homogaméticas,
permiten interpretar la expresién de estos genntipos en relaciédn
a los modelos conocidos donde existen hembras XY (por ejemplo en

Myopus), o donde se conocen hembras X0 (por ejemplo en Mus).
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Fermitiende delimitar en queé medida puede ser asimilada la
especie A. azarae al modelo XY o al XO.

Desde el punto de vista genetice poblacional, es e
particular intereés la interpretacidn del papel que puede tener en
la naturaleza 1la presencia y mantenimiento de este mecanismo
cromosémice de determinacidn del sexo. Lo cual resulta adin mas
interesante teniendo en cuenta quz una consecuencia important= de
diche mecanismo es la determinacidn de Ja proporcidn sexual
primaria.

Un conocimiento creciente acerca de la bioleogia de esta
especie se ha ido acumulando a lo largo de les @iltimos 23 atos,
pero 1lo que sabemos es alin poce en relaciétn a 1o que nqueda por
saber.

A. azarae es una especie clave desde el punto de vista
ecoldgico, y el conecimiento en profundidad de su biologla

reproductiva permite comprender cabalmente esta especie clave.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como se ha mencionade Akodon azarae es una especie
cuyo mecanisme de determinacién del sexo es peculiar
entre los mamiferos. Si bien esta especi=z ha sido objeto
de estudio en ceclonias de laboratorio, se ha estudiado
principalmente debido a su eventual vinculacioén con la
infeccitn por virus Junin (Carballal et al., 172003 De
Villafate, 1981).

La presente investigacidn tuve como cbjetivos
principales:

a—-Estudiar los pardmetros basicos de Akodon azarae
en condiciones de laboratorio: crecimiente post--natal,
longevidad, pericdc de gestacidon, mortalidad predestete,
y otras caracteristicas de su reproduccidn.

b-Analizar los ciromosomas sexuales, particularmente
de 1las hembras, con la finalidad de establecer dos
linajes para realizar cruzamientes dirigidos, por umn
lado hembras Xx y macheos XY y por otro hembras XX vy
machos XY.

c-Determinar los efectos del hetercomor fismo
cromostmice de las hembras sobre la fertilidad y otros
pardmetros reproductivos delimitando la influencia de
dicho mecanismo sobre la reproduccidn de esta especie en

condiciones de cria en cautiverio.
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d-Cuantificar el rendimiento reproductive de las
hembras heteromdrvficas en relacidn a 1las homomdrficas,
ambas mantenidas en condiciones de ]éboratorio,
partiende de la observacién de la ausencia de individuos
»Y en esta especie.

Finalmente y partiendo de la hipdtesis de que la
segregacién de los cromosomas sexuales de las hembras
heteromdrficas conduce a la formacidn de ovocitoes
portadores del cromesoma X y ovecitos portadores del
cromosoma », se analizé la meiosis femenina tanto en

hembras heteromérficas como homomérficas para el par

sexual.
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Para el sanejo Y uso de los animales de
experisentacidn durante la realizacidn del presente trabajo se
han observado y respetado las normsas establecidas por el

Canadian Council on Animal care..

32



CAPITRO 2

LOS ANIMALES, SU CRIA EN CONDICIONES DE LABORATORIO

2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. ESTABLECIMIENTO DE LA COLONIA

La colonia se establecid a partir de 7 hembras y ? machos
o

que fueron capturados en la lecalidad de Dieqgo Gaynor (34 10' 353
590 14' W) en la provincia de Puenos Aires, Argentina.

Dichos animales se introdujeron en el laboratorio en 1902,
de ellos 4 hembras y 1 macho dejaron deccendencia.

Posteriormente en 19846 se incorporaron una hembra y dos
machos capturados en la misma localidad.

Hasta 1987 se mantuvo en el Bioterio de la Comisiétn Macional
de Energla Atémica. A mediados de 1937 1los animales fueron
trasladades a 1la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos
Aires donde se mantiene en la actualidad (Finqura 2.1.1).

El procedimiento de cria se llevd a cabo csiguiendo las

condiciones para raton de "The UFAW handbook on the care and

management of Laboratory Animals” (1976).
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Figurra 2.1.1- ANIMALES ADULTOS Y JUVENILES

COLONIA DE LABORATORIO.
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2.1.2. CONDICIONES AMBIENTALES

Las condiciones ambientales se mantuvieron contreladas. La
temperatura oscild entre 1los 20 y 25 grades centigrados. La
humedad relativa ambiente entre el 40% y el B0O%. E1 feotopericde
se estableci¢ en 12 horas de luz continuadas y 12 horas de
cscuridad nco superande su intensidad leos 20 Fotolux.

Las jaulas que se emplearon para el cautiverio de los
animales son de acerco inoxidable de 35 cm de lérgo, 28 cm de
anche (2980 cmE de superficie) y 15 cm de altura. El comedero se
halla incorpeorade a la tapa enrejada (figura 2.1.2).

lLos animales inmadurces, cuande no SE.IDS apared al destete,
fueron colocades en grupos de 3 a 6 individueos per  jaula. En
ccasiones se utilizaron jaulas mas chicas, de 336 cme de
superficie (24 cm de large, 14 cm de anche y 12 cm de altura)
para alojar individuos jdvenes hermancs de la misma camada.

El lecho colocado en las jaulas censistid en viruta de

madera blanca y especialmente en las jaulas de apareamientos se

colocd ademds un trozo de algoddn para permitir la construccidn

del nido.
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Figura 22.1.2 CAJAS EMPLEADAS PARA EL MANTENIMIENTO Y CRIA DE LOS

ANIMALES.
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2.1.3. ALIMENTACION Y SANIDAD DE LOS ANIMALES

Los animales recibieron para su alimentacidn alimento
balanceado simple para ratén, peleteado y compactado por calor.

Si bien ese fue bdsicamente el alimento principal, en
diferentes etapas de 1la vida de 1la colonia se aportaron
suplementos.

Durante los tres primeros affos se suplementd con una masa de
alimento preparada en el mismo bioterio con granos de cereales
molidos, levadura de cerveza y vitaminas (Vionate-S; Estrella
Merieux S.A., Buenos Aires). Dicha masa estaba compuesta por 24%
de malz, 20% de avena, 5% de gluten, 34% de alfalfa, 15% de soja,
2% de levadura vy 2 gramos de vitaminas en cada kilogramo de
suplemento.

Mas adelante (y siempre con el propdsito de evitar los
posibles perjuicios producidos por las variaciones en la calidad
del alimento balanceado de uso comercial) se siquié& suplementando
la dieta por adicitn de aceites vegetales y granos de girasol,
avena y trigo.

El agua fue acidificada con Acido clorhidrico hasta alcanzar
un pH de 2,5 para impedir las salmonelosis y la proliferacidn de
algas y bacterias en la botella de suministro. Esta y el alimento
fueron suministrades ad-libitum.

Las jaulas fueron totalmente cambiadas Yy lavadas

semanalmente.

Para combatir 1leos endo y ectopardsitos (como por ejemplo
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adcares), se utilizd Ivermectina (de Ivemec) la que se diluyd en
propilenglicol para adecuar las dosis (segun las indicaciones del
laberaterio de 200 mg/kg) y se siguieron las instrucciones de una

inyeccidn subcutdnea seguida de otra a los 15 dias.

2.1.4. IDENTIFICACION DE 1L OS ANIMALES Y REGISTRO DE LOS DATOS

Los animales adquirieron identidad individual al momento del
destete. Fueron marcados en las orejas sigquiendo el sistema
convencional de marcado para ratén (figura 2.1.4-a.).

En este sistema la oreja se divide en tres zonas: superior
media e inferior. Perforando con un pequefic sacabocados agqujeros
en estas zonas se representan los nlmeres 1, 2 Y 3
respectivamente. Haciendo con el mismeo sacabocados agujeros que
lleguen al borde se obtienen muescas simples que en las mismas
areas representan los nlmeros 4, S vy 6. Para el 7 se usa una
muesca doble en la parte superior, para el 8 en la zcna medial vy
para el 9 unma igual en la parte inferior. En la ecreja izquierda
se cuentan como decenas mientras que en la oreja derecha se

cuentan como unidades esto permite 99 combinacicnes.
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Figura 2.1.4-a. SISTEMA CONVENCIONAL DE MARCADO (IZQUIERDA).

EJEMPLOS, NUMEROS 87 Y 42 (DERECHA).
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Todos los datos identificateorios como: fecha de nacimiento,
individualizacién de los preogenitores, sexo, pesc al destete vy
otros datos de cada animal se velcaron en tarjetas individuales
(figura 2.1.4-b.) que se mantienen en un ficherec.

Para identificar los apareamientos se utilizaron tarjetas
convencionales de apareamiento que fueron colocadas en cada jaula
(figura 2.1.4-b.). En dichas tarjetas de apareamientos se
registré: fecha del apareamiento, edad e identidad de los
animales apareados, las pariciones sucesivas que presentd 1la
hembra y el ndmerc y sexo de los neonatos asl comc el momento del
destete y el ndmero y sexo de las crlas destetadas.

La generacitn filial se calculd siempre sumando 1 a la menor
parental, es decir que un apareamiente formade por un individue
F2 y unc FB dejd una descendencia a la que se adjudicd la
generacidn F3 (para que metodoldgicamente se cometiera siempre el
mismo error). Se calculd el coeficiente de consaﬁguinidad el que
aumentd hasta un valer de 0,4 en la FB (F1=0,06; F2=0,12;
F3=0,18; F&4=0,23; F5=0,28; F6=0,32; F7=0,36). Al momento de 1la
realizacitn de este trabajo se llegt a la octava generaciodon de

cria de laboratorio.
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Figura 2.1.4-b.

FICHAS UTILIZADAS PARA EL. REGISTRO DE DATOS.

FICHA INDIVIDUAL (ARRIBA), FICHA DE. APAREAMIENTO (ABAJO).
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2.1.5 LOS APAREAMIENTOS

Los apareamientos establecides siempre fueron monogamicos,
formados por wun macho y una hembra de edades similares. Los
mismos se mantuvieron juntos por un periocdo minimo de tres meses.

Se formaron también, parejas de animales recién destetados
las cuales fueron mantenidas por un pericdo minimo de &4 meses
para establecer el comienzo de la actividad reproductiva.

Si los apareamientos realizados conducian a la prefiez de las
hembras, las parejas se mantentan hasta el final de su vida
reproductiva o hasta la muerte de alguno de sus componentes.

Si en 4 meses de tiempo, las hembras Bo mostraban signos de
pretez entonces se rotaban los machos de las parejas ya formadas
para descartar 1la posibilidad de que 1a esterilidad fuera
inherente al comportamiento de la pareja.

Los controles de cada caja de apareamiento, para corroborar
la presencia de hembras gestantes, fijar fechas de nacimiento,
observar el estado de salud aparente, agresividad o dafic de los

animales se realizaron a diario.
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2.1.6. PARAMETROS DE CRECIMIENTO

Se estudiaron las variaciones de pesc, para 1o cual los
animales fueron pesados diariamente para determinar la edad del
destete segun King (1963): edad en la cual se produce una brusca
perdida en la ganancia ponderal que es recuperada en el teérmine
de 48 horas.

Por observacidn directa de los animales se estudiaron
algunos pardmetros de crecimiento post—-natal como el desarrollo
del pabelldn auricular, el desarrollo de la cobertura pilosa o
mante y la apertura de paArpados.

Se mantuvieron animales de ambos sexos para determinar la
vida maxima y el promedio de vida de esta especie en condiciones
de laboratorio. Los datos obtenides se utilizaron para la

construcci6on de la tabla de vida (Caughley, 1977).

2.1.7. PARAMETROS REPRODUCTIVUS

En los apareamientos monogdmicos que se mantuvieron durante
un minimo de 4 meses en 1las condiciones explicadas en el
pardgrafo 2.1.5. se calcularon los siguientes pardmetros: media
de camada a la segunda paricidn, preporcidn sexual al nacimiento
y 2al destete, mortalidad pre-destete, eficiencia reproductiva,
ocurrencia de celo post-parto, y comienzo y duracién de 1la

actividad reproductiva.
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El tiempo de gestaciotn fue establecido mediante la
observacién diaria de las hembras apareadas, considerando 1la
presencia de espermatozoides en los extendidos vaginales como el
dia 1 de pretez. Se consideré la presencia de espermatozeoides en
el extendido vaginal debido a que la observaci6tn de tapbtn mucoso
resultd dificultosa.

Se estudid la tasa de ovulacidn mediante la observacidn bajo
lupa estereoscdpica de puntos de ovulacidn, o puntos
hemorragicos. Se sacrificaron para ello hembras que se hallaban
en diferentes estadios de gestacidn, se contaron puntos de
ovulacidn en ambos ovarios y se observaron embriones implantados

vivos o abortivos en ambos cuernos uterinos.

2.1.8 INDUCCION DE LA OVULACION

Se estudid 1la posibilidad de inducir la respuesta ovulatoria
en A. azarae mediante 1la administracidn de heormonas. La
induccidn de la ovulacidn en hembras de mamifercos, con el objeto
de producir una superovulacidn, es un método que se basa en la
administracidn de gonadotrofinas exdgenas. Usualmente en 1los
roedores se utilizan gonadotrofinas de yequa (eSG) y de mujer

(hCG). La (eSG) tiene un efecte predominantemente foliculo
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estimulante (FSH) en cambio la (hCBG) tiene efecto
predeminantemente de LtH (hormona luteinizante).

En ratén, Edwards & Gates (1959) obtienen respuestas
semejantes al tratamiento con eS6G y hCG independientemente del
estadio del ciclo estral en que encontraran las hembras. Pero
sles importante el intervalo de tiempo transcurrido entre 1la
administracidn de una y otra hormona. En los roederes pequefios el
mecanismo de la ovulacidn exige un intervalce entre la
administracion de eS6G y hCG necesario para promover el
crecimiento, maduracidn y dehiscencia felicular con liberacidn de
un mayor ntmero de évulos.

Las hormonas utilizadas para inducir respuesta ovulatoria en
A. azarae fueron: PMSG (=eS5G) gonadotrofina serica equina, para
inducir 1la maduracidn folicular y HCG (=hCG) gonadotrofina
coridnica humana para inducir ruptura folicular (ambas fueron
marca Intervert).

Las concentraciones de hormona probadas fueron: 15 ui
(unidades internacionales) de PMSG y 20 ui de HCG. Siguiendo 1los
antecedentes previos para el roedor cricétido Calomys callidus
(Roldan et al., 1985) estas cantidades fueron administradas
intraperitonealmente y se ensayaron intervalos de 48 y 72 bhoras
entre la administracion de una y otra hormona. Estas se

inyectaron dos horas antes de la fase de oscuridad del bioterio.
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El siguiente esquema resume el método empleado:

Tratamiento
Tiempo (horas) A S B
0 15 ui PMSG 15 ui PMSGE
48 20 ui HCG = ———————
62764 Evaluacidn®s = ————-
e 20 ui HCG6
ga/86 00000 ——em—— Evaluacibtn*

* La evaluacidn de la respuesta ovulatoria se realizd
mediante la cbservacidn bajo lupa estereoscdpica. Se recolectaron
los ovocitos, se hizo el recuento y caracterizacidn de todos
aquellos obtenidos mediante 1la rotura mecanica de la regién

ampular del oviducto.

2.1.9. CICLO ESTRAL

Para 1la obtencidn del material se utilizaron hembras
apareadas monogamicamente que se siguieron diariamente a la misma
hora durante 30 dias.

La obtencidn del material se realizd por lavado de la vagina
con un pequefio tip plastico conteniendo una gota de solucidn

fisioldgica. Todo el material utilizado fue previamente
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esterilizado para evitar contaminar a las hembras vy muy
suavemente, sin tocar las paredes vaginales para no afectar el
normal desarrollo del ciclo. Una gota del material obtenido se
extendid sobre un portacbjetos seco y limpic. Se fijd per secado
al aire a temperatura ambiente. Luego se hicieron 1los lavados
correspondientes para la coloracién con colorante de Shorr.

Los preparados se observaron al microscopio y se estudiaron
los tipos de ceélulas presentes en el extendido.

Para 1la clasificacidn de los tipos celulares se siguid el
criterio utilizado en ratdn, es decir se consideraron tres tipos
celulares: celulas epiteliales, ceélulas cornificadas Y
leucocitos. Su presencia y abundancia relgtiva como indicadoras
de la etapa del ciclo estral. Este se tom¢ segéin el conocido para

ratén en estro, meta-estro, diestro y proestro (figura 2.1.8).
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Figura 2.1.8-Aspecto del extendido vaginal en el ciclo estral de

ratdn.

células
epiteliales

leucocitos

2.1.10. ESTADISTICA

Se utilizaron métodos estadisticos para concluir si  existen
o no diferencias estadisticamente significativas entre los

valores analizados de acuerdo a Sokal & Rohlf (197%9).
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2.2. RESWLTADOS
2.2.1 EVALUACION DE LA PRODUCTIVIDAD DE LA COLONIA

Durante un periodo de 12 meses se evalué la preductividad de
la colonia, teniendo en cuenta las variaciones estacionales.

Para realizar dicha evaluacidn se tuvieron en cuenta la
cantidad de apareamientos que fueron efectivos, el total de
nacimientos registrados y la frecuencia de canisalismo.

La efectividad reproductiva tomando como indice el nimero de
hembras pretadas/ total de hembras maduras apareadas se considert
estacionalmente (Tabla 2.2.1-a).

El 66% de las hembras resultd prefiada en invierno, el 5B% en
primavera el 40% en verano y el 46% en otoho.

La mayor cantidad de hembras que presentaron par tos
consecutivos se manifestd en primavera. Esto se vid reflejado en
que el mayor porcentaje de nacimientos ha tenide 1lugar en
primavera (34,7%).

tos valores mas bajos se registraron en verano, tante en
relacidn a la proporcidn de hembras que resultaron preffadas como
al porcentaje de nacimientos.

Se analizd la distribucidn anual de partes considerando las
variaciones estacionales. Se observd que el mayor porcentaje de
nacimientos tienmne 1lugar en primavera y el menor porcentaje de

nacimientos tiene lugar en verano (Tabla 2.2.1-b, Figura 2.2.1).
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Uno de los factores que incidieron desfavorablemente en la
productividad de la colenia fue el alto percentaje de

canibalismo. Este varié desde un minimo de 30% hasta un maximo de

b6Y%.

En especies que estdn recientemente intreducidas a
condiciones de bioterio, un alte grado de canibalismo es
aceptable (Hodara et al., 1984). Pero probablemente estos

resultados reflejan el poco conocimiento de la biologia de esta
especie lo cual resulta en que las condiciones de bioteriec no son
las ideales para A. azarae.

Por ejemploc al estar ferzando un sistema de apareamiento
monogamico permanente en una especie que en la naturaleza muestra
urna tdActica reproductiva no moncgamica (Zuleta et al., 1988),
dietas insuficientes o desbalanceadas asi como factores de
perturbacién ambientales comunes como el nivel de ruides. Todos

estos factores pueden reflejarse en un alte porcentaje de

canibalismo.
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TABLA 2.2.1-a Evaluaciétn de 1la

e

ncidencia de pretez en 1la

colonia.

Estacidn otofio invierno primavera verano

Hembras
maduras en 350 44 53 47
la colonia

(T

Tuvieron cria

al menos una 23 (46) 29 (66) 31 (38) 19 (40)
vez

Hembras con

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

* los valores entre paréntesis son porcentajes.

TABLA 2.2.1-b Evaluacidn de la productividad de la colonia.

Estacidn otofio invierno primavera veranoe

Numero de
nacimientos 33 51 59 27
registrados

% estacional 19,4 30,0 34,7 15,9
* 3%

correccidn 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 otofio hubo 33 nacimientos que correspondieron a
un 46% de hembras que parieron, si éstas 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 2.2.1 EVALUACION DE LA PRODUCTIVIDAD
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2.2.2 TASA DE OVULACION NORMAL

Se estudid 1la tasa de ovulacidn, segun se describe en el
paragrafo 2.1.7. La media de puntos de ovulacidn observados fue
de X = 6,87 D.S. = 0,8 (n=15).

Se observé un bajo rango de variacién individual, el minimo
de cuerpos l4teos observados fue de 6 y el maximo 8.

La edad de las hembras analizadas varié entre 8 meses y 17
meses. Para estudiar la posibilidad de que la tasa de ovulacion
pudiera variar con la edad, se analizaron por separado las
hembras de menos de 12 meses de edad y las de mas de 12 meses de
edad.

Se se realizd un test de T y pudo determinarse con un 95 %
de confianza que el nimero promedio de cuerpos luitecs observados

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

Tabla 2.2.2. Nimsero prosedio de cuerpos luteos observados.

Edad (n) Media de puntos de ovulacioén
< de 12 m (7) X = 7,14 D.S. = 0,9
> de 12 m (8) X = 6,63 D.S. = 0,7

La tasa de ovulaciétn se estudid también en relacion al
cariotipo de las hembras, este analisis se presenta en el

paragrafo 3.2.9.

53



2.2.3 INDUCCION DE LA RESPUESTA OVULATORIA

Se determind que la respuesta ovulatoria en A. azarae puede
inducirse mediante la administracion de 15 ui de PMSG y 20 ui de
HCG. Estas hermonas deben administrarse separadas por un
intervalo de 72 horas. Un intervalo de 48 horas no es suficiente,

con dichas cantidades hormonales para obtener respuesta

ovulatoria.

Tabla 2.2.3 Induccidn de la ovulacidn

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

PMSG y HCG de

72 horas. 11 7 (&64%)

Mediante el tratamiento B (ver paragrafo 2.1.8) fue posible
obtener un 64% de hembras que respondieron a la administracién de
hormonas exb6genas. Debido a que la ovulacién normal maxima en
esta especie es de B (par&grafo 2.2.2) se consideré respuesta
superovulatoria cuando el nmero de ovocitos recolectados fue
igual o superior a 9. Cuando el ntmero de ovocitos recojidos fue

menor © igual a B se considerd respuesta ovulatoria normal:

oS54



Tratamiento B

Hembras con respuesta Normal Superovulatoria
ovulatoria
7 (64Y%) 2 (18%) 5 (46%)

Las hembras que superovularon presentaron una variacidn
individual de 14 a 22 ovocitos.

Un estudio acabado de la respuesta ovulatoria en esta
especie podrlia hacerse incluyendo el anali;is del efecto de otras
hormonas como la PLH (hormona luteinizante pituitaria), que en
lugar de la HCG en hembras maduras de hamster chino permite una

me jor superovulacidn (Roldan et al., 1987).

2.2.4 TAMANDO DE CAMADA

Se registrd 1la media de camada, medida en la segunda
paricidn. Esta fue X = 3,6 (n = 20) el rango fue de 1-8 crias por
camada y la desviacidn estandard de 1,8.

Un andlisis mas detallado de la media de camada se presenta

en el paragrafo 3.2.1.
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2.2.5 PROPORCION DE SEXOS Y MORTALIDAD PRE-DESTETE

Se analizaron para obtener tante la proporcidn de sexos como
la mortalidad pre-destete, 294 camadas nacidas a partir de 79
hembras apareadas.

La proporcidn de sexos al nacimiento fue de 1,62 hembras por
macho (n = 1045), mientras que al destete fue de 1,48 hembras por
macho (n = 712). Debido a que la proporcion de sexes se halla
desviada en relacidn al 1:1 dependiendo del carictipo de 1las
hembras progenitoras, estos resultados globales se han desglosado
para estudiar la proporcidtn de sexos segln el cariotipe de 1las
madres (paragrafo 3.2.2).

La wmortalidad pre-destete total fue de 31,% % siendo para
las hembras mayor que para los machos, 34,3 % y 28,1 %
respectivamente.

LLa 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 GESTACION Y OBSERVACIONES SOBRE CICLO

ESTRAL.

La duracidn de la gestacidn fue de 23 dias con un range de
21 a 25 dias. Se evalud a partir de 73 partos de 35 hembras
multiparas las que tenian edades de entre 6 y 18 meses.

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

Como no fue posible observar un tapén vaginal evidente, como
sl ocurre en las hembras de ratén después de la cépula, por ese
motivo se tomd como dia 1 de pretez 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 tapén.

El ciclo estral de A. azarae nc ha side evidenciable en
forma precisa, mostrando las hembras una irregularidad
considerable en la presentacidn de patrones celulares claros que
permitieran distinguir estadios con total certe:za.

El diagnéstico de las fases del ciclo estral ha resultade
extremadamente dificultoso mediante la metodologila descripta en
el paragrafo 2.1.8B. Esta técnica es ttil para corroborar 1la

existencia de celos post-parto y apareamientos realizados en este

periodo (figura 2.2.6).
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FIGURA 2.2.6 ASPECTO DEL EXTENDIDO VAGINAL POCAS HORAS DESPUES DE

LA COPULA.
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2.2.7 PRESENCIA DE CELO-POST PARTO Y RETRASO EN LA IMPLANTACION

Con el objeto de estudiar si existe un retrase en 1la
implantacién se analizaron B89 partos que tuvieron lugar en el
celo post-parto de 30 hembras analizadas.

Se intentd correlacionar el tiempo que durd la gestacioétn con
el ntmero de 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 24 dlas del
parto anterior y no se observé una relaciéon entre el ndmero de
crlas amamantadas y el tiempo transcurrido entre un parto y el
otro.

El 13,5 % de los partes ocurridos por estroe post-parto
sufrieron un retraso en la implantacién de hasta 5 dlas.

Considerando que el perliodo de gestacién es de 23 dias
(parAgrafo 2.2.4) consideramos que el estro postparto tiene lugar

entre las 24 y 72 horas posteriores al parto.
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TABLA 2.2.7

CELO POST PARTO Y RETRASO EN LA IMPLANTACION

Dias de prefrez No de partos No promedio de criass
e  aase a2

2e 2 (2,3%) 3

23 16 (18,0%) 2

24 37 (41,6%) 2,5

25 18 (20,2%) 2,9

26 5 (5,6%) 2

27 1 (1,1%) 1

28 1 (1,1%) 1

29 2 (2,3%) 1,5

30 3 (3,4%) 1,7

#No promedio de crias que 1la hembra amamantaba .
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FIGBURA 2.2.7 ESTRO POST-PARTO
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2.2.8 PARAMETROS DE CRECIMIENTO POST NATAL Y EDAD DEL DESTETE

La cobertura pilosa se completd entre los B y los 9 dias de
edad, la media fue X = 8B,5 dias. La apertura de parpados también

tuvo 1lugar entre los B y los ? dlas de edad , 1a media fue X

8,7 dias.
El pabelldn auricular ya al nacimiento se encuentra separado

y bien formade (Tabla 2.2.8).

TABLA 2.2.8 Desarrollo post—-natal de Akodon azarae

N Media (dlas) Rango (dias)
Separacidn del Desde el
pabelldn auricular 35 nacimientoe @ = ————
Manto completo 23 8,5 8 -9
Aper tura de
parpados 15 8,7 8 - 9

El periodo de destete natural sequn la curva de crecimiento
(figura 2.2.8) correspondid a los 19 dias de edad tante para los
machos como para las hembras; tomando é&ste como el descenso en
los valores de peso que se recuperan en 48 horas (King, 1963).

Los macheos se presentaron ligeramente mds 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 observd hasta la edad del destete.
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FIGURA 2.2.8:

EDAD DEL. DESTETE
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2.2.9 INICID Y DURACION DE LA ACTIVIDAD REPRUDUCTIVA

Para establecer el inicio de la actividad reproductiva de
los machos se utilizaron 17 maches apareados con hembras de 1la
misma edad (apareados al destete). Usualmente la madurez sexual
en los maches ocurrié 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 gestaciétm de 1la hembra de
alrededor de 23 dias, los machos fueron capaces de pretar a las
hembras cuando tenlan alrededor de 10 semanas de edad.

La menor edad registrada para un macho fue de 5S4 dias (un
macho que al primer nacimiento tenla 75 dias de edad por lo cual
a los 53 dlas ya fue fértil. La menor edad al primer parto
registrada en una hembra fue de 60 dias.

El 1inicio de la actividad repreoductiva en las hembras se

estudid en relacidn al cariotipo de las mismas (pardgrafo 3.2.4).
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2.2.10 LONBGEVIDAD DE A. azarae EN CONDICIONES DE LABURATORIO

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 ntmero de sobrevivientes a los
dos cuatro y mas meses después del nacimiento de los 71 machos vy
las 101 hembras originales; 1lx: la supervivencia (la
probabilidad al nacimiento de scbrevivir hasta la edad x) vy
finalmente dx: la frecuencia de mortalidad - la probabilidad de
muerte durante un intervalo de edad (x ;3 x + 1).

Los graficos 2.2.10-a y 2.2.10-b ilustran la supervivencia

(1x) y la mortalidad (dx) respectivamente.
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FIGURA 2.2.10-a CURVA DE SOBREVIDA

LI : rvi { LI { LI { LILEL = LI =|j‘;11 T Tr1rrryrrrriri 1‘ LB
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edad (meses)

— meaohog hembras

En el eje vertical se ilustra la probabilidad (1x) que
tienen los animales de sobrevivir hasta la edad que se grafica en
el eje horizontal. E1 S0% de las hembras no supera los B meses de

edad asl como 21 S0% de los machos no supera les 10 meses de

edad.
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FIGURA 2.2.10-b FRECUENCIA DE MORTALIDAD
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Las edades en que la probabilidad de muerte fue mayor,
resultaron para los machos, los 2 meses, los B meses y leos 16
meses. Fara las hembras se repitid un mismo patrdn de tres pices

pero a los 2, 6 y 10 meses
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Tabla de vida para los machos

Edad fx 1x dx

0 71 1,00 0,07
2 66 0,93 0,20
4 57 0,80 0,10
6 S0 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
22 10 0,14 0,03
24 8 0,11 0,04
26 S 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 f 1x dx
o] 101 1.00 0,03
2 o8 0,97 0,19
4 79 0,78 0,12
&6 67 0,66 0,16
8 S1 0,350 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 i3 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 o] - -

30
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En nuestra colonia una alta proporciébn de animales vivié mas
alld de la edad calculada bajo condiciones naturales (Zuleta,
1989) y adn presentaron actividad reproductiva (Tabla 2.2.10). Un
15,5 % de los machos vivid mds de 18 meses y un 18,8 % de las
hembras vivit mas de 13 meses.

La mayor edad alcanzada por un macho fue de 40 meses y el
promedio de vida para los machos fue calculado en 11,4 meses (347
dlas). La mayor edad alcanzada por una hembra fue de 28 meses vy

el promedio de vida fue de 9,6 meses (292 dlas).

Tabla 2.2.10 Namero de animales que vivieron.

sexo (n) < 12 m. i2-24 m. > 24 m.
machos (71) 46 (64,8%) 17 (23,9%4) B8 (11,3%)
hembras (101) 73 (72,3%) 23 (22,8%) S (4,9%)
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TABLA RESUMEN

ParAmetros reproductivos de Akodon azarae.

Tamato medio de camada
(segunda camada) (20)#.....cccecccracens 3,6 + 1,8 (rango: 1-8)

Proporcibon de sexos
(hembras/machos) (294)*»

~Al nacimiento.......ccc0ciicaaa.. -.1,62

Al destete... ...ttt nnnans 1.8

Mortalidad pre-destete (2%4)#%

—General.......cictrtecnrcrascannns 31,92 %4
“MachoS....ciceccncrncencenncanana 28,1 %
“Hembras....coeveeeeueecccerancanas 34,3 %
Edad del destete.....cccccen.. 19 dilas.

“Machos. ... eiiinerenceancacces S4 dias
—Hembras.......cececcaceceececsca 60 dilas

Tasa de ovulacibn....cccccucean. 6 a 8 cpos. latees

Periodo de gestacibn............ 22,98 + 1,16 (rango: 21-25)
Celo post-parto......cccicvena... de 24 a 72 horas posteriores.
Retraso en la implantacién...... de hasta 5 dilas (en el 13 %)

*#* La menor edad registrada.
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2.3 SINTESIS Y CONCLUSIONES

Pocos han sido los estudios realizados scbre la bioleogila de
los cricétidos en general y en particular su desempeto en
colonias. Debido a la escasa infermacibn, la cria y manejo de A.
azarae se basé 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
pardmetros basicos mds comunes, necesariocs para utilizar les
animales de esta especie como modelo experimental.

La productividad de la celonia, que varié desde un minimo
del 21,2% bhasta un maximo del 32% es bajé si se la compara con la
de animales que llevan muchas generaciones de cria en
laboratorio, pero esta dentre del range de productividad que se
ha obtenide para otros cricetidos (De Villafafle, 1981; Hodara et
al., 1984 y 198%; Mello & Mathias, 1987). Se ha observado una
disminucién (después de varios atios de crlia en laboratoerio) de la
agresividad, si bien ha aumentade 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
atn una leve tendencia estacional con un mayor porcentaje de
nacimientos en primavera pero las diferencias estacionales ne son
tan marcadas como las observadas en el campe (Crespe et al.,
19703 Zuleta et al., 1988) y adn A. azarae mostird actividad

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

La tasa de ovulacidn normal siempre resultd mayer a la media
de camada, evidenciando una elevada peérdida embrionaria
(alrededor del SO0%). En pequehos roedores en cautividad las
camadas tienden a ser mihs pequehas que en el campo, este fenbmeno
que se ha cobservado en varias especies de microtinos eurcopeos
(Kalela, 1961; Kalela & Oksala, 1966) se presenta también en A.
azarae. La media de camada obtenida en nuestra colonia es
similar a 1la otenida en otras especies de Akodon (Mello &
Mathias, 1987; Roldan et al., 1984) y la misma que la obtenida
por De Villafafie (1981) para A. azarae. Sin embargo ésta peodria
elevarse sustancialmente, teniendo en cuenta Ila tasa de
ovulacidn, si se deseara seleccionar animales en esta direccidn.

Para obtener tasas de ovulacidn superiores a las normales se
recurre a la inyeccidn de gonadotrofinas en determinados momentos
del ciclo estral que son visibles exteriormente, por ejemple en
hamster adultos (Yanagimachi & Chang, 192643 Yanagimachi, 19269).
Sin embargo es posible en algunas especies inducir estro vy
ovulacion (o superovulacién) mediante 1la administracién de
gonadetrofinas en cualquier momente del cicle estral de 1la
hembra, por ejemplo en ratdn (Rafferty, 1970; Fowler & Edwards,
1937).

En roedores como Mus, Rattus, y Mesocricetus el intervalo
tanto como l1la dosis de hormonas son los factores de 1les que

depende el ndmero de dvuleos cobtenides (Wilsen & Zarrow, 19623
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Neal & Baker, 1973). Particularmente en ratétn la relacién frente
al estimulo depende también de la cepa con que se trabaja
(Fowler®& Edwards, 1957) y existe tambié&n una influencia ambiental
como estacional (Rafferty, 1270).

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 ratdn (en condiciones consideradas ideales). Y
es posible obternerla en cualquier momento del ciclo en que se
ballen las hembras

En A. azarae nos aproximamos con las dosis e intervales de
tiempo probados, sin embarge este gntecedente permitirad
investigar 1los efectos tanto ambientales como estacionales asi
como me jorar el rendimiento ensayando otros tiempos de
recoleccidn de ovocitos.

Para determinar la duracidn o el estadio del ciclo en que se
hallan las hembras en ratdn, hamster o rata se utiliza como
criterio el tipo de células que se observa por descamacion
vaginal, ya que presentan una clara correspondencia entre el
estade hormonal y el tipoc de epitelio vaginal. En cambio en A.
azarae no es posible correlacionar el tipo de células que se
ocbtienen por extendidos vaginales con el estade hormonal de las
hembras. Estc también ha sido observado en dos especies de
Dipodomys (Wilson et al., 1985) en Peromyscus californicus
(Gubernick, 1988) y en Calomys musculinus (Montore et al., 1987).
La falta de secuencia y pericdicidad en el patrdn de los cuadros

colpecitolbgicos en A. azarae, como en otras especies de roedoeres
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silvestres (op. cit.), impide que sea utilizada esta metodologla
para la determinacién de la duracién y caracterizacién del ciclo
estral. Para ellco sera necesario emplear un rigurosc estudio
hormonal, la utilidad que presentan los cuadros colpocitoldgicos
reside en la determinaciébn de estros francos vy apareamientos
realizados durante el estro.

La proporcidn de sexcos, que se observd desviada en relacidn
al 1:1 esperado, se discutird en referencia al carictipo de las
hembras progenitoras debido a que la proporcidn sexual depende
del tipo de cromosomas sexuales que portan las madres.

La mortalidad pre-destete fue alta cuande se la compara con
especies bien adaptadas a bioterio (Festing, 1976) pero tal como
se discutid para la productividad, se halld dentre del rirangoe
presentado por otros cricétidos aunque en A. azarae se observd
una mayor mortalidad pre-destete para las hembras. En general la
mortalidad pre-destete es levemente mayor para 1los machos de
acuerdo a la regla de Haldane que establece la labilidad del sexo
heterocigota (Parkes, 1974) lo que ccurre en A. azarae nc refleja
este principio.

La duracidn de 1la gestacidn, de 23 dilas, as® como 1la
presencia de celo post—-parto en A. azarae no son fendmenos
diferentes a lo que ocurre por ejemplo en A.arviculoides (Mello &
Mathias, 1987) o A. solinae (Merani & Lizarralde, 1980). E1 celo
post-parto existe también en otros cricétidgs como Calomys

musculinus (De Villafahe, 1981) C. callosus (Justines & Johnson,
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1970) y C. 1laucha (Hodara et al., 1989) probablemente este
fendmeno sea comin a todos los pequefios roedores.

Los parametros de crecimiento post-natal wo difieren de los
de otros cricétidos estudiades en cendicicones de laborateric
(Richmond & Konoway, 19469; Lee & Horvath, 196%9; Kruckenberg et
al., 1973; Moore, 1965; Justines & Johnson, 1970; Mello, 1978).
Es destacable la observacidn de la edad del destete (19 dias) ya
que en general se procede a destetar los animales a leos 21 dilas
de edad tal como en ratétn cuando se inician colonias de estos
criceétidos, 1lo cual posiblemente afecte desfavorablemente el
parto siguiente si la hembra se ha preflfado en el estro post-
parto.

La cobertura pilosa asi come la apertura de parpades ocurren
entre los B y @ dias de edad y asl como en otros cricetides, el
pabelldn auricular externo ya se observa abierto al nacimiento,
(Merani & Lizarralde, 1980; Hodara et al., 1984; Hodara et al.
1989) 1o que no ocurre en otros roedores de laboratoric (Rugh,
1968; Marston, 1976).

Bajo condiciones naturales, la longevidad maxima para A.
azarae ha sido calculada en 1B meses para los machos y 13 meses
para las hembras. La vida media bajo dichas condiciones fue de
S5—-6 meses (Zuleta, 1989).

El patrdn de mortalidad fue similar para machos y hembras,
presentande +tres picos. El primero, que refleja la mortalidad
juveﬁil ceincidid tanto para machos come para 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 hemsras que en los
machos (a los 6 y 10 meses en las hembras y a los B y 16 meses en
los maches). La longevidad mdxima es mayor que la registrada en
condiciones naturales pero es ceoincidente en que los machos son
mas longevos que las hembras.

A. azarae como otras especies de roedores cricétideos compar-—
ten ciertas caracteristicas que la hacen apta para la cria en
laboratorio (como el corto periodo de gestacidn y la presencia de
ctelo post—-parto), aunque es necesarioc mantenerlos durante muchas

generaciones ya que la agresividad natural de esta especie puede

ser un inconveniente.
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CAPITUILOD 3

3 BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE HEMBRAS XX Y Xx

3.1 MATERIALES Y METODOS

El desempefio de 1la funcidn reproductiva de las hembras
hbomogaméticas y heterocgaméticas Akodon azarae se estudid en
animales de la colonia que se origind y mantuvo como se describe
en el paragrafo 2.1. Las hembras de cada uno de los dos
genotipos, XX y Xx se distinguieron -medianfe preparaciones
cromosbmicas realizadas al nacimiento de los animales mediante el
cultive de biopsias de tejido hepdtico (pardgrafoe 4.1.1.1).
Fosteriormente el cariotipe fue correborado por el andlisis de
preparaciones cromosbmicas obtenidas a partir de médula obsea
(paragrafo 4.1.1.2.).

Para evaluar 1los pardmetros reproductivos se utilizaron
apareamientos monogdmicos de 35 hembras homogaméticas (XX) y de
43 hembras hetercgaméticas (Xx). Estos apareamientos fueron
mantenidos en idénticas condiciones de laboratoriec vy las
generacidnes filiales de las hembras consideradas fueron de F3 a
FS.

Los pardmetros que se estudiaron para analizar la capacidad
reproductiva, en forma comparada, de ambes tipos de hembras

fueron los siguientes.
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El nimero de camadas producidas por una hembra durante el
periode considerado. La edad de la hembra al primer y al Jltimo
parto.

El tamafio de la camada al nacimiento y al destete, 1la
mortalidad pre-destete. La proporcidn de sexos al nacimiento y al
destete. La longitud de la vida repreductiva. El intervalo entre
partos consecutivos.

La fecundidad en relacidn a la edad de la hembira. La tasa de
ovulacibtn y la pérdida embrionaria pre—-natal.

Para establecer si  las diferenFias observadas son
estadisticamente significativas se utilizaron test estadisticos

tal como se describen en Sokal & Rohlf (1979).
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3.2.

fue

eésta

RESULTADOS

3.2.1. MEDIA DE CAMADA

Se evalud la media de camada de 15 hembras XX y 22 hembras
en el segundo parto. Para las hembras XX la media de camada
de 3,4 (D.S5.=1,5) con un rango de 1-6 y para las hembras Xx
resultd de 4,0 (D.S.=1,6) y el range de 2-8 (Tabla 3.2.1-a).

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

diferencias observadas son estadisticamente significativas.

Tabl

mayo

son

a 3.28.1—a. Media de camada en el segundo parto
de hembra Media de camada Rango N
(20 parto)
XX 3,4 (D.S. 1,5 1 -6 15
X 4,0 (D.S. 1,6) 2 -8 22

La media de camada en el segundo parto resulté ser levemente
r para las hembras Xx que para las hembras XX.

Sin embargo las diferencias entre las medias de camada neo

estadisticamente significativas.

Si en lugar de tomar solamente el segundo partec se tienen en

cuenta todas las paricicnes sucesivas de dichas hembras, la media
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de camada observada resulta ser de 3,8 crias, (D.S. 1,3) con un
rango de 1 a 6 crias para las hembras XX y de 3,6 (D.5. 1,7) con

un rango de 1 a 8 crlas por camada para las hembras Xz (Tabla

3.2.1-b).

Tabla 3.2.1-b. Media de camada en todas las pariciones

Tipo de hembra Media de camada Rango N
XX 3,8 (b.S5. 1,9) 1 - 6 61
X 3,6 (b.S. 1,7) 1 - 8 87
Las diferencias observadas no resultaron ser

estadisticamente significativas.

El tamafio medio de camada, ya sea analizando solamente el
segundo parto o todes los partes consecutivos, ha resultado ser
de entre 3 vy 4 crias por camada. No es posible afirmar que
existan diferencias estadisticamente significétivas entre el

ndmero de crias producidas por camada entre las hembras XX y las

hembras Xx.

3.2.2. PROPORCION DE SEXOS

Fara analizar 1la proporcidn de sexos se considerd la

progenie de 18 hembras XX y 27 hembras Xx.
De 49 camadas producidas por las hembras XX se registraron

?7 machos nacidos y 87 hembras. De ellos se destetaron 58 machos

y S1 hembras.
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La proporcién sexual al 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 proporcidn de sexos al nacimiento fue de 2,27
hembras/macho y al destete fue de 2,18 hembras/macho.

La maycrlila de los mamiferos tiene una proporcion sexual al
nacimiento muy cercama a 1:1 y generalmente se presenta una leve
preponderancia de machos que es ignorada. Si se sospecha una
marcada disparidad de sexos, la proporciémr sexual observada puede

2

ser testeada por Chi (Caughley, 1977).

La Tabla 3.2.2 muestra el test en las crias de hembras XX vy

La proporcidn de sexes en la muestra de progenitoras XX no
es significativamente diferente de 1la espérada 1:1. La
probabilidad ChiE de la muestra de crias provenientes de bhembras
Xx es lo suficientemente baja, lo que indica que 1la disparidad

observada en favor de las hembras es real y no debida a un error

de muestreo.
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TABLA 3.2.2 Analisis de

la proporcidn de sexos.

—————— T T T T T omEra T
Sexo 0 E o-e  -—- P
_______________________ _— —————————
Machos 97 92 S 0,27
Tipo de 0,
hembras gl.:1
XX
Hembras 87 92 -5 0,27
________________ —_ - _—— 5 -
Total i8s4 X =0,54
Y = 3 Y- R
Sexo 0 E o-  -——- P
__________________ —_———e
Machos 142 232 -90 34,9
Tipo de <0,0005
hembras gl.:1
X
Hembras 322 232 0 34,9
____________________________ _ 5= _
Total 464 X =69,8
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FIGURA 3.2.2-a. PROPORCION DE SEXOS EN LA PRUOBENIE DE HEMBRAS XX
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En el grafico se ilustran les 97 machos y 87 hembras nacides
(izquierda) frente a 1los 58 maches y S1 hembras destetadeos

(derecha), correspondientes a 49 camadas producidas por hembras

XX.
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FIGURA 3.2.2-b. PROPORCION DE SEXOS EN LA PROGENIE DE HEMBRAS Xx
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En el grdfice se ilustran los 142 machos y 322 hembras
nacidos (izquierda) frente a 1los 101 maches y 220 hembras

destetados (derecha) correspondientes a 131 camadas producidas

por hembras Xx.
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La proporcién de sexos se analizé para cada camada, tanto en
la progenie de las hembras XX como en la progenie de las Xx.

Para cada camada se calculd el nimero de hembras sobre el
total de crias nacidas:

N hembras

N hembras + N machos

La media se calculd como la suma de X /nimero total de camadas.
i

La proporcién de hembras asi calculada resulté de X = 0,46 (D.S.
0,29) para las madres XX y de X = 0,72 (D.S. 0,26) para las
madres Xx.

Las frecuencias en que dicha relacidn (#) se aleja de 0,5
(50% de hembras) se ilustran en el grafico 3.2.2-c. Mas del 43%
de las camadas producidas por las hembras XX respondieron a una
relacidn de 0,5; el 17 4 de las camadas estuvieron formadas
unicamente por machos y el 9,2%4 formadas por heﬁbras solamente.
El 15% de las camadas tuvieron una proporcién de 0,25 vy el 15%
restante de 0,75.

Por el contrario las hembras Xx producen en la mayoria de
sus camadas (70%) unicamente hembras 6 su proporcién es de 0,75.

Sblo el 24% de las camadas respondieron a una relaciéon de 0,5.
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FIBURA 3.2.2-C. PROPORCION DE HEMBRAS

N Porcentaje de camadas

N T / .....
78 .-l

Proporcion de hembras
Blo 0oz [Joso MZo7s GLudi

En el eje horizontal se grafica la proporcidn de hembras por
camada con valores que corresponden a camadas cuyas crias fueron
todas machos (0)3; 1/4 fueren hembras (0,25)3 la mitad hembras vy
la mitad macheos (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. E1 grupo de barras de la

izquierda corresponde a las madres XX y las de la derecha a las

madras Xx.
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3.2.3. MORTALIDAD PRE-DESTETE

En 1la progenie de las hembras XX, de 97 maches nacidos se
destetaron 58 (mortalidad pre-destete para los machos: 40,2%4) vy
de 1las 87 hembras nacidas se destetaron 51 (mortalidad pre-
destete para las hembras: 41,4%).

Pregenie de hembras XX
Total de crias nacidas 184 (100%)
Total de crias destetadas 109 (59,2%4)

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%) vy
de 1las 322 hembras nacidas se destetaron 220 (mortalidad pre-
destete para las hembras: 31,7%).

Progenie de hembras X
Total de crias nacidas 464 (100%)
Total de crias destetadas 321 (&69,2%)

Mortalidad pre-destete 30,8%

La mortalidad pre-destete resulté un 10% mayor en la
pregenie de las hembras XX que en la progenie de las hembras Xu
(40,8% vy 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 PRIMER PARTO

Las hembras XX producen su primera camada mas tardiamente
que las hembras Xx. La edad preomedio al primer parto fue de 5,7
meses (D.S. 2,13 N=24) para las hembras XX mientras que para las

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

Tabla 3.2.4 Edad al priser parto

Tipo de hembra < 3 3-6 6~ 9 >9 Total
XX - 17 (71) & (25) 1 4) 24
Xx 4 (13) a2 (69) 3 () 3 () 32

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

El 82 % de las hembras Xx presentd su primer parto antes de
los seis meses de edad mientras que sélo el 71 % de las hembras
XX lo hize en dicho lapso.

La menor edad registrada al primer parte fue para las
hembras XX de 3 meses, teniende en cuenta el periodo de
gestacién, aproximadamente a las 9 semanas la hembra fue capaz de
prefarse.

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

preflarse.
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FIGURA 3.2.4 EDAD Al PRIMER PARTO
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Se ilustra el porcentaje de hembras XX y Xx cuyo primer
partc ocurribt a edades de mencs de 3 meses, entre 3 y & meses,

entrre 6 y 9 meses y mayores de 9 meses.
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3.2.5. EDAD AL UILTIMO PARTO

La mayor edad a la que se registrd un parto en una hembra XX
fue de 22 meses y la mayor edad a la que una hembra Xx pari6 fue
de P27 meses. La edad promedio al ¢ltimo parto fue de 10 meses
(D.S. 3,3; N=24) para las hembras XX y de 13,5 meses (D.S. 5,23

N=32) para las hembras Xx.

Tabla 3.2.5S. Edad al dltimo parto en los dos tipos de hembras

Tipo de 3 -6 6 -9 ? - 13 i3 - 22 22 6 mas Total
Hembra :
XX 1 (4) 11 (46) ? (37) 3 (13) - 24
X3 i @ S (16) 12 (38) 11 (34) 3 () 32

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

El 50 % de las hembras XX presentaron su @ltimo parto entre
los 9 yv los 22 meses de edad mientras que el 81 % de las hembras
Xx lo presentaron entre los 2 y mds alla de los 22 meses de
edad (figura 3.2.9).

De acuerdo a estos resultades la longitud de 1la vida
reproductiva es mayor para las hembras Xx que para 1las hembras
XX. Las hembras Xx la inician mads tempranamente que las hembras

XX y la finalizan mas tarde que éstas.
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FIGURA 3.2.5 EDAD AL UILTIMO PARTO
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Se ilustra el porcentaje de hembras XX y Xx cuyo
parto ocurrib6 a edades de entre 3 y 6 meses, entre 6 y 9

entre ? y 13, entre 13 y 22, y mayores de 22 neses.
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3.2.6. N\MERO DE CAMADAS PRODUCIDAS POR HEMBRA

Es importante considerar 1la cantidad total de camadas
producidas durante 1la vida reproductiva de ambos 'tipos de
hembras. Por elloc se calculd el nimero medio de camadas
proeducidas por hembra teniendo en cuenta la edad de la hembra al

“wltimo parto como:

Numero de camadas

En 1la siquiente tabla se muestra el numero de camadas
producidas por hembra segin la constituciébn cromosémica de las

hembras en ceolonia de laboratorio.

Tabla 3.2.6 Nimero de camadas producidas por hembra

Tipo de 1 - 3 4 - 5 6 - 7 B8 6 mas Total Nomedio de
hembra camadas/
hembra *#*

XX 6 (25) 13 (54) 3 (1) 2 (8) 24 1,5 + 0,6

X 3 (?) B (25) 9 (28) 12 (38) 32 i,8 + 0,5

Los ndmereos entre paréntesis son porcentajes.
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El indice calculado (#%*) donde se tiene en cuenta la edad de
las hembras al dltimo parto, resultd levemente superior para las
hembras Xx que para las XX 1,8 frente a 1,5 (teniende en cuenta
los desvios estos valores se superponen).

Si no se tiene en cuenta la edad de las hembras al Jltimo
parto, el 79 % de las hembras XX tuvieron hasta 5 camadas y stlo
el 21 % de ellas superaron las 6 camadas. En cambio el 66 % de
las hembras Xx tuvieron 6 & mas camadas.y el 34 % restante
tuvieron hasta 5 camadas (figura 3.2.6).

Teniendo en cuenta todas las camadas producidas por cada
hembra, las 24 hembras XX mestraron una menor intensidad de
reproduccidn que las 32 hembras Xx analizadas bajo rnuestiras

condiciones de laboratorio.
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FIGURA 3.2.6. NUMERD DE CAMADAS PRODUCIDAS

O% DE HEMBRAS

4-5 6-7
NUMERO DE CAMADAS

Bl xx  [O xx

Un 54 % de las hembras XX tuvieron entre 4 y S camadas, el
21 Y% supert las 6 camadas y el 25 % restante no alcanzé las &
camadas. Las hembras Xx que lograron tener mhs de &6 camadas
representa el 66 % mientras que el 25 % de ellas tuveo entre 4 y §

camadas; sdlo el 2 % no alcanzd las 4 camadas.
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3.2.7. INTERVALO ENTRE PARTOS

Se analizaron 63 intervales entre partos de hembras XX de
las cuales se consideraron hasta 92 partos consecutivos vy 147
intervalos entre partos de hembras Xx de las que se tuvieron en

cuenta hasta 13 partos consecutivos (Tabla 3.2.7).

Tabla 3.2.7 Intervalo entre partos de ambos tipos de hembras (en

dias).

Tipo de ____________ T/TTTT/T/TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
hembra < 20 21-35 36-60 > 60 Igiil
XX 2(3%) 29 (46%) 23(37%) (14%) &3
Xx 2(1%) 84 (S7%) 49(33%) i2(9%) 147

En ambos tipos de hembras el mayor porcentaje de intervales
entre partos correspondi¢ a la prehez por celec post-parto (21-35
dias), es decir que el 46 % de los intervalos entre partes de
hembras XX corresponde a prefleces ocurridas durante el celo post-
parte. Mientras que las hembras Xx presentaron un 57 % de les
intervalos entre partos correspondientes al celo post-parto,

mostrando un mejor aprevechamiente del celo post—parto.
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Estos resultados reflejan que las hembras XX tienen un
aprovechamiento menor que las hembras X del celo post- parto.

Los partos ocurridos en menos de 20 dilas del anterior son
atribuibles a partos prematuros, estos se han pfesentado en un
bajo ndmerc de casos y en proporciones similares en ambeos tipos
de madres.

Debide al mejor aprovechamiento del cele post-parto por
parte de las hembras Xx se explica que el ntmerc medio de camadas
(paragrafo 3.2.6) producidas por una hembra Xx sea mayor que el

de las hembras XX.
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FIGURA 3.2.7. INTERVALO ENTRE PARTOS
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El intervalo de 21 - 35 dias, correspondiente al celo post-
parto es apreovechado por un 46 % de las hembras XX y por un 57 %

de las hembras Xx.
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3.2.8. FECUNDIDAD

La fecundidad en los mamiferos se mide como la pruduccidn de
crias hembras nacidas vivas (Caughley, 1977). La fecundidad varia
con la edad de la hembra y una descripcidn completa requiere de
un calculo per separado para cada intervale de vida.

Se analizd la fecundidad en relacidn a la edad de 21 hembras
XX y 20 hembras Xx. Para ello se tuvieron 'en cuenta el total de
crias vivas nacidas debido a que la proporcién de hembras/machos
es significativamente diferente en la progenie de las hembras Xx
(paragrafo 3.2.2.). Para construir la tabla de fecundidad se tomd
en cuenta la edad en intervaleos de 6 semanas, el nimero de partoes
ocurridos vy el n@mero de crlas nacidas vivas en dicho intervalo
de edad (Tabla 3.2.8-a y Tabla 3.2.8-b).

La fecundidad asil analizada resultd ser para algunas edades
levemente superior para las hembras Xx que para las hembras XX.
Para los intervalos de 12 y 18; 36-42; 48-54 y 54-60 semanas los
valeres fueron mayores para las hembras XX que para las hembras
Xx.

Tambieén se observd aqul que las hembras Xx continuaron

prefiandose aun despueés que las hembras XX dejaron de hacerlo

(Figura 3.2.8).
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Tabla 3.2.8B8-a Fecundidad, hembras XX

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

i2 - 18 3 11 3,7 (1,9)
18 - 24 i3 49 3,8 (1,7)
24 - 30 S 16 3,2 (1,8)
30 - 36 9 30 3,3 (1,9)
36 - 42 7 e8 4,0 (1,3)
a2 - 48 6 20 3,3 (1,9)
48 — 5S4 S 19 3,8 2,3
54 — 60 4 15 3,8 (1,3)
60 —~ 66 1 s ——
&6 — 72 1 5 0 @ —-—————-
72 - 78 1 3
78 - B84 1 3
84 - 90 1 5 000 0 0—————
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Tabla 3.2.8-b Fecundidad, hembras Xx

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

6 - 128 4 17 4,3 (1,5)
i2 - 18 20 70 3,5 (1,4)
18 - 24 21 92 4,4 (1,4)
24 — 30 21 79 3,8 (1,7)
30 - 36 17 71 4,2 (1,8)
36 - 42 15 Sé 3,9 (1,7)
42 - 48 14 50 3,6 (2,0)
48 - 54 10 31 3,1 (1,3)
534 - 60 10 28 2,8 (0,3)
60 — 66 8 25 3,1 (1,6)
66 — 78 2 7 3,5 (2,1)
72 — 78 4 18 4,5 (1,7)
78 - 84 2 6 3,0 (1,4)
84 - 90 1 e
90 — 96 1 I
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FIGURA 3.2.8.

FECUNDIDAD EN AMBUS TIPOS DE HEMBRAS
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La fecundidad de las hembras XX ne alcanza los valores de la

de las hembras Xx excepto para los intervalos de edad de 12 a

de 36

a 42 de 48 a 5S4 y de 54 a 60 semanas en

hembras XX alcanzaron valores superiores.
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3.2.9. TASA DE OVULACION

Se estudid la tasa de ovulacidn teniende en cuenta la
constitucidn cromesdmica de las hembras debido a que en A. azarae
podia esperarse un incremento en la tasa de ovulaciétn de las
hembras Xsx.

Como se ha descripto (paridgrafo 3.2.1), la media de camada
no mostrd diferencias significativas entre ambeos tipos de
hembras. Debido a que 1/4 de las cigotas se pierde en las madres
Xx, esta pérdida podria ser compensada mediante un incremento en
la tasa de ovulacidn. En hembras X0 de ratdn el ndmero de cuerpos
ldteos es algo mayor que en hembras XX (Lyon & Hawker, 1973).
También en hembras XO del lemming Dicrostonyx torquatus se ha
mencionado la posibilidad de un aumento en la tasa de ovulacion
como mecanismo para compensar la pérdida de cigotas con nulisomia
para los cromosomas sexuales (Gileva et al. 1982).

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.2.9 Tasa de ovulacibdn en A. azarae.

Tipo de hembra Nimero de hembras Niumero teotal de X + D.S.

disecadas cuerpos lutecos
XX 11 73 6,64 t 0,67
Xx 7 50 7,14 ¢+ 0,9

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

La variacidn individual, para ambos tipocs de hembras fue de
6 a B8 cuerpos litecs y no es posible considerar que exista un
incremento significativo en la tasa de ovulacidn en las hembras

X% como mecanismo para compensar la pérdida de cigotas xY.

3.2.10 PERDIDA PRE-NATAL EN HEMBRAS XX Y Xx

La semejanza en el tamafio de cama@a y la tasa de ovulacidn
observadas en ambos tipos de hembras (pardgrafos 3.2.1 y 3.2.9)
se muestra contradictoria con la pérdida esperada del 25 % de las
cigotas en las hembras Xx. Esta discrepancia puede explicarse al
menos en parte mediante la determinacidn de la pérdida pre—-natal.

Se estudid la pérdida pre-natal, tante en hembras XX como en
hembras Xx a través de la autopsia de hembras preffadas. Los
resul tados obtenidos se muestran en la tabla 3.2.10.

La pérdida pre-natal total (pérdida pre-implantacién mas
pérdida intrauterina) resulté ser alta en ambos tipos de madres
(42,3% vy 43,2%) lo gue no parece ser inusual en roedores
silvestres (Lidicker, 1973).

Pero mientras que la pérdida pre-natal es semejante para
ambos tipos de hembras, la pérdida pre-implantacidn 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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TABLA RESUMEN: Paramsetros reproductivos de hesbras XX y Xx.

HEMBRAS XX HEMBRAS Xx
Tamato de camada 3 a 4 crias 3 a4 crilas
Mortalidad pre-
destete 41 % 31 %
Edad al primer
parto (promedio) 6 meses 4 meses
Edad al Jdltimo
parto (promedio) 10 meses 13 meses
Longitud de 1la
vida reproductiva Menor . Mayor
Fecundidad Seme jante Seme jante
Numero de camadas
en el mismo lapso Seme jante Seme jante
Intervalo entre
partes Mayor Menor
Celo post-parte Menor Mayor
Aprovechamiento Aprovechamiento

Froporcién de 0,89 (nacimiento) 2,3 (nacimiento)
sexos 0/0 0,88 (destete) 2,2 (destete)
Tasa de ovulacidn 6 - 8 6 - 8
Pérdida pre—natal

Teotal 42 % 43 %

Pre-implantacién 31 % 41 %
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3.3 SINTESIS Y CONCLUSIONES

La proporcidn de sexos, tante al nacimientoc como al destete,
fue de 1:1 para las hembras XX. En cambio para las hembras Xx se
observé una marcada disparidad en favor de las hembras nacidas
como destetadas. La proporcidn de sexcs, concuerda con lo
esperado si se considera la inviabilidad de las cigotas Y.

Mientras que mas del 43 % de las camadas producidas por las
hembras XX respondieron a una relacidn 1:1, sdlo el 24 % de 1las
camadas de las madres Xx tuvieron una relacidn 1:1 ya que la
mayoria de las camadas producidas por estas hembras esta formada
por tres cuartas partes 6 unicamente hembras. La alteracitn de la
proporciétn sexual observada, concuerda con cobservaciones previas
de Lizarralde et al. (1982).

Esta alteracidn en la proporcidn de sexos es debida a 1la
letalidad de las cigotas xY, las que probablemente se pierdan
tempranamente en la embriogénesis.

Por otro lade no se ha informade una relacidn de sexos
excepcional, con predominio de hembras en poblaciones silvestres
donde se ha encontrade una proporcidn de sexos 1:1 que no cambia
significativamente por mes o por habitat (Bianchi et al., 1971;
Zuleta, 1989). Este hecho es contradictorioc con las observaciones
de la proporcidn sexual de A. azarae en cautiverio Y
probablemente deba ser mas estudiado. Tal come ccurre en los

lemmings, donde se ha encontrade que en las capturas hay un
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excedente de un &7 a un 78% de hembras (Frank, 1966).

En nuestras condiciones experimentales, la mortalidad pre-
destete en la progenie de las hembras XX resultd mayor que en 1la
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 partc mas tempranamente
y el tltimo mas tardliamente que las hembras XX. Teniendo en
cuenta la edad de las hembras al dltimo parte 1la cantidad de
camadas producidas fue levemente superier para las hembras Xx que
para las hembras XX lo cual refleja el mejor aprovechamiento del
celo post—-parto observado en las hembras Xx mediante el andlisis
del intervalo entre partos consecutives.

En raton macho hay wuwuna cantidad de constituciones
cromosdmicas que conducen a la reduccidn de la fertilidad. FPor
ejemplo las traslcocaciones autosoma- autosoma, X-autosoma, Y-
autosoma, heterocigosis para una traslocacién robertsoniana etc.
(De Boer & Searle, 1980).

Debido a que las hembras de Akodon azarae, fueron cruzadas
con machos cuyo 1linaje era conccide y para evitar que una
reduccidn de la fertilidad del macho pudiera afectar el andlisis
de la fertilidad, generalmente se utilizaron para los
apareamientos hermanos de camada. Podemos descartar que las
diferencias observadas en los parametros reproductives se

debieran a reducciones en la fertilidad de los machos.
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Los parametros bionémicos estudiados han reflejade que las
hembras Xx son mas eficaces reproductivamente, este rendimiento
reproductivo mayor explicaria 1la propagacidn inicial como el
mantenimiento del cromosoma x en las pocblaciones naturales de A.
azarae, ya que suponemos que este polimorfismo de cromesomas
sexuales habrila derivado del mecanisme usual entre los mamiferos
(hembras XX y machos XY) y se habria originado ya en poblaciones
ancestrales de A. azarae manteniéndose luego en especies
emparentadas como A. varius, A. boliviensis, A. neocernus y A.
alterus (Bianchi et al. 1971; Liascovich, 1991; Vitullo et al.,
1986)

Aunque no es posible extrapolar los ;esultados obtenidos en
el laboratorio a lo que ocurre en condiciones naturales, sl es
posible afirmar que 1las 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 campe, el cual permitirila
conocer el rol del pelimorfismo de cromosomas -sexuales en la
dindmica poblacional de esta especie.

La media de camada no se ve afectada por la pérdida esperada
de cigotas %Y vy esto no se debe a un aumente en 1la tasa de
ovulacidn come se ha propuesto para el lemming Dicrostonyx
(Gileva et al., 1982) sino a una menor pérdida intrauterina por

parte de las madres Xx.
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Que 1la pérdida intrauterina sea menor en madres Xx explica
dos observaciones: 1) ambos tipos de hembras tienen el misme
tamatto de camada y 2) ambos tipos de hembras tienen en promedio
la misma tasa de ovulacidn.

Si la pérdida pre-natal, preimplantativa y postimplantativa
fueran independientes, seria esperable que la media de camada
fuera un 25 % menor en la progenie de las hembras Xx debido a 1la
pérdida de cigotas inviables xY. Sin embargo no se observaron
diferencias significativas en el tamafio de camada de ambes tipos
de hembras.

Otra explicacidn posible, para justificar el tamafioc de
camada inalterado, era la de suponer una mayer tasa de ovulacidn
en las hembras Xx. Sin embargo esta hipbtesis no pudo ser
aceptada ya que ambos tipos de hembras mostraron la misma tasa de
ovulacidn.

De eésta manera la pérdida de cigetas xY se ve compensada por
una baja pérdida post-implantativa. Una alta pérdida pre—-natal,
en las madres Xx tiene lugar antes de la implantacidn mientras

que en las madres XX la misma pérdida pre-natal corresponde a

estadios mas avanzados de la gestacién.
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CAPITULO &

4 LINAJES DE HEMBRAS XX Y Xx

4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 CROMOSOMAS DE CELULAS SOMATICAS

4.1.1.% NEONATOS

Para la identificacidn citogenetica de los animales de la
colenia se utilizd la técnica de bicpsia hepatica. Para estudiar
el cariotipo de animales que se deben mantener viveos para
estudios posteriores, existen métodos de cultivo de tejidos
(linfocitos de sangre periférica, fibroblastos, epitelios, etc.).

La proliferacidn de las células en cultive depende de contar
con un estimulante de la divisidn celular adecuado, como lo es la
fitohemaglutinina para linfeocitos, perc no todas 1las especies
responden a este tratamiente y especialmente los roedores.

La aspiracidon hepatica fue introducida en la medicina a
mediados del siglo X1X con el objetec de drenar quistes. Pero el
método de biopsia hepatica transcutanea por medio de una aguja
cortante para obtener un cilindro de tejido para su exa&men
histoltgico posterior, se introdujo en 1la década comprendida
entre 1930 y 1940 (Iversen & Rohelm, 193%9; Baron, 1939; Koss et

al., 1988).
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Los roedores neonatos tienen gran parte de la funciéon
eritropoyética centrada en el tejido hepatico, lo cual convierte
al higado del recién nacido en un tejido analogo a la médula bsea
del adultc para estudicos cromosbmicos. Como esta en activa
divisién, en cultivo no es necesario estimularla. Mediante un
cultivo de pocas horas podemos obtener material cromosdmico
suficiente como para analizar el cariotipo.

La teécnica empleada consistid en bicopsiar a los recien
nacidos antes de las 72 horas de edad (en general es conveniente
realizar 1la biopsia 1lo mas temprano posible pues el Iindice
mitético decrece con el tiempo).

Se anestesiaron 1los recién nacidos por congelamiento, en
hielo granizado para prevenir el peligro de las hemcorragias.

Se realizé la puncién y aspiraciéon en la zona hepatica en
forma estéril y rapidamente. FPara ello se utilizé una jeringa de
2 ml con aguja 0,7-0,8 mm cargada con medic de cultive. Se
utilizd medio de cultivo TC 199 suplementado con 15 % de suero
fetal bovino y 1 ug/ml de colchicina. El volumen de cultivo final
fue de 1 ml.

La suspensidn celular as? obtenida se colocd en un  tubo
tdnico de 4 ml de yolumen, con una pequefia capa de aire superior.
Se incubd a 370C tapade. Luego de una hora y media de incubacidn
y observando la modificacidn del pH del medic se sacrificd el
cultive. Se centrifugd a 800-1000 rpm y se prosiguid con el
sacrificio del cultivo tal como se realiza en la técnica de

médula 6sea y como se describe en el par&grafo 4.1.1.2.
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4.1.1.2 ADWLTOS

Para el andlisis citogenético de animales adultos se siguid
la técnica usual para la obtencidn de cromosomas de meédula dsea.

Se inyectaron 1los animales intraperitonealmente con una
solucidn de colchicina 100 ug/ml (1 ug/ gramc de peso corporal)sj;
entre la hora y media y las tres horas posteriores al tratamiento
con colchicina se maté el animal por una sobredosis de é&ter y se
extrajeron los fémures. Se limpiaron bien y se cortaron las
eplfisis. La médula dsea se extrajo con una Jeringa con 1 6 2 ml
de solucidn hipotdnica (KC1 0,075 M) y se coleccd en un  tube
conico de centrifuga. Se aspird y expelid el material mediante
una pipeta pasteur hasta obtener una suspension celular
homogénea. Se incubbd a 370C durante 25 minutes. Luego de 1la
incubacidn se centrifugd a B800-1000 rpm, se descartd el
sobrenadante y el pellet se fijd con fijador de Carncy (metanol:
acido aceético glacial, 3:1) recién preparado.

Usualmente se hicieron dos cambios de fijador centrifugando
y resuspendiendo cada vez.

Las preparaciones se hicieron por goteoc en portacbjetos
limpios y se secaron al aire. Estos preparados se ceolorearon con

Giemsa al 3 % o se utilizaron para posteriores tratamientes de

bandeo.
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4.1.1.3 BANDAS 6 Y BANDAS C

Las bandas 6 se obtuvieron segun la técnica de Seabright
(1971). GQue brevemente consiste en el tratamiento de los
cromosomas con Tripsina en una scolucién al 0,1 % en buffer
fosfato (pH 6,8) a temperatura ambiente.

El tiempco 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 colorearcon con Giemsa al 3 %.

Las bandas C se obtuvieron mediante la técnica de Sumner
(1972) que consiste en tratar preparaciones jévenes con una
solucién de HC1 0,2 N luego someterlas a una sclucibn fresca

sobresaturada de hidréxido de Bario (Ba(OH) ) y 1luegc una
2

incubacién con soluciédn salina SSC 2X.

Las preparaciones asl tratadas se colorean con Giemsa al 3%.

113



4.1.2 CROMOSOMAS DE CELULAS GERMINALES

4.1.2.1 MEIOSIS FEMENINA

Mucha informacién fundamental sobre cromosomas normales vy
estructuralmente alterados puede cobtenerse por estudiecs sobre
estadios meibticos posteriores a diplotene.

En 1la mayorila de los mamiferos los ovocitos prosiguen leos
estadios de la profase meidtica hasta diplotene, muy poco antes o
poccas horas despueés del nacimiento (Zuckerman, 1960). E1 ndmero
total de ovocitos por hembra queda determinade al mnacimiento,
después ya no se formar& ningdn ovocito. Después de diplotene los
ovocitos entran en el estadic de dicticotene y permanecen por un
largo periodo hasta poco antes de la ovulacidn.

En la mayorla de las especies de mamiferos los estadios de
la meiosis entre diacinesis y la metafase de la segunda divisidn
ocurren en el breve pericdo entre la estimulacién del foliculo de
Graaf por la hormona luteinizante (LH) y la ovulacitén, unas pocas
horas después. La anafase y la telofase de la segunda divisitn
meiottica ocurre después de la penetracidn del espermatozoide en
la fertilizacién (Edwards, 1962).

Asi es que para encontrar los estadios tempramnos de 1la
meiosis los ovocitos deben tomarse de fetos tardios o animales
recién nacidos, en cambio en los ovocitos tomados de ovarios

adul tos pueden encontrarse los estadieos tardios de la meiosis.
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Ovocitos que estadn naturalmente en diacinesis o estadios
posteriores pueden reccojerse justo antes de la ovulacidn pero el
nimerce de tales ovocitos es muy pequetio.

El analisis de la diacinesis—metafase I se realizé tanto en
hembras XX y Xx por cultivo "in vitro" de ovocites (Henderson vy
Edwards, 196B). Las preparaciones cromesdmicas se hicieron como
lo describe Tarkowski (1966).

Los ovocitos fueron relevados de los folicules grandes,
lavados en medio de cultivo, sometidoes a 1la accion de 1la
bialuronidasa para dispersar las células del ctémulo, lavados en
medic de cultivo e incubados en micreogota de suero fetal bovino
durante 5 horas.

Luego fueron expuestos a hipotonia de citrato de sodioc 1 % y
colocades en portaobjetos donde se fijaron con una pequefia gota
de fijador de Carncoy, las preparaciones se colorearon con Giemsa
y las figuras meiodticas se fotografiaron con pelicula Kodalith
(Kodak) en fotomicroscopic.

A continuacidn se detalla la teécnica wutilizada. Siguiendo
los protecoles de cultivo " in vitro" de ovocitos (Henderson &
Edwards, 1968; Tsuchida & Uchida, 1973) y obtencidn de cromosomas
(Tarkowski, 1966) descriptas originalmente para Mus musculus se
adaptd el siguiente protocole para A. azarae.

Se disecaron las hembras y lavaron los ovariecs en MEM (Medio
esencial minimo de Eagle) y 5 % de ST (suero de ternera). Se
recolectaron los ovocitos por puncidn mecanica de los foliculos;

seleccionando los ovocites cultivables es decir los ovocitos con
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vesicula germinal no rodeados por ceélulas de la corona y rodeados
por ceélulas de la coreona. Una vez selecciconados los ovocitos
cultivables, aquellos que se hallaban rodeados por ceélulas de la
corona se incubaron en 1 ml de hialuronidasa (50 UI/ml) a 370C
durante 1 é 2 minutos para dispersar las ceélulas de la corona lo
cual se controld bajo lupa. Para eliminmar la enzima se realizaron
dos lavados en MEM.

Luego los ovocitos elegidos para cultivo se lavaron en SFB
(suerc fetal bovine) puro y se cultivaron en una micregota (400
ul) de SFB cubiertes por vaselina liquida en placa plastica
("Falcon") durante 5 horas a 37oC.

Despueés del cultivo, los ovocitos se pasaron a una solucidn
hipotdnica de citrato de sodio al 1 Y% durante 20 minutos a 37¢C.

Se traspasaron como mAximo unos 6 ovocitos, en un veclumen
minime de solucidn de citrato de sodio al 1 % (2 86 3 ul) al
centro de un portaobjetos limpio.

Alll se fijaron con una pequeta gota de fijador frie,
metanol-acido acético glacial (3:1). Se dejaron secar al aire vy

se colorearon con colorante Giemsa al 3% durante 4 minutos.
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4.2 RESWLTADOS

4.2.1 LOS CROMOSOMAS DE Akodon azarae.

Esta especie presenta 2n=38 cromosomas, siendo el par
autosdmico mds chico metacentrico y los demas autosomas
teloceéntricos. El cromosoma X es subterminal y el Y es
telocéntrico (figura 4.2.1-a, y figura 4.2.1-b). tLas hembras
heteromdrficas para el par sexual presentan un X subterminal
grande, y un pequefic cromosoma similar al Y de los maches (figura
4.2.1-c). Este pequefio cromosoma que se observa en las hembras
heteromdrficas es el que fue considerado comoc un X con una gran

delecidn (Bianchi & Contreras, 19467).
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FIGURA 4.2.1-A. METAFASE SOMATICA, MACHO 2N = 38. (Las flechas

indican los cromosomas X e Y).
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FIGURA 4.2.1-B. METAFASE SOMATICA, HEMBRA 2N = 38. (Las

indican los cromosomas X).
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FIGURA 4.2.1-C. METAFASE SOMATICA, HEMBRA 2N = 38 CON
HETEROMORFISMO DE PAR SEXUAL. (Las flechas indican los cromosomas

X y x).



4.2.2 RENDIMIENTO DE LA TECNICA DE BIOPSIA HEPATICA EN LA

DETERMINACION DEL CARIOTIPO DE NEONATOS

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 teécnica
(paragrafo 4.1.1.1).

De 111 hembras recien nacidas, se obtuvieron metafases
analizables en 82 de ellas (un 74 % ) las 29 restantes no
presentaron metafases o bien éstas no pud?eron ser analizadas por
la calidad de 1los preparados cobtenidos. La calidad de Ilos
preparados que pueden obtenerse mediante esta técnica se ilustra
en la figura 4.2.1-b 6 —c.

Si bien el rendimiento es muy bueno, teniendo en cuenta la
calidad de los preparados en cuanto a la abundancia de metafases
se observd que en general el ndmero de metafases es bajo, las
mejores preparaciones permitieron analizar unas 8 a 10 metafases
por preparado.

El cariotipo de 1las hembras mantenidas vivas para los
estudios de 1los parametros reproductivos fue posteriormente

corroborado mediante el andlisis citogenético de médula dsea

(paragrafo 4.1.1.2).
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4.2.3 ANAL ISIS DE LOS CROMOSOMAS SEXUALES

El patrdn de bandas G de A. azarae se muestra en la figura
4.2.3-a. Mediante el analisis y comparacion del patrén de bandas.
G del cromosoma X de machos, hembras XX y hembras Xx no fue
posible identificar ningdn tipo de reordenamiento que afectara al
cromosoma X. Sin embargo no es posible descartar que exista algun
recrdenamiento que afecte al cromosoma X no detectable mediante
la técnica de bandeo 6.

El +tratamiento con hidrdxide de Bario (Ba (OH) ), para la
2

cbtencién de bandas C mostré tanto en machos como en ambos tipos
de hembras, una escasa cantidad de cromatina C-positiva. 8Sin
embargo es de destacar la observacidn de deos bandas C-positivas
intercalares, presentes en el cromosoma X (figura 4.2.3-b). Este
hechce podria deberse a que el tratamiento utilizado ha sido
suave, pero indudablemente la estructura de la cromatina tanteo en
los centromeros de la mayoria de los autosomas asl como en dichas
bandas intercalares del cromosoma X ha de ser m&s compacta que en

el resto del complemento.
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FIGURA 4.2.3-A: PATRON DE BANDAS G EN A. azarae (macho 2n = 38).
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FIGURA 4.2.3-B: PATRON DE BANDAS C EN A. azarae (macho 2n

las flechas indican los cromosomas X e Y)

~ - "":\.
1‘ :r Ve \

38

-
’



4.2.4 PROPORCION DE HEMBRAS XX Y Xx EN LA DESCENDENCIA DE

HEMBRAS Xx.

Se estudid el cariotipc de hembras recién nacidas con el
objeto de determinar cudl es la proporcidn de hembras que
presentan heteromerfismo del par sexual al nacimiento.

La descendencia de 21 madres Xx de las que se analizaron 34

camadas arrojdé los resultados que se indican en la tabla 4.2.4.

Tabla &4.2.4

Total de crias hembras
nacidas XX X

95 43 (45%) 52 (35%)

Mediante un test de Chi se observdé que las diferencias
entre las frecuencias observadas y las esperadas si la relacién
correspondiera a 1:1 no son significativas; por 1leo tanto la
relacidn de hembras XX/ hembras Xx corresponde a 1:1.

Es decir que al nacimiento, las hembras descendientes de

madres Xx son la mitad XX y la mitad Xx.

Por otro lado es importante destacar que nunca se han

observado hembras Xx en la progenie de hembras XX.
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4.2.5 ESTUDIOS CITOGENETICOS EN HEMBRAS PROVENIENTES DE CAMPO

Se analizaron 26 hembras provenientes de campe, capturadas
en San Pedro, provincia de Buenos Aires.

De las 26 hembras 25, presentaron un cariotipo 2n = 38 y una
hembra resultdé 2n = 37 debido a la presencia de una fusidn
autosbmica (figura 4.2.935).

En cuanto a la constitucidn cromosdmica sexual, 13 de las 26
hembras resultaron Xx y 13 XX.

Tambieén se encontraron hembras Xx A. azarae en capturas
realizadas per diferentes motivos en San Miguel del Monte y Monte
Hermoso (Frovincia de Buenos Aires) y en E1 FPalmar (Provincia de
Entre Rlos).

Corroborando de esta manera la existencia del heteromerfismo

de cromosomas sexuales en las hembras de esta especie en

poblacieones naturales.
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FIGURA 4.2.5: METAFASE SOMATICA DE UN EJEMPLAR HEMBRA OUE
PRESENTO 2N = 37 DEBIDU A UNA FUSION AUTOSOMICA (Indicada por 1la

flecha).



4.2.6 RESULTADOS DE LA MEIOSIS EN LAS HEMBRAS

4.2.6.1 PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA DE OBTENCION DE

CROMOSOMAS MEIOTICOS EN HEMBRAS

Se disecaron 12 hembras de entre 13 y 220 dias de edad, se
recolectaron ovocitos mediante 1la técnica descripta en el
paragrafo 4.1.2.1, y se hizo el recuento de ovecitos cultivables
y n1no cultivables. Se cbservd un mejor rendimiente de la teécnica
en hembras jovenes, hasta 40 dias de edad.

En hembras mayores no siempre pudieron recuperarse ovocitos
y cuando se lograren recuperar siempre disminuyd 1l1la cantidad
relativa de ovocitos cultivables y también la respuesta positiva
al cultivo.

En la tabla 4.2.6.1 se muestran los resultados cbtenides en

la obtencitn de figuras meidbticas a partir del cultive de

ovocitos.

Tabla 4.2.6.1

Edad No de Hembras Se obtuvieron No de covocitos No de fig.
(dias) disecadas ovoc. cultiv. cultivables meidbticas
13-40 6 S (B3 % 197 (40/9) 31
40-220 6 3 (50 %) 68 (23/9) 8
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4.2.6.2 ANAL ISIS DE LA MEIOSIS DE LAS HEMBRAS

Las bien conocidas dificultades en el estudic de la meicesis
de 1las hembras en mamiferos sblo han permitide investigar la
meiosis en 17 ovocitos de 3 hembras.

El andlisis de éstos cvociteos después del cultivo "in vitro"
descripte en el pardgrafe 4.1.2.1, mostrd la presencia de un
bivalente heteromdrfico claramente identificable.

Dicho bivalente estda formado por un elemente large y un
elemente corto los que a menudo estdn asocciados en forma termino
terminal, en algunos casos mostrarcn un claro quiasma terminal.
El tamaMo de los componentes de este bivalente heterométrfico
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
cromoesdmice determinade por andlisis citogenético de médula
dsea), un bivalente heteromdrfice, sefialado por la flecha, estad
formado por un elemente largo y un elemente muy pequefio que
corresponden a los cromosomas X y x.

En 1la metafase I que se ilustra en la figura 4.2.6.2-b se

observan 19 bivalentes simétrices los que correspenden a la

meiosis de una hembra XX "normal".
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FIBURA 4.2.6.2A: METAFASE 1, HEMBRA 2N = 38; COMPLEMENTO

CROMOSOMICO SEXUAL. Xx. La flecha indica el bivalente asimétrico.
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FIGURA 4.2.6.2-B: METAFASE 1, HEMBRA 2N = 383 COMPLEMENTO
CROMOSOMICO SEXUAL XX "NORMAL". Se observan 19 bivalentes

simeétricos.
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4.3 SINTESIS Y CONCLUSIONES

La necesidad de mantener e identificar 1los dos linajes
cariotipicos de hembras A. azarae fue cubierta mediante 1la
técnica de obtener por biopsias hepdticas el cariotipo de les
neonatos. El1 rendimiento de dicha técnica resultd muy bueno
teniendo en cuenta la conocida dificultad de obtener progresos en
los cultivos de sangre perifeérica de roedores, lo gque impide
hallar celulas en divisidn para observar metafases. La
restriccidn que ofrece el cultive de biopsias hepaticas es que
debe hacerse en los recién nacidos, pero la técnica es sencilla y
ocasiona un dafioc o muerte de los animales minimeo.

Si bien por la calidad de los preparados citcocgenéticos que
se obtienen é&ésta técnica no es dtil para tratamientes de bandeco,
es perfectamente utilizable para analizar el cariotipo a nivel
alpha. Esto permitid mantener animales cuyo carictipo ya era
conocido antes del destete.

Debido a que en uno de los antecedentes cenocidos, el roedor
Myopus schisticolor, las hembras que presentan heteromérfice el
par sexual (X*Y) muestran mediante bandeos G, que el X#® que
portan las hembras heteromérficas y el X de las hembras
"normales” tienmen diferencias en el patrén de bandas G de sus
brazos cortos (Herbst et al., 1978). Se pensdt que en A. azarae
pedria ocurrir algo similar, sin embargo no se pudiercn detectar

diferencias en los patrones de bandeo G de 1leos cromosomas X
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(tante de hembras Xx vy XX comoc maches XY). No es posible
descartar que exista algdn tipo de reordenamiento no evidenciable
por bandeo G. Tal vez de existir algun reordenamiento, pueda ser
visualizado mediante cotras técnicas de bandeo, especialmente -las
relativamente nuevas técnicas de bandec de alta resolucidn (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 ningdn efecto
sobre el mecanismo de determinacion del sexo.

Los resultados obtenidos en cuanto a 1la proporcién de
hembras XX y X en la descendencia de las madres Xx, mostraron
que al nacimiento, la mitad aproximadamente portaron el cromosoma
% materno. esto fue una primera indicaciétn de que el cromosoma ¥
estaba normalmente en los oveocites de las hembras Xx.

Mediante el andlisis de 1a meiosis de las hembras, se
comprobd la formacidn de un bivalente heteromdrfico, indicando de
esta manera que no existe ningun evente de no-disyuncidn que
impida 1la formacidn de gametas portadoras del cromosoma x. For
otro 1lado este fendmeno también es diferente a lo que ccurre en
la meiosis del lemming Myopus schisticolor ddnde por un evente de
no—-disyunciétn 1las gametas de las hembras X#Y sé6lo portan el
cromosoma X* (Fredga et al., 19764).

Tal como fue previamente observado por Lizarralde et al.

(1982) nunca se encontraron hembras Xx en la descendencia de
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madres XX. Permitiende agregar mias elementos de Jjuicio en
detrimento de 1la hipédtesis propuesta acerca del origen del
elemento x, come un mecanismo de compensacidn de dosis sexual
desde la inactivacién de un cromosoma X complete hasta su
eliminacidn, pudiendo preoducir hembras X0 vy Xx (Bianchi &
Contreras, 19673 Bianchi, 1973).

Los estudios citogenéticos en hembras A. azarae provenientes
de capturas en poblaciones naturales de la provincia de Buenos
Aires, permitieron corroborar 1la existencia de hembras
heterogaméticas en las peblaciones naturales de esta especie. EI1
hallazge de un animal 2n=37 debido a una fusidn autosdmica es
coherente con las coneccidas evidencias de ;ue en los Akodontinos
existe una importante tendencia a presentar mecanismos

Robertsoniancs en la modificacién de sus cariotipos (Liascovich,

1991).
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CAPITULO S

DISCUSION

Los mamiferos son conccidos por su mecanismo de
determinacidn del sexo altamente conservado, 1los machos son
heterogaméticos vy las hembras homogaméticas. El1 cromosoma X es
homdloge desde 1los marsupiales hasta 1los placentarios (Ohno,
1967 vy 1979; Cooper et al., 1975; Bull & Bulmer, 1981). Como se
ha mencionado en la introduccién del presente trabajo, la
apariciétn de hembras heterogaméticas es un hecho muy poco
frecuente, pero en particular existen en poblaciones naturales de
varias especies de roedores (Rausch & Rausch, 19723 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 hembras presentaban un cariotipo indistinguible del de
los machos, este hecho fue interpretade como una gran delecidn

del brazo largo de uno de leos cremosomas X (Bianchi & contreras,

19673 Bianchi et al., 1968).
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FIGURA S.1 Patréon de herencia de los cromosomas sexuales

SoMa XX X x
GAMETAS X X X st

M X XX XX XX X x

A

C XY —m—mm—om e e

H

0 Y XY Xy XY Y

5 (%)

Proporcion

de sexos 0,5 0,67
secundaria

Froporciobn

de hembras/ i/’1 2/1
machos

TamatMo de

camada 100 % 795 %
esperado
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En la progenie de las hembras Xx se esperaria una reduccidn del
75% en el tamaho de camada asi come una relacién de sexos de 2

hembras por cada macho per la pérdida de cigotas Y.
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Para el mantenimiento y cria en laboratoric de A. azarae
han sido estudiados los parametros basicos de esta especie.
Muchos de elles son similares a los conocidos para otros roedores
cricetidos <criades en laboraterio como el promedio de crias por
camada, 1la duracitn de la gestacidn, la presencia de cele post-
"parto, los parametros de crecimiento post-natal y la falta de
secuencia vy periodicidad en los cuadros celpeocitoldgicos (De
Villafahe, 1981; Hodara et al., 1984 y 1989; Justines & Johnson,
19703 Mello % Mathias, 1987; Merani & Lizarrayde, 19803 Montoro
et al. 19873 Roldan et al., 1984).

El mantenimiente 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 preductividad cobservada puede
ser un inconveniente. Sin embarge esta baja preductividad ha ido
subsanandese con algunas generaciones de cria y es factible
pensar que si se persiste en su mantenimiento y c¢ria podrA

elevarse la productividad sustancialmente.
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La pesibilidad gque se ha indagado de obtemer superovulaciéon
en hembras A. azarae permitird estudiar si existe o est& impedida
la fertilizacidn de ovocitos pertaderes del cromeosema x por
espermatozoides Y, también el subsecuente estudiec del grado de
viabilidad de las cigotas xY las que probablemente nc superan el
estadio de dos células (donde ocurre activacion del genoma
embrionarie). E1l conocimiento del método de superovulacitn para
esta especie permitirad entonces el analisis de la fertilizacion y
desarrollo embrionaric tempranoc de A. azarae especialmente en
cuanto al destino de las posibles cigotas xY ya que para el
estudio de preparaciones cromosbmicas de embriones, es necesario
inducir superovulacidtn en las hembras. Luege se las aparea y de
esta forma es posible estudiar un nimero significativo de cigotas

de los primeros estadios de clivaje (Kaufman, 1973).

Fara ratdn el 60 % de la variabilidad que se observa en la
longitud de la cola se debe a diferencias genéticas aditivas, en
cambio el tamaMo de camada tiene una heredabilidad de s6le el 15%
(Falconer , 19460).

Generalmente 1los caracteres que son mas esenciales para la
supervivencia de un corganismo (por ejemplo, 1la velocidad de
concepcidn o el tamaflo de camada) muestran uwuna heredabilidad
baja, ya que sdle pueden tolerarse pequefias diferencias
hereditarias Y si eéstas son superiores disminuye la

supervivencia. FPor otra parte, los caracteres que no afectan la
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supervivencia en grado importante (por ejemplo la longitud de 1la
cola en ratones) pueden tolerar considerables diferencias
genéticas sin causar la muerte o la extincidn.

El wnumero promedio de crias por parto para A. azarae
informade para poblaciones naturales es de S (Zuleta, 198%9) y en
laboratorie este promedio fue de 3 a 4 crilas, la disminucidn
observada con respecto a los datos de campo ocurre por igual para
ambos tipos de hembras (no es un heche inusual en roedores
silvestres la disminucion del tamaMe de camada cuando se los

introducte a criadero).

Para explicar el tamafifc de camada inalteradec entre hembras
X0 y hembras con dos X en el Lemming Dicrostonyx torquatus se ha
propueste un incremente en la tasa de ovulacibn por parte de las
hembras X0 como forma de compensar la pérdida de cigotas OY
(Gileva et al., 1982). Sin embargo un aumento en la tasa de
ovulacidn (de 1a cual depende el tamafio de camada) es poco
probable entre hembras emparentadas.

Al cbservar una situaciétn similar en A. azarae en cuanto al
tamatho de camada inalterado entre ambes tipos de hembras, no
reflejando la peérdida de cigotas xY, se indagd la posibilidad de
que en esta especie también hubiera un incremente en la tasa de
cvulacidn como la cbservada para el lemming Dicrostonyx. No pudo

hallarse un incremento significativo en la tasa de ovulacién por
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parte de las hembras Xx A. azarae, en ambos tipos de hembras el
ntmero de cuerpos lédteos observados fue el mismo.

Las observaciones hechas scbre el tamafio de camada
inalterado, vy la misma tasa de ovulacitn pueden explicarse a
condicién de que la compensacién por la pérdida de cigotas xY (de
las hembras Xx) sea en gran parte un proceso automatice. Un
proceso automiAtico debido a la reducciéon de la competencia entre
los embriones scbrevivientes.

Un andlisis tedrico hecho por Bulmer (1988B) en relacidn al
sistema genédtico propuesto por Gileva (1987) para Dicrostonyx,
muestra que una compensacitn autom&tica como propiedad del
sistema reproductivo, es mucho ma; explicativa que una
compensaciétn evelutiva como serla un incremento en la tasa de
ovulacidn aplicable a las observaciones hechas para el lemming
Dicrostonyx.

El analisis de la pérdida pre—-natal en A. azarae estd de
acuerdo con las predicciones tebdricas hechas para el lemming
Dicrostonyx (Bulmer, 1988) ya que se observé la misma peérdida
pre-natal total en ambos tipos de hembras (XX y Xx) pere sin
embargo la pérdida pre—-implantacién fue mayor para las madres Xx.
Esta pérdida pre-implantacién, un 10 % mayor para las madres Xux

refleja la pérdida de cigotas inviables xY.
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La dificultad en la propagacién inicial y la subsecuente
mantencién de hembras Xx (o XY) en poblaciones naturales, podria
llevar a una funcién con severos defectos asociados a la pérdida
de gran parte del cromosoma X. Debido a que la inactivacion de
uno de los dos X en hembras de mamiferos no es absoluta puesto
que ambos estén activos en ciertos estadios de la ovogénesis vy
tempranamente en la embriogénesis. E1l rendimiento reproductivo en
Mus X0 (que aparece rara vez debido a la no disyuncién de los
cromosomas sexuales en las celulas germinales parentales) esta
enormemente reducido en comparacidn con el de hembras XX (Lyon &
Hawker, 1973).

Si 1la capacidad reproductiva de las hembras Xx A. azarae
estuviera reducida, 1la diseminacién del cromosoma % en las
poblaciones estarla restringida vy se prevendria 1la fijacion
evolutiva de la constitucidn Xx en las hembras.

Para explicar el mantenimientec de hembras hetercgameéticas en
las poblaciones naturales de estos roedores, es necesario aceptar
que las hembras hetercgaméticas presentan alguna ventaja selecti-
va frente a las homogameéticas o al menos presenteﬁ el mismo valor
adaptativo. Los pardmetros reproductivos son el componente mas
importante del "fitness" y la comparacidn de diches pardmetros
nos permite explicar el mantenimiento del sistema de determina-
cidn del sexo en A. azarae.

En A. azarae nc hemos podido observar una reduccidn en el
rendimiento reproductivo de las hembras X% sino por el contrario

éste 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
X® sea mayor que el de las hembras XX refleja al menos en parte
porqué existe este polimorfisme de cromosomas sexuales en A

azarae (el cual existe muy probablemente también en especies

relacionadas).

Como se observa en la figqura 5.1 ademds de una reduccidn del
tamato de camada en un 75 % en la progenie de las hembras Xx (por
pérdida de cigotas xY), en generaciones sucesivas una cuarta
parte de 1las gametas x se perderla justamente por 1la muerte
temprana de las cigotas xY. De tal modo que peodria esperarse que
la constitucidén Xx seria cada vez menos frecuente. Si partiendo
de una poblacidn en la que la mitad de las hembras fueran XX y la
otra mitad Xx, y suponiendo un sistema de apareamiento al azar,
en la siguiente generacién habria s6lo un cuarto de hembras Xx vy
en la siguiente sblo un octave de 1las hembras portarian 1la
constitucidn X3, De este modo peodria esperarse que la
constitucién Xx no se habria fijado evolutivamente en las
poblaciones naturales.

Pero para explicar que ambeos tipos de hembras se han
capturado vy se siguen encontrando en poblacicones naturales con
frecuencias elevadas es necesario suponer que el heteromorfismo

de cromosomas sexuales se ha fijado evolutivamente.
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Para comprender 1la relacitn entre el heteromorfismo de
cromosomas sexuales y la din&mica peblacional de estos roedores
es necesario abordar un estudio de las frecuencias genctipicas en

las poblaciones naturales.

La existencia de hembras heterogaméticas en A. azarae no es
la dnica entre los mamiferos. Hasta ahora se conocen los lemmings
(Myopus vy Dicrostonyx) y otros roedores en cuyas poblaciones
naturales coexisten hembras cuyos cromosomas sexuales son
heteromérficos.

Hembras fértiles XY han side muy estudiadas en el "wocod
lemming” Myopus schisticolor ( Herbst et al., 1978: Fredga et
al., 1976 y 19773 Gropp et al., 19765 Winking et al., 1981). en
el caso de Myopus se demostrd que la mutacidn 1ligada al X
(llamada X#*) suprime el efecto de determinacidn de masculinidad
del cromosoma Y. Las hembras X#Y tienen ovecitos con una
constitucidn X*#X* ortodoxa en diacinesis; lo cual se ha explicado
mediante 1la suposicidn de una no-disyuncidn en las cogonias u
ovocitos resultando en la pérdida del cromosoma Y en las células
germinales. Ese es el motivo por el cual las hembras X#Y, al
producir tnicamente ovocitos portando el X* tienen una

descendencia constituida unicamente por hembras.
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Se estudid la posibilidad de que un mecanismeo semejante al
descripto en Myopus estuviera actuande en A. azarae. 5in embargo
dos hechos importantes hacen que el mecanismo involucrado en 1la
determinacidn del sexo en A. azarae sea muy diferente al que
actua en Myopus.

Las hembras heterogaméticas (Xx) de A azarae tienen
importantes diferencias con aquellas hembras X#Y del lemming
Myopus schisticolor. La progenie de las hembras Xx A. azarae esta
formada tanto por hembras como por machos y de ello se desprende
que en el cromesoma X no hay ninguna mutacidn que impida 1la
expresitn del o los genes responsables de la diferenciacidn de
testiculos, 1los 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 esta
formada por hembras fértiles tanto XX como Xx, lo cual es una
primera evidencia de que las células germinales de dichas hembras
portan tanto el cromosoma X como el x.

Este hecho se ha correborade mediante el estudio de 1la
meiosis en las hembras. En las células germinales de las hembras
Xx no existe ningn mecanismo de no-disyuncibon, lo que se ha
verificado por la presencia de un bivalente heteromérfico en 1la
metafase I. Las hembras Xx de A. azarae producen oveocitos con el
cromosema X y ovocitos con el cromosoma x. MAs bien la situacidn
es similar a lo que ocurre en el lemming Dicrostonyx torquatus

m
donde ambos cromosomas, el X "normal"” y el X (mutado) estan
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presentes en los ovocitos (Gileva & Chevotar, 1979).

El hecho de presentar este heteromorfismo de cromosomas
sexuales, no ocasicna ninguna disminucién en la reproduccidn de
las hembras Xx como de ha observado al comparar 1los parametros
reproductivos de ambos linajes de hembras en la colonia de
laboratorio.

Sin embargo 1los datos de tamafio de camada de hembras
cromosomicamente mutadas, usualmente reflejan la muerte durante
el desarrollo en el udltero de fetos geneéticamente desvalanceados.
La constitucidn X0 por si sdla, ya permite supconer que la calidad
de 1los ovocitos es o puede ser una causa de la reduccidn del
tamatio de camada. Ademas de la muerte temprana de fetos OY
durante los dos primeros estadios de clivaje (De Boer & de Jong,
1989).

Podlamos sospechar que las hembras Xx A. azarae podrian
comportarse en forma semejante al ratétn XO por carecer al menos

de gran parte de uno de los cromosomas X.

Estudios histoldgices cuantitatives en ratdn revelaron que
la mayorla de los ovarios X0 son normales al final de 1la vida
fetal (Burgoyne & Baker, 1981), pero luegoc del nacimiente han
perdido 1la wmitad de los covocitos en comparacién con los que

tienen sus hermanas XX (Burgoyne & Baker, 1985).

145



La disminuciétn en la cantidad de ovocites también es un
hecho que se observa en ratones que presentan uno de sus
cromosomas X con una gran inversidn, la explicacidn del
acortamiento en la vida reproductiva de los ratones X0 (Lyon &
Hawker, 1973) podria ser la disminucidn observada en el ndmero de
ovocitos. Esta disminucidn estid ocasionada por el alto grado de
atresia folicular debido probablemente al apareamiente incompleto

del cromosoma X en paquitene (Burgoyne & BRaker, 1985).

Sin embargo en A. azarae no se ha observade una disminucidn
en el tamatc de camada de las hembras X gi tampoco una reduccién
en la longitud de la vida reproductiva, sino per el contrario las
hembras Xx se han mostrado mejores reproductivamente.

Las investigaciones sobre las relaciones entre la fertilidad
y las anormalidades cromosdmicas se han hecho importantes,
especialmente en ratdn, desde la adaptacidn de las teécnicas de
extendidos para meiocitos en estadios de cigotene, paquitene vy
diplotene, que permitieron su estudio a nivel ultraestructural
por microscopia electrdnica.

Frobablemente en A. azarae Xx exista algin mecanismo que
compense la falta de gran parte del cromosoma X (o todo &1 de
tratarse de hembras XY) durante la meiosis y este mecanismo actue
en la ovogeénesis de A. azarae Xx en diferente forma que en Mus
XO0. Muy probablemente este mecanismo sea la autosinapsis como ha

discutido Solari et al. (198%9).
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Para comprender la discrepancia entre los datos observades
sobre el rendimiento reproductive de hembras Xx y 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 histoldgicas tomadas justo antes
o poco después del nacimiento de las hembras y contar el n4mero
de ovocitos aplicando técnicas cuantitativas de la histolegla de
ovarios (De Boer & Jong, 198%9). En A. azarae se ha iniciado el
estudio de la histolegla de los ovaricos de hembras XX y Xx, por
el momento se sabe que existen dos tipos de evaries claramente

distinguibles por su diferente grado de atresia folicular

(S5clari, com. pers.).

La secuencia de 35 Kb, descubierta en 1990 por Sinclair et
al. (gen SRY, regitn determinante del sexce) en el cromosoma Y
humano planted la posibilidad de que la determinacidn del sexo en
el hombre se inicie en el gen SRY y continue con una cascada de
genes regulatorios (McLaren, 1990). Los avances realizados en
este tema en humanos lejos de ser el finél del problema

constituyen el comienzo del conccimiente de la genética de 1la

determinacién del sexo en los mamiferos.
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Como se ha mencionado las hembras A. azarae portadoras de un
par de cromosomas sexuales heteromérfico fueron interpretadas
como hembras que poseian un cromosoma X delecionado. Sin embargo
la posibilidad de que dichas hembrras, portadoras de un par de
cromosomas sexuales heteromérfico fueran XY ne puede descartarse
con los datos publicades hasta ahora. La suposicidon de una gran
delecidtn del cromosoma X ha sido discutida (Fredga, 1983) vy 1la
imposibilidad de descartar la hipdtesis XY para las hembras A.
azarae heteromérficas mediante métodos citogenéticos (Lizarralde
et al., 1982), ha conducido a la utiliZacidn de sondas de ADN
der ivadas del cromosoma Y humano intentando demostrar la
identidad de ese pequefio cromoscema presente en las hembras
heterombrficas (Bianchi et al., 1989).

Fero 1la discusidn acerca de si se trata de un cromosoma X
con una gran delecidn o de un cromosoma Y no ha concluido
definitivamente. El peolimorfismo de cromosomas sexuales en Akodon
azarae continua siendo motivo de debate, ya que durante la
profase meidtica de hembras Xx la razdn de la longitud de los
elementos X y x es significativamente menor que la que hay entre
les elementos X e Y de los machos, ademas la localizacidn del
cinetocoro, la ocurrencia de sinapsis y autosinapsis han
evidenciade un comportamiento claramente diferente entre el par

Xx de las hembras y el par XY de los machos (Seolari et al.,

1989).
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El origen del elemento pequeMo, que citeclégicamente en
metafases somaticas es indistinguible del cromosoma Y, que
acompafta al cromosoma X en las hembras heteromdrficas, excedid
loes 1imites de esta investigacidn, por lec cual se ha adoptade la
nomenclatura Xx para las hembras heteromdrficas sin descartar
totalmente la posibilidad de que se trate de un cromosoma Y. Ferco
probablemente de tratarse de un cromosoma Y originalmente, habria
perdido &1 o los genes responsables de desencadenar la cascada de
eventos conducentes a la formacidn de testiculos. Muy
probablemente serla deficiente para el gen coerrespondiente al SRY
hallado en humanos. Si las hembras A. azarae Xx fueran en
realidad XY hay dos origenes posibles para explicar el fenotipo
femenino.

La primera es suponer que en la meiosis del mache, el gen
correspondiente al SRY humano (llamémoslo sry(az)) se haya
traslocado al X. Esta traslocacién conduciria a la formacibn de

sry(az)
gametas X y gametas con el Y# deficiente. La descendencia
de un macho con dicha mutacién, cruzado con una hembra XX
"nmormal" darila origen a machos cuyo sexo fenotipico no estarila de
acuerdo con su sexo citogenético, es decir serlan machos
sry(az)
XX y hembras también cuyo sexo fenotipico serila el
contrario al citogenético, es decir hembras XY#. Estas hembiras
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", dejarian una descendencia formada por hembras

149



XX, XY*, machos XY y cigotas YY#* (inviables).

La segunda posibilidad, sobre el origen de 1las hembras
heterogaméticas es que un macho XY, en su gametogénesis haya
perdido (por mutacién o delecibon) el gen sry(azi, sin haberlo
traslecade al X ni a ninglin autosoma. Habrla sido en este caso
una mutacién conducente a la formacién de gametas X y gametas con
el Y% (mutado). Aparesndose con una hembra XX "normal" su
descendencia estaria formada sdlo por hembras XX y XyY*. Estas
hembras XY*% por cruzamiente con machos XY "normales" dejarian en
la descendencia hembras XX, XY#, machos XY y cigotas YY*
(inviables).

La dnica diferencia entre ambas situaciones es que si se
tratara de una traslocacidn del sry(az) al X, esto ocurriria con
cierta frecuencia con lo cual habria que poder encontrar machos

sry(az)
XX s lo que nos indicarla que hembras XY#* estan apareciendo
en las poblaciones naturales,también con dicha frecuencia. Lo
cual no es muy improbable si diche gen en esta especie estuviera
tan cercano a la regién "pseudoautosdmica" o de recombinacitn
como lo estad en humanos (Sinclair, 1990).

Si el origen de las hembras heteromdrficas para el par
sexual hubiera sido el de una mutacion del Y, podria pensarse en
un evento dnico mas que en un evento recurrente. Y por otro lado
estarla mads de acuerdo con el hecho de que en especies
relacionadas, aparecen hembras heterogameéticas. Se habria fijado

por mno significar un deteriore en 1la reproduccién de estas
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posibles hembras XY#*.

Sin dejar de ser especulative el posible corigen mencionado
para las hembras heterogaméticas en A. azarae, plantea 1la
sry(az)
necesidad de buscar machos XX s ¥ de hallarlos analizar su

frecuencia.
Para comprender cabalmente el modelo serila necesario conocer

en profundidad 1los mecanismos de regulacién de 1la poblacidn

porque el destino de los cromosomas sexuales dependeran de la

densidad de las poblaciones.

Debido a que hay cierto numero de especies de mamifercos con
mecanismos de determinacidn del sexo complicades o desconocidos,
y poce se sabe sobre el origen y evolucidn de 1los mecanismos
sexuales cromostmicos este trabajo ha intentado esclarecer

algunos aspectos de la determinacidn del sexo en Akodon azarae.
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