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“Espermatogénesis, ciclo anual e induccion hormonal de la
espermiacién en el pez protoginico diindrico, Synbranchus marmoratus
Bloch, 1795 (Teleostei, Synbranchidae).”

I RESUMEN I

En el presente estudio se ha determinado que, en las zonas muestreadas en
Argentina, la anguila criolla, S. marmoratus, es una especie protoginica diandrica,
presentando dos tipos de machos: los primarios, que nacen como tales y los secundarios
que provienen de la reversion sexual de hembras funcionales. La poblacion estudiada
presentd un 20% de machos primarios y un 80% de secundarios.

Utilizando técnicas para microscopia Optica y electronica, se caracterizaron
anatomica e histologicamente las gonadas de ambos tipos de machos y de los
revertantes asi como la espermatogénesis y el ciclo testicular anual. Ambos machos
poseen testiculos de tipo lobular irrestricto y la espermatogénesis se desarrolla a lo largo
del afio. Las gonadas poseen un compartimiento germinal, organizado en 16bulos donde
la diferenciacion celular es sincronica dentro de cada espermatocisto. En el
compartimiento intersticial se observan células de Leydig, células mioides, fibras
colagenas y vasos sanguineos.

El ciclo anual fue dividido en 5 clases reproductivas: regresada, maduracién
temprana, maduracion media, maduracion final y en regresion, basandose en los
cambios del epitelio germinal y en la preponderancia de los distintos tipos de células
germinales. Se observo la presencia de un epitelio germinal permanente y no se han
encontrado diferencias entre ambos tipos de machos.

Se identificaron las formas de GnRH en cerebro (salmén y chicken-II). Se indujo
artificialmente la espermiacion utilizando un analogo superactivo de GnRH y un
antagonista dopaminérgico, obteniéndose un 100% de liberacion de esperma a la tercera
semana de tratamiento. Esto se corrobor6 a nivel histologico. Se observé un aumento
significativo de los niveles de testosterona y estradiol en sangre respecto de los animales
control.

Palabras claves: peces, Synbranchiformes, anguila criolla, reproduccion, testiculo, ciclo anual,
espermatogénesis, epitelio germinal, GnRH, domperidona, induccion de la espermiacion,
reversion sexual, hermafroditismo, protoginico diandrico.
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“Spermatogenesis, annual cycle and hormonal induction of
spermiation in the protogynic diandric fish Synbranchus marmoratus
Bloch, 1795 (Teleostei, Synbranchidae)”.

I ABSTRACT I

The swamp eel, Synbranchus marmoratus, is a protogynic, diandric fish having
two types of males: primary males, constituting only 20% of the population studied,
develop directly as males. Secondary males made up 80% of the population and develop
from sex reversal of functional females. Light and electron microscopy were used to
study the anatomy of testes in both types of males, spermatogenesis, and changes during
the annual reproductive cycle.

Testes were unrestricted, with respect to the distribution of spermatogonia, and
lobular. Within the lobules, the germinal epithelium had distinct annual changes in
spermatogenesis. When reproductive, spermatogenesis was confined to spermatocysts
whose borders were composed of Sertoli cell processes and within which sperm
maturation was synchronous. During the annual reproductive cycle, five maturation
classes were observed that were defined by changes in the germinal epithelium: early
maturation, mid maturation, late maturation, regression, and regressed. Sertoli and germ
cells formed a permanent germinal epithelium, i. e. it was present throughout the year.
The testis interstitial compartment was composed of Leydig cells, myoid cells, collagen,
and blood vessels.

Two gonadotropin releasing-hormone (GnRH) brain forms were characterized:
salmon (sGnRH) and chicken II (¢cGnRHII). Hormonal induction of spermiation were
carried out using a superactive GnRH analogue and a dopaminergic antagonist.
Histological analysis demonstrated that the treatment induced 100% spermiation within
three weeks. Serum testosterone and estradiol levels were significantly higher in treated
than in control swamp eels.

Key words: fish, Synbranchiformes, swamp eel, reproduction, testis, annual cycle,
spermatogenesis, germinal epithelium, GnRH, domperidone, induction of spermiation, sex
reversal, hermaphroditism, protogynic diandric fish.
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Introduccién General

I INTRODUCCION GENERAL I

Los peces, al igual que otras formas de vida, poseen un inmenso valor para la

humanidad. Desde siempre, han formado parte de la dieta basica de muchos pueblos.
Hoy en dia, ellos conforman un elemento importante en la economia de muchas
naciones asi como brindan un incalculable valor recreacional a los naturalistas, a los
entusiastas del deporte y a los acuaristas. Los peces también han sido parte de acuerdos
y desacuerdos nacionales e internacionales. Muchas instituciones gubernamentales han
invertido desde siempre en el estudio de su biologia reproductiva y en las formas que
éstos poseen para su propagacion. Aspectos particulares han llevado estas
investigaciones al terreno del comportamiento, la ecologia, la evolucién, la genética y la
fisiologia. Frecuentemente, han sido utilizados como indicadores o acumuladores de
contaminacién para proteger los ecosistemas y la salud de las poblaciones (Nelson,
1994).

Los peces constituyen, aproximadamente, algo mas de la mitad del numero total,
de las 48.170 especies de vertebrados vivientes conocidas. Existen descripciones de
unas 24.600 especies de peces, comparadas con los 23.550 de los tetrdpodos (Kardong,
1998).

Actualmente, los peces 0seos pueden dividirse en dos clases: los Actinopterygii
y los Sarcopterygii (Figura 1a). El primero, abarca la mayoria de los peces 6seos y ha
sido el grupo mas grande y predominante desde la era Paleozoica. El segundo, aunque
mas pequeiio, es muy importante en relacién con la historia de los vertebrados dado que
origind a los tetrapodos y a sus descendientes. Dentro de los Actinopterygii una de las
subdivisiones mas aceptadas actualmente es la de Chondrostei y Neopterygii, los cuales
se subdividen a su vez en otros taxa (Nelson, 1994).

Dentro de los Neopterygii es donde encontramos a los Teleostei, el cual esta
compuesto por mas de 20.000 especies vivientes (Figura 1b). Ellos exhiben una amplia
distribucion geografica y su historia data de 225 millones de afios (Periodo Tridsico).
Aun asi, éste parece ser un grupo monofilético originado en un ancestro comun. En
general, comparten ciertas caracteristicas como ser la presencia de cola homocerca,
escamas circulares, vértebras osificadas, vejiga natatoria y un craneo con una compleja

movilidad de la mandibula que le permite la rapida captura del alimento (Kardong,
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Introduccién General

1998). Es notable, sin embargo la diversidad de sistemas reproductivos y patrones
sexuales que este grupo posee (Sadovy y Shapiro, 1987).

Algunos de los grupos mas familiares de teledsteos vivientes incluyen a los
ordenes de los Clupeiformes (sardinas, anchoas), Salmoniformes (salmén, trucha),
Perciformes (perca, corvina, palometa), Cypriniformes (carpa, dorado), Siluriformes

(bagre), y los Atheriniformes (pejerrey, medaka), entre otros.

EL MODELO BIOLOGICO: Synbranchus marmoratus

Synbranchus marmoratus Bloch, 1795, vulgarmente conocida como “anguila
criolla”, “anguila de barro” o “pira mboi”, es un pez teledsteo, perteneciente a la
Familia Synbranchidae del Orden Synbranchiformes (Figura 2a) (Ringuelet y col.,
1967). En este Orden se incluyen otros peces de aspecto anguiliforme, muy similares a
la verdadera anguila (4nguilla sp.), pero de la cual los separa una considerable distancia
taxonémica: el género Anguilla pertenece al Orden Anguiliformes, Superorden
Elomorpha (Rosen y Greenwood, 1976).

El Orden Synbranchiformes comprende un grupo de peces con caracteristicas
anatémicas muy particulares: carecen de aletas pectorales y pélvicas y en su lugar
poseen un pliegue tegumentario sin radios que en la mayoria de los casos confluye en
una unica formacion dorso-caudo-ventral; ausencia o reduccion casi total de las escamas
en la mayoria de los géneros; el hueso cuadrado esta articulado en dos sitios haciendo
de éste uno de los pocos grupos de teledsteos con suspensién mandibular de tipo
anfistilica (tipica de Elasmobranquios primitivos y Crosopterigios). Ademas de la
respiracion branquial, poseen respiracién aérea; los ojos son pequefios y algunas
especies son funcionalmente ciegas. Las membranas branquiales estan unidas,
confluyendo en una pequeiia abertura branquial o poro debajo de la cabeza; carecen de
vejiga natatoria y costillas y poseen cuatro arcos adrticos completos. La mayoria son de
tipo hermafrodita protoginico (ver Capitulo I). Todas estas caracteristicas hacen de este
grupo de teledsteos uno de los mas altamente especializados en un gran nimero de

aspectos (Lauder y Liem 1983).

La clasificacion sistematica de los Synbranchiformes considerada en este trabajo
corresponde a la adoptada por Nelson (1994). El Orden comprende 3 familias, 12

géneros y alrededor de 87 especies de las cuales 84 viven en agua dulce.
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CLASE Actinopterygii
SUBCLASE Neopterygii
DIVISION Teleostei
SUB DIVISION Euteleostei
SUPERORDEN Acanthopterygii
SERIE Percomorpha
ORDEN Synbranchiformes (Synbranchii)
SUBORDEN Synbranchoidei
FAMILIA Synbranchidae

SUB-FAMILIA Synbranchinae (tres géneros)
GENERO —»  Ophisternon (6 sp)
—»  Monopterus (15 sp)
—»  Synbranchus (2 sp)(*)
ESPECIES: Synbranchus marmoratus
Synbranchus madeira
SUB-FAMILIA Macrotreminae (un solo género)
GENERO  Macrotrema (1 especie)
FAMILIA Chaudhuriidae (5 sp)
FAMILIA Mastacembelidae: 2 subflias, 4 gros, 57sps

(*) Se determinaron 6 especies nuevas para el Amazonas. Prof. S. Favorito. Univ. Bandeirante, S. Paulo,
Brasil. Com pers., 2000.

Los géneros que conforman la familia Synbranchidae, viven en agua dulce y
ocasionalmente en estuarios. Se distribuyen ampliamente en toda la zona tropical y
subtropical, Oeste de Africa, Liberia, Asia, Archipiélago Indo-Australiano, México y
América Central y del Sur (Nelson, 1994).

Hubbs, en 1938, describi6 una especie cavernicola ciega, Ophisternon infernalis,
confinada a la Peninsula de Yucatin. En 1972, Rosen y Rumney describieron una
segunda especie, Synbranchus madeira, endémica para el Sistema del Rio Madeira
(Bolivia). De la revision sistemética hecha por Rosen y Greenwood en 1976, quedaron

confirmadas para el nuevo mundo bajo el Orden Synbranchiformes: Synbranchus
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marmoratus, Synbranchus madeira, Ophisternon infernalis 'y Ophisternon
aenigmaticum (Cordero, 2000).

La distribucién del género Synbranchus es muy amplia: desde el sur de México
(Veracruz) hasta el sur de la Provincia de Buenos Aires. En Argentina, la especie S.
marmoratus habita las cuencas de los rios Paraguay, Parana, Uruguay, Bermejo, Salado
(Provincia de Buenos Aires), Rio de La Plata y laguna Iber4 (Bonetto, 1976; Ferndndez
y Buti, 1996; Gémez y Chebez, 1996; Cione y Barla, 1997). Segun Ringuelet y
colaboradores (1967) serfa el pez de mayor distribucién en América del Sur.

Bonetto y Cordiviola de Yuan (1969) estudiaron varios cuerpos de agua
temporarios del rio Parand durante la estacion de las aguas bajas, observando la
presencia de numerosas especies de peces adaptadas a estas condiciones entre ellas se
encuentra la anguila criolla.

S. marmoratus es una especie nativa y tipica de nuestros ambientes l6ticos y
lénticos de aguas tranquilas permanentes y transitorias como arroyos, lagunas, pantanos
y esteros donde cumple su ciclo de vida completo (Cordiviola de Yuan y Pignalberi de
Hassan, 1985). Es un pez de habitos crepusculares, nocturnos y cavicolas: vive en
cuevas que clla misma horada en las orillas de los cuerpos de agua donde habita (Figura
2c). Ademas de las caracteristicas anteriormente mencionadas para el Orden
Synbranchiformes, S. marmoratus posee narinas y ojos pequefios, de posicién anterior
(Figura 2b) y solo tiene aletas pectorales en etapa larval (Taylor, 1913). Aparte de la
tipica respiracién branquial de los teledsteos, esta especie posee respiracion intestinal
(Baldisserotto y col., 1993) y bucofaringea muy desarrollada (facultativo), pudiendo
permanecer fuera del agua durante varias horas (Figuras 8c yd) (Rosa 1977, Bicudo y
Johansen, 1979; Sawaya y Piccolo, 1979; Graham, 1981, 1994; Graham y Baird, 1984,
Munshi y Signh, 1968, Munshi y col., 1990; Thurston y Gehrke, 1993; Graham y col.,
1987, 1995). La piel es muy gruesa y produce abundante mucosidad que recubre todo su
cuerpo y la hace muy resistente a infecciones y a la vida en cautiverio.

Durante su etapa como juvenil, se alimenta de zooplancton, pequefios crustaceos
(Cladocera y Ostracoda) e insectos asociados a la vegetacion flotante (Rodriguez,
1999). En la etapa adulta, es camivora, ingiere peces, moluscos (Pellecipoda y
Gastropoda) y crustaceos (Olazarri, 1961; Marlier, 1967).

En muchas localidades del interior de nuestro pais es utilizada para consumo

humano dado que el peso del animal ya faenado corresponde a un 70% del total y
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presenta varios aspectos homologables a la anguila europea y asiatica, Anguilla sp., muy
explotada y consumida en Europa y Asia.

En nuestro pais en particular, existen grandes cuencas hidrograficas y cuerpos de
agua asociados que alcanzan a cubrir extensas superficies con una abundante riqueza
icticola asociada tanto en aguas continentales como marinas (Ringuelet y col., 1967).
Mucho se ha investigado en nuestro pais sobre distintos aspectos de la biologia de peces
marinos y de agua dulce y hay vasta bibliografia disponible sobre taxonomia, ecologia y
anatomia. Sin embargo, respecto de la biologia de la reproduccion, hay poca
informacion y debido a la gran diversidad es importante el estudio de los habitos y
caracteristicas reproductivas de aquellas especies que, por su distribucién geogrifica,
incidencia ecoldgica, contenido proteico u otras caracteristicas, son de interés en el

campo econémico como producto de consumo (Colciencias-Inderena, 1985).
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I OBJETIVOS I

El propésito de la presente tesis doctoral fue conocer algunos aspectos de la
biologia reproductiva de los machos de S. marmoratus Bloch, 1795 (Teleostei,

Synbranchiformes), dada la escasa informacion sobre el tema.

Para ello, se establecieron los siguientes objetivos dividiendo el trabajo en tres

capitulos:

1) Caracterizar anatémica e histoldgicamente (a nivel optico y electronico) la gonada de
los machos secundarios y de los revertantes. Verificar que en las zonas a muestrear en
nuestro pais, existen s6lo machos secundarios. Describir cada uno de los estadios de la

espermatogénesis (Capitulo I).

2) Estudiar los cambios ciclicos que presenta la gonada a lo largo del afio y determinar

el periodo de madurez sexual (ciclo reproductivo anual) (Capitulo II).

3) Identificar las variantes moleculares de las hormonas liberadoras de gonadotrofinas
(GnRH) para permitir futuros estudios acerca de la funcién de las mismas en la
reproduccion de esta especie. Inducir artificialmente la liberaciéon de gametas
masculinas (espermiacién) utilizando un analogo superactivo de GnRH y un antagonista

dopaminérgico. (Capitulo III)



CAPITULO I
CARACTERISTICAS ANATOMICAS E

HISTOLOGICAS DE LAS GONADAS. |
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INTRODUCCION

“Would the battle of the sexes never have begun if humans had more fish like qualities?”

EL HERMAFRODITISMO EN LOS PECES TELEOSTEOS

Se dice que una especie es hermafrodita si una proporcion importante de los
individuos de la poblacion funciona con ambos sexos, ya sea simultineamente o
secuencialmente, en algin momento de su vida (Sadovy y Shapiro, 1987).

Tres aspectos de esta definicion requieren comentario:

1) la definicion se aplica a especie y no a individuos.

2) el énfasis se pone sobre la funcion reproductiva. La presencia de tejido gonadal no
funcional de un tipo en individuos que poseen tejido funcional de otro tipo, no es
criterio suficiente para designar a la especie como hermafrodita.

3) la definicion especifica que, los individuos que funcionan con ambos sexos, deben
ser relativamente comunes en la poblacion.

Existen también especies en las que algunos individuos pueden cambiar de sexo
bajo determinadas condiciones ambientales, como polucion, stress o temperatura (Jafri y
Ensor, 1979; Wamer, 1982). Purdom (1984) utiliza el término “hermafroditas normales
y anormales”, siendo estos ultimos los no funcionales, mientras que Francis (1992) se
refiere a “hermafroditas y hermafroditas rudimentarios”.

En las especies hermafroditas se encuentran tres tipos de goOnadas con
caracteristicas bien marcadas. La gonada “limitada” donde una membrana de tejido
conectivo, separa el tejido femenino del masculino (Figura 3a). La gonada “no limitada
tipo I”” en la cual los tejidos femenino y masculino estan en contacto uno con el otro,
pero no se mezclan (Figura 3b). La gonada “no limitada tipo I1”, donde los tejidos

femenino y masculino estan entremezclados (Figura 3c).

Existen dos formas basicas de hermafroditismo: A) Simultaneo y B) Secuencial o
consecutivo.
A) Hermafroditismo simultdneo: los individuos funcionan con ambos sexos al mismo
tiempo. Es poco comun entre los teleosteos y esta restringido a especies marinas
frecuentadoras de arrecifes de coral (Reinboth, 1988).
Este tipo de hermafroditismo se puede diagnosticar teniendo en cuenta las

siguientes caracteristicas:



Figura 3. Tipos de gonadas encontradas en las especies hermafroditas segin Sadovy y
Shapiro (1987). A) Goénada limitada. B) Gonada no limitada tipo I. C) Gonada no
limitada tipo I1.

C: tejido conectivo; LO: luz ovarica; S: conducto espermatico; SO: seno ovarico; SS:

seno espermatico; T: tejido testicular; TO: tejido ovarico.
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a) Las gonadas son limitadas o no limitadas tipo I.

b) El tejido gonadal femenino y masculino esta presente desde estadios tempranos del
desarrollo gonadal. Pero debe existir tejido gonadal funcional de ambos sexos esto es,
tejido ovarico con oocitos vitelogénicos, tejido espermatico con espermatidas y/o
espermatozoides y conductos eferentes bien definidos.

c¢) Comprobacion de la autofecundacion.

d) Deberia conocerse que ambos tipos de tejidos funcionaran igual cantidad de tiempo

durante la estacion de reproduccion y a través de la vida del individuo.

Ejemplos:

- Orden Cyprinodontiformes: Cyprinodontidae: Rivulus marmoratus (se autofecunda-y
existen gonocoricos) (Harrington, 1971).

- Orden Perciformes: Serranidae. Serranus fasciatus, S. tigrinus, S. baldwin y. S. scriba
(Leonard, 1993). S. cabrill y S. subligerius (se autofecundan) (Hasting y Bortone,
1980), Hepatus hepatus, Hypoplectrus nigricans (Fisher, 1981) y H. puella (Ramirez,
1984).

B) Hermafroditismo secuencial: la gran diversidad de peces teledsteos presenta
variados patrones de diferenciacion sexual, por los cuales las gonadas se transforman en
ovarios o testiculos funcionales (Liem, 1963 y 1968). Una de las expresiones de
plasticidad mas importantes en el desarrollo, es la existencia de especies hermafroditas
secuenciales en donde el cambio de sexo se presenta en alguna etapa de la vida (Lavett
Smith, 1967, Francis, 1992). Aun en los teledsteos gonocoricos, hay una variacion
marcada en el modelo de determinacion sexual y diferenciacion (Reinboth, 1983; 1988).
Yamamoto (1969) describio especies de peces gonocoricos, diferenciadas e
indiferenciadas, basandose en la secuencia morfologica de la sexualidad y en la
ocurrencia espontanea de reversion sexual e intersexos. La reversion natural del sexo, es
decir, la maduracion sucesiva de tejidos sexuales masculinos y femeninos en la histona
de vida de los individuos, ocurre en varios teledsteos como un fendmeno espontaneo.
Para diagnosticar el hermafroditismo secuencial se utilizan dos parametros: la
distribucion de la frecuencia de tamafios o edades y la proporcion de sexos en los

adultos (a través de estudios histologicos).

Existen dos tipos de hermafroditismo secuencial:
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1) Protandria: algunos o todos los individuos de una poblacion funcionan
primero como machos y luego como hembras, esto no es frecuente entre los teledsteos.
Hay dos modelos diferentes de desarrollo de hembras. En uno, las hembras se
manifiestan como tales desde la larva y se las llama “hembras primarias”. En el segundo
tipo las hembras se desarrollan a partir de machos funcionales, por reversion sexual de
los mismos, y se las llama “hembras secundarias”. Las especies que poseen solo
hembras secundarias son llamadas “monoginicas” y las que poseen ambos tipos,
“diginicas” (Sadovy y Shapiro, 1987).

En las especies con gonada “no limitada™, no se observa tejido testicular en los
ovarios de las hembras totalmente transformadas.

En las especies con gonada “limitada” como por ejemplo los Sparidos, no hay
tejido testicular o queda un vestigio unido al ovario.

Por lo tanto, la protandria no puede ser diagnosticada por la persistencia de

caracteristicas del sexo inicial, al final de la reversion.

Los parametros tomados en cuenta para diagnosticar protandria son:
a) Reconocimiento del tejido gonadal en individuos de distintos tamaiios.
b) Observacion de tejido espermatico en degeneracion y ovarico en formacion.
¢) Induccion experimental del cambio de sexo.

En a y b es fundamental encontrar individuos transicionales.

Ejemplos:
- Orden Stomiiformes: Gonostomidae. Gonostoma elongartus (Fisher, 1983).

- Orden Perciformes: Sparidae: Sparus aurata (Zohar y col., 1978), Pagellus
centrodontus, P. acarne, P. mormyrus, Sargus sargus, Boops salpa (gonocoricos)
(Sellami y Bruslé, 1975) y Rhabdosargus sarba (limitada). Pomacentridae: Amphiprion
akallopisos, A. bicinctus y A. clarkii (Moyer y Nakasono, 1978b).

2) Protoginia: algunos o todos los individuos de una poblacion funcionan primero
como hembras y luego como machos. Entre los teledsteos es muy frecuente. Hay dos
modelos diferentes de desarrollo de machos. En uno, los machos desarrollan como tales
desde la larva y se los denomina “machos primarios”. En el segundo tipo, los machos
desarrollan a partir de hembras funcionales, por reversion sexual de las mismas, y se los

llama machos “secundarios”. Las especies que poseen solo machos secundarios son
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llamadas “monandricas” y las que poseen ambos tipos de machos, “diandricas”
(Reinboth, 1983, 1988; Sadovy y Shapiro., 1987). Es especialmente comuin en especies
marinas de aguas templadas.

Chan y Phillips (1967) distinguieron dos tipos de machos ("cordon completo y
medio cordon™) en las poblaciones de Monopterus albus (Zuiew) de las provincias de
Kuantung y Hong Kong. Liem (1968) estudio ejemplares de M. albus de 11 a 73 cm.
Los machos que median, menos de 30 cm de longitud tenian invariablemente gonadas
bilobulares sin evidencia de tejido ovarico u organizacion lamelar. Por lo que, es
razonable asumir que ellos son machos primarios. Estos fueron registrados en
poblaciones de Tailandia, Sarawak (Bormeo), Malasia y Okinawa. En los machos
secundarios la organizacion lamelar de la gonada femenina es retenida dentro del
testiculo, el espermatozoide se desarrolla en la lamela ovarica primaria y la cavidad
ovarica primaria persiste. Esto se encontro entre los individuos de mayor tamafio, que se
originan de la reversion sexual de las hembras.

Liem (1968), distingui6 machos primarios y secundarios en poblaciones de S.
marmoraitus de América Central y del Sur, pero no encontr6 machos primarios en
Argentina, Cuba, Indias Occidentales e isla Perla (Panama). Los machos primarios
estuvieron ausentes en poblaciones de M. albus en Bandung, Java (Liem, 1963), el rio
Uda, Japon (Okada, 1966) y en Pehpei, China (Liu, 1944). Estas observaciones parecen
indicar la existencia de diferentes razas geograficas en los Synbranchiformes, pero
también es posible que los machos primarios no hayan sido muestreados y por ello,

estuvieran ausentes en las colecciones.

Los machos secundarios de especies monandricas y diandricas presentan las
siguientes caracteristicas:
a) Generalmente el tejido ovarico desaparece durante o posteriormente a la reversion del
sexo, pero mantienen la cavidad ovarica primaria por lo cual, la luz ovarica es una
fuerte evidencia de reversion sexual.
b) Los conductos espermaticos se desarrollan en grietas de las capas musculares de la
capsula ovérica y corren a lo largo de la pared gonadal, constituyendo un buen criterio

para demostrar la reversion sexual.
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Ejemplos:

- Orden Perciformes: Sparidae (Hecht y Baird, 1977): Pagellus erythrimus
(gonocoricos), Spondyliosoma cantharus, Dentex tumifrons (gonocoricos).

- Serranidae (Hasting, 1981, Shapiro, 1981a). Alphes sp., Petrometropon sp.,
Ipinephelus sp., Mycteroperca sp., Cephalopholus sp., Serranus sp., Hipolectrodus
maccullochi, Plectropomus leopardus (Ferreira, 1995).

- Anthiidae: Anthias squamipinis (Shapiro, 1981c).

- Labridae (Ross y col., 1983): Labrus tardus (gonocoricos), L. merula, L. ossifagus
(Lonnberg y Gustafson, 1937), Labroides dimidiatus, Coris giofredi y C. julis
(Reinboth, 1962) Hemipteronotus sp., y Halichoeres poecilopterus (Okada, 1964),
Thalasoma bifasciatum (Bloch) y T. pavo (Reinboth, 1962).

- Gobidae (Cole, 1983, Cole y Robertson, 1988; Ross y col., 1983): Gobiosoma
multifasciatum, Priolepis hipoliti, Coryphopterus nicholsi, Coryphopterus personatus
(monandrica).

- Scaridae (Robertson y Warner, 1978): Sparisoma aurofrenatum.

- Pomacanthidae (Sakai, 1996, Sakai y Kohda, 1997): Centropyge interruptus, C.
bicolor, C. tibicen, C. resplendens y C. ferrugatus.

- Orden Synbranchiformes: Monopterus albus (Chan y Phillips, 1967), Synbranchus
bengalensis (M’Clelland), Synbranchus marmoratus (B.) y Typhlosynbranchus boueti
(Pellegrin) (Liem, 1968).

Como hemos visto, los peces teledsteos exhiben varios patrones sexuales durante
su ontogenia, en donde las gonadas se transforman en ovarios o testiculos funcionales.
La expresion mas remarcable de plasticidad en el desarrollo sexual es el cambio de
sexo, el cual les ha brindado una importante ventaja adaptativa. Dado que éstos
procesos son regulados por factores genéticos y fisiologicos asi como ambientales, es
muy interesante no solo conocer los mecanismos de diferenciacion sexual sino, aplicar
dichos conocimientos en el control del sexo como parte de programas de investigacion y

acuicultura intensiva (Pandian y Sheela, 1995).

LA GONADA MASCULINA
Los testiculos de los vertebrados en general son organos pares, pero hay especies
donde puede ser impar. Esto se debe a la fusion temprana de los mismos durante el

desarrollo o a la degeneracion unilateral de uno de ellos. Estan ubicados en la region
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dorsal de la cavidad del cuerpo, a ambos lados de la linea media y unidos a la pared
dorsal de la cavidad abdominal por el mesorquio.

La literatura perteneciente a la estructura y funcion de los testiculos en teledsteos
ha sido revisada por numerosos investigadores: Hoar (1969);, Dood (1972); Lofts y Bern
(1972); Guraya (1976b); Callard y col. (1978). Sin embargo estos trabajos individual o
colectivamente no lograron resolver las inconsistencias respecto de la morfologia y de la
homologia entre los diferentes tipos celulares.

El testiculo se describe como una estructura mas variable que la observada en
mamiferos, pudiendo ser lobular o tubular (Dood, 1972; de Vlaming, 1974, Callard y
col. 1978), pero en ningun caso se establecieron los criterios para distinguir un tipo del
otro. Los términos “lobulo y tubulo” han sido utilizados alternativamente sin establecer
su distincion (Sanwal y Khanna, 1972; Shresta y Khanna, 1978; Leatherland y
Sonstergard, 1978). En trabajos posteriores se definieron las caracteristicas de los
distintos tipos de testiculo (Grier, 1981; Grier y Abraham, 1983; Grier y col. 1987,
Grier, 1993). Sin embargo ain hoy no es frecuente encontrar descripciones que se
ajusten a la nueva clasificacion o que indiquen el tipo de testiculo al cual se refieren
(Legendre y col., 1996, Pecio y Rafiniski, 1994).

El testiculo de los peces teledsteos esta envuelto por una capa de tejido conectivo,
llamada “capsula testicular” (Billard, 1986). Presenta un compartimiento “intersticial” y
uno “germinal”. El primero se encuentra constituido por células intersticiales o de
Leydig, mioides, vasos sanguineos y linfaticos. El segundo esta representado por el
epitelio germinal, que consiste en una membrana basal (que lo separa del intersticial),
células germinales y de Sertoli. Estos tres elementos forman la unidad funcional del
testiculo que es el “espermatocisto”. Asi, los testiculos se clasifican en base a las

caracteristicas del compartimiento germinal (Grier, 1993) en:

a) lobulares restrictos (Figura 4a), b) lobulares irrestrictos (Figura 4b) y c¢) tubulares
anastomosados (Figura 4e).

Los testiculos lobulares estan constituidos por numerosas protuberancias de forma
redondeada, s6lidas, separadas por fisuras de tejido intersticial. Estas protuberancias se
disponen radialmente y terminan ciegas por debajo de la superficie del testiculo, es decir
que se apoyan en la capsula testicular y su extremo opuesto se abre en el canal testicular
o en el conducto eferente. La disposicion de los espermatocistos dentro del lobulo

permite diferenciar a los testiculos irrestrictos de los restrictos.
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Figura 4.

A) Esquema general de un testiculo de tipo lobular restricto (adaptado de Billard, 1986).
B) Esquema general de un testiculo de tipo lobular irrestricto (adaptado de Billard,
1986).

C) Representacion de los elementos germinales dentro de un 16bulo (lobular irrestricto)
(tomado de Nagahama, 1983). D) Representacion de los elementos germinales dentro de

un lobulo (lobular restricto) (tomado de Nagahama, 1983). Spermatogonium:
cspermalogonias; Spermatocyte; espermalocilos; Spermatid: espermatidas; Sperm: esperma; Sperm Duct.

conducto espermatico; Sertoli cell: célula de Sertoli. Lobular lumen: luz del 16bulo.

E) Testiculo tubular anastomosado (tomado de Grier, 1993).

DP: conducto eferente; 1. tejido intersticial, TA: tubulos anastomosados;, punta de

flecha: periferia del testiculo.
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a) Dentro de cada lobulo encontramos los distintos estadios de la espermatogénesis
ordenados en forma creciente de maduracion desde ¢l extremo ciego hacia el centro del
testiculo, donde el 16bulo se abre en el canal testicular. L.as espermatogonias A o células
madre, cada una de ellas rodeada por procesos de las células de Sertoli, se concentran en
el extremo ciego del l6bulo. A continuacion se ubican las espermatogonias B, luego los
espermatocitos 1 y asi continia el ordenamiento hasta que finalmente en el extremo
opuesto del lobulo se encuentran los espermatozoides. A partir de espermatonia B, cada
uno de los estadios esta contenido dentro de espermatocistos, los cuales progresan hacia
el centro del testiculo a medida que la espermatogénesis avanza (Figura 4a y 4d). Los
espermatozoides estan agrupados en estructuras llamadas espermatozeugnas (sin
capsula) o espermatoforos (con capsula).

Ej: Atherinomorpha (Grier, 1981): Atheriniformes: Phallotestidae; Atherinidae:
Menidia beryllina, Labidesthes sicculus. Cyprinodontiformes: Fundulididae: /undulus
grandis, 1. heteroclitus. Godeidae: Xenoteca eiseni. Poeciliidae: Poecilia latipina
(molly), . reticulata (guppy). Hemiranphidae: Nomorhamphus sp., Dermogenys sp.,
Hemirhamphodon sp., Zenachorterus sp. (Downing y Burns, 1995). Characiformes:

Glandulocaudinae: Mimagoniatus barberi (Burns y col., 1995).

b) Existe en la mayor parte de los peces teleosteos. Los lobulos presentan
espermatocistos, cada uno de ellos conteniendo uno de los estadios de la
espermatogénesis, pero no guardan un orden como en los restrictos. Es decir que a
cualquier altura del 16bulo se puede encontrar cualquier estadio de la espermatogénesis.
Estos 1obulos solo presentan luz cuando los espermatocistos se rompen para liberar los
espermatozoides y en la etapa posterior a ésta, hasta que el testiculo reinicia la etapa de
proliferacion de la espermatogénesis (Figura 4b y 4c).

Ej.. Cypriniformes, Salmoniformes, Perciformes: Cenfropomus undecimalis,

Oreocromis sp., Scianops ocellatus (Grier, 1981 y 1993).

¢) Los lobulos en lugar de tener una disposicion radial, forman anastomosis y por lo
tanto, el testiculo tiene un aspecto muy irregular. La capsula testicular esta mas
desarrollada que en los lobulares. Los espermatocistos se ubican como en los lobulares
irrestrictos (Figura 4c y 4e).

Ej.. Siluriformes: /Ictalurus natalis; Clupeiformes: Opisthonema oglinum, Cuplea
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arengus (arenque), Prochilodus acculeatus (sabalo); Esociformes: Esox niger (Grier,
1993).

CELULAS DE SERTOLI vs. CELULAS DE LEYDIG

Durante los altimos 40 aiios, se han realizado numerosos estudios del tejido
intersticial usando microscopia optica y electronica en varias especies de teledsteos
(Billard y col., 1982; Nagahama, 1986; Dodd y Sumpter, 1984; Grier, 1993). El
propésito de los mismos ha sido resolver el conflicto desarrollado por Marshall y Loft
(1956) quienes propusieron que en el testiculo de Fsox lucius (lucio), Salvelinus
willunghbii (trucha de escamas pequefias), y de Labeo sp., las células homoélogas a las
de Leydig estaban distribuidas en las paredes de los tubulos como células “limitantes
del 16bulo”. Segun ellos, las células no se originaban en la zona intersticial, sino dentro
de las paredes del lobulo, y se tefiian positivamente para lipidos y colesterol.
Consideraron que estas células limitantes del 16bulo eran homologas a las de Leydig de
los mamiferos. A la misma conclusion llegaron, Ahsan (1966) trabajando con Cowesius
plumbeus, O'Halloran e Idler (1970) con Salmo salar (salmon del Atlantico) y
Upadhayay y Guraya (1971). Esta similitud puede ser aceptada desde un punto de vista
anatomico, pero la homologia funcional de estas células con las de Leydig, es dudosa.
La presencia de lipidos colesterol positivos no es un criterio suficiente para la
identificacion de células productoras de esteroides. De acuerdo con Marshall y Lofts
(1956), las células limitantes del l6bulo estan presentes en los testiculos que no poseen
células intersticiales tipicas. Esta controversia fue principalmente debida a la baja
resolucion de las técnicas histoquimicas realizadas y al hecho que, en ciertos teleosteos,
las células de Sertoli, poseen gotas de lipidos, mientras que éstas pueden estar ausentes
en las células de Leydig (Grier y col., 1989).

Estudios de microscopia electronica indicaron claramente que en algunas especies
de teleosteos los testiculos presentaban ambos tipos de células, intersticiales y “limitantes
del 16bulo” (Guraya, 1976b, Nagahama y col, 1982). En las especies de teledsteos
estudiadas posteriormente, mediante técnicas histoquimicas, de microscopia electronica
(Van der Hurk y col., 1978; Grier, 1981; Grier y col., 1989, Nagahama, 1986) e in vitro
(Loir, 1990a y b) se demostro claramente la presencia de células de Leydig en el tejido
intersticial y se confirmé que éstas células son la fuente principal de los esteroides

gonadales.
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En Porichthys notatus (Stanley y col., 1965), Poecilia reticulata (Billard,
1970b), Cichlasoma nigrofasciatum (Nicholls y Graham, 1972), Oryzias latipes (Gresik
y col.,, 1973b; Gresik, 1975), Poecilia latipinna (Grier, 1975), Oryzyas latipes (Grier,
1976), Oncorhynchus kisutch, O. gorbuscha (Nagahama y col., 1978) y (Hoar y
Nagahama, 1978), las células “limitantes del lobulo” fueron consideradas mas
exactamente como homologas a las células de Sertoli. En estas especies, estas células
estan separadas del espacio interlobular por una membrana basal deigada y se
encuentran en estrecha proximidad con las espermatidas y el espermatozoide en
desarrollo. Poseen algunos aspectos ultraestructurales que sugieren la actividad
fagocitica de cuerpos residuales y células germinales en degeneracion, ademas de una
participacion en el transporte de metabolitos (Billard y Jalabert, 1972). De acuerdo con
los estudios de Grier (1993), las células de Sertoli tiene funcion fagocitica en todos los
taxa de cordados y divide a este proceso en dos categorias: a) fagocitosis de células
germinales residuales incluyendo a los espermatozoides residuales, posteriormente a la
estacion reproductiva (en los ponedores estacionales) y b) fagocitosis de cuerpos
residuales.

Grier y Linton (1977) usando técnicas de microscopia electronica e
histoquimicas, reinvestigaron los testiculos del /:sox lucius (lucio del norte) y
encontraron que el material sudanofilico estaba ubicado en las células homdlogas a las
de Sertoli, las cuales yacen dentro de la membrana basal. Por lo tanto ellas no podrian
ser identificadas como las células intersticiales de Leydig, aunque la organizacion
celular de los testiculos del lucio puede ser atipica entre los teledsteos. En conclusion, el
término “células limitantes del lobulo” (con el rol esteroidogénico implicado) para las
células somaticas intralobulares es poco preciso, ya que no se justifica sobre una base
funcional. La terminologia alternativa usada como “célula cistal” (Roosen-Runge, 1977,
Billard y col., 1982) o, mas recientemente, célula de Sertoli (Grier, 1993) es mas exacta.

En general, en las células de Sertoli se observo ultraestructuralmente que las
vesiculas del reticulo liso estan menos desarrolladas que en las células de Leydig y que
la presencia de crestas mitocondriales fue variable. En dichas células se observé un
aparato de Golgi desarrollado y conjuntos de granulos de glucégeno, lo que permite
sugerir que las células de Sertoli son menos activas en la esteroidogénesis. El glucogeno
puede estar indicando una funcion nutritiva ya que esta ubicado en el citoplasma de las

células que rodean a los espermatocistos en la espermatogénesis (Yeung y col., 1985).
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En los testiculos de Oncorhynchus rhodurus (salmon amago), las células de Sertoli se

hipertrofian hacia el final de la espermiacion.

EL COMPARTIMIENTO INTERSTICIAL

El tejido intersticial presenta fibroblastos, células mioides, células de Leydig y
vasos sanguineos (Cauty y Loir, 1995). Las células intersticiales o de Leydig, estan
distribuidas aisladamente o en grupos pequefios entre los lobulos testiculares de los
teledsteos. En Poecilia latipinna, se ubican alrededor de los conductos eferentes y en la
periferia del testiculo pero no entre los lobulos testiculares (Van den Hurk, 1973; Van
den Hurk y col., 1974).

Las observaciones al microscopio electronico han mostrado que las células
intersticiales testiculares de los teledsteos tienen un aspecto tipico de células
productoras de esteroides ej. Poecilia reticulata (guppy) (Follenius y Porte, 1960),
Gasterosteus aculaetus, (Follenuis, 1968);, Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris) (Oota
y Yamamoto, 1966), Cichlasoma nigrofasciatum (Nichols y Graham, 1972); Orizyas sp.
(medaka), Gobius sp., Poecilia sp. (black molly), Oncorhynchus (salmén del
Pacifico)(Nagahama y col., 1978); Anguilla japonica (Sugimoto y Takahashi, 1979).
Estas son células poligonales, caracterizadas por un amplio reticulo endoplasmatico
agranular y mitocondrias con crestas de tipo tubular. En Oryzia sp. (medaka), las células
intersticiales aparecen antes de la diferenciacion de las espermatogonias (Yosikawa y
Oguri, 1979). En Cichlasoma nigrofasciatum, se hallaron evidencias del origen
intersticial de las células de Leydig a partir de elementos del tejido conectivo de tipo
fibroblastico (Nicholls y Graham, 1972).

EL COMPARTIMIENTO GERMINAL

Como se indicara anteriormente, esta constituido por las células de Sertoli y las
células germinales, las cuales se apoyan sobre una membrana basal. Estos tres
elementos forman los espermatocistos, en los cuales se desarrolla la espermatogénesis.

En los peces teledsteos el proceso de espermatogénesis, involucrado en la
formacion de los espermatozoides es extremadamente diverso. Se lleva a cabo en dos
fases: la proliferativa, consistente en la renovacion de las células madre por mitosis y la
fase de meiosis y diferenciacion (espermiogénesis) la cual provee una célula movil
especializada en fecundar al oocito (Schulz y col, 2000). La espermatogénesis es

abastecida por células indiferenciadas provistas por la propia renovacion de las células
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madre o espermatogonias primarias (De Rooij y Grootegoed, 1998). La renovacion de
las espermatogonias primarias (6 A) involucra una mitosis regular, mientras que la que
dara origen a las espermatogonias secundarias (0 B) se caracteriza por una incompleta
citoquinesis dejando puentes citoplasmaticos que conectan a los descendientes de una
célula madre dada hasta la espermiacion (Schulz y col., 2000). Las células germinales
de la misma cohorte comienzan el desarrollo sincronicamente. Todos los miembros de
una cohorte dada estan agrupados en un mismo espermatocisto, formado por un nimero
de células de Sertoli. Durante estas divisiones las células de Sertoli también proliferan.
En el tiburon Squalus acanthias (Callard y col., 1989), encontraron 64 espermatidas por
célula de Sertoli; en el guppy 172 espermatidas por célula de Sertoli (Billard y col.,
1969a).

Muchas de las células de Sertoli encontradas en la fase S, estaban asociadas con
espermatogonias tempranas o tardias, unas pocas con espermatocitos I tempranos y
ninguna con espermatocitos en paquitene. Estas conclusiones indican que la
proliferacion de las células de Sertoli cesa cuando el espermatocisto se aproxima al
nimero de células germinales predecible. Se especula que la regulacion de la
proliferacion de las células de Sertoli en peces esta funcionalmente relacionada con la
de la espermatogénesis (Schulz y col., 2000). Aparentemente las células de Sertoli estan
asociadas con un nimero especifico y finito de células germinales. En los peces
proliferan durante la espermatogénesis y pueden constituir otra poblacion de células
madre. El soporte estructural y funcional de las células de Sertoli sobre las germinales
es de importancia para la espermatogénesis. La supervivencia de las células germinales
depende estrictamente de la presencia y funcion fisiologica de las de Sertoli. La
ausencia de contacto célula de Sertoli- germinal, en aquellas células germinales
ubicadas centralmente en grandes espermatocistos, pueden indicar que en anamniotas
las células de Sertoli envian sefiales a través de factores difusibles o que los puentes
citoplasmaticos que conectan a las células de la misma cohorte sirven para propagar las
seiiales enviadas desde las células de Sertoli ubicadas periféricamente.

Las espermatogonias secundarias sufren un nimero especifico de divisiones
mitoticas antes de entrar en meiosis. En el guppy se reportaron 14 divisiones (Billard,
1969a), en la anguila japonesa (Anguila japonica), 10 divisiones (Miura y col., 1991a).
Debido al tipo cistico de la espermatogénesis, las generaciones consecutivas de
espermatogonias no son facilmente identificables. La ultima generacion emerge de la

mitosis final como espermatocito I preleptoténico. La profase de la primera division
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meiotica es larguisima. Terminada la primera division se originan los espermatocitos I1
de corta vida. Estas células rapidamente progresan a través de la segunda division del
ciclo, reduciendo la fase S, de la cual ellos emergen como espermatidas redondas. Hay
una reestructuracion celular por la cual la espermatida se diferencia en espermatozoide.
Esto involucra empaquetamiento de la cromatina altamente condensada en la cabeza del
espermatozoide y la formacion del flagelo. Mientras este proceso depende de la
expresion de numerosos genes, el genoma se vuelve inaccesible progresivamente,
debido a la condensacion de la cromatina. Mas aln, no todos los genes necesarios para
la espermiogénesis estan disponibles en todas las células. Los transcriptos necesarios
durante la espermiogénesis tardia son producidos precozmente, cuando el genoma es
aun accesible y luego son secuestrados por proteinas de union a mARN hasta su uso

posterior (transcriptos de protaminas) (Braun y col., 1989)(Romagoza y col., 2000).

EL ESPERMATOZOIDE

En los animales, se han definido dos tipos de espermatozoides de acuerdo con el
modo de transmision y fecundacion (Jamieson y col, 1995). El llamado
“espermatozoide acuatico” (Baccetti, 1979) o “acuaesperma” (Jamieson, 1986a, b) que
es liberado en el medio acuatico y donde la fecundacion es externa y el “intraesperma”
(Rouse y Jamieson, 1987) que no es liberado en el medio acuatico, se encuentra en los
animales con fecundacion interna y puede ser acrosomal o anacrosomal.

En los peces teleosteos se encuentran los dos tipos, el acuaesperma y el
intraesperma el cual en general es anacrosomal. Pero en Salmo gairdneri (Billard,
1983b) y en Neoceratias spinifer (Lophiiformes) (Jespersen, 1984), si bien el
espermatozoide no posee acrosoma hay una aparicion transitoria en la espermatida; en
Lepadogaster lepadogaster (Perciformes, Gobiesocidae) (Mattei, 1978b) hay un posible
vestigio en el espermatozoide maduro y en Lepidogalaxias salamandroides
(Osmeriformes) (Pusey y Stewart, 1989) se encuentra una estructura semejante a un
acrosoma. En el género Melanotaenia (Atheriniformes) se observa una vesicula
anterior, y las vesiculas encontradas en Sternarchus albifrons (Gymnotiformes,
Gymnotodidae) y en Lates calcarifer (Perciformes, Centropomidae) son posiblemente
homologas a un acrosoma, como puede serlo la vesicula incluida en la regién antenor
de la célula de Sertoli en Gambusia affinis (Cyprinodontiformes) (Jamieson, 1991).

La morfologia de los espermatozoides muestra diversos grados de complejidad

dependiendo de las especies. El estudio ultraestructural de la espermiogénesis y el
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espermatozoide en peces teledsteos ha sido revisado por Mattei (1969, 1970) para peces
marinos y por Billard (1970b) para peces de agua dulce. Posteriormente Jamieson
(1991) publico una revision sobre la ultraestructura de los espermatozoides de los peces,
relacionada con la sistematica y la evolucion y Mattei (1991) sobre ultraestructura y
sistematica.

Segun la clasificacion de Mattei (1991), en los teledsteos encontramos dos tipos
de acuaesperma, el “tipo 1 y el tipo II”. El tipo 1 se caracteriza por poseer cabeza
redondeada de 2-3 um de diametro, sin acrosoma, dos centriolos cada uno con nueve
tripletes de microtibulos ubicados en la region distal del nucleo. El centriolo proximal
frecuentemente forma angulo recto con el distal, y éste dara origen al flagelo. Uno o
ambos centriolos, pueden o no estar localizados en la fosa basal del nicleo, si como es
frecuente, una fosa esta presente. Las mitocondrias tienen crestas pequefias, estan
presentes alrededor de los centriolos, generalmente se ubican formando un collar
citoplasmatico el cual se extiende alrededor de la base del flagelo y estan separadas de
éste por un espacio periaxonemal, llamado canal citoplasmatico. La region que contiene
las mitocondrias forma la pieza media, la cual no esta bien demarcada y no excede de 1
um de longitud. El flagelo contiene un axonema de la clasica forma 9+2 microtubulos,
la membrana citoplasmatica que lo cubre puede formar |, 2 6 3 procesos longitudinales,
llamados aletas. En el espermatozoide joven, el diplosoma esta cerca de la membrana
plasmatica, a la cual el futuro centriolo distal esta unido, éste dara origen al flagelo,
mientras el diplosoma se mueve hacia la base presuntiva del nicleo. Como el centriolo
esta unido a la membrana, ésta se hunde para formar el canal citoplasmatico. Luego una
rotacion, hace que el flagelo se vuelva perpendicular a la base del nicleo con su eje
longitudinal coincidiendo con el de éste (Mattei, 1970 y 1988).

El espermatozoide tipo Il se caracteriza por la faita de la rotacion del eje del
flagelo respecto del nicleo. El flagelo permanece paralelo a la base del nicleo. Aunque
es frecuente encontrar una fosa nuclear, los centriolos permanecen fuera de ella (Mattei,
1970 y 1988). El canal citoplasmatico puede estar ausente si la pieza media es muy
pequefia (ej. Maccullochella). En el axonema los tabulos A de los dobletes 1 2 5y 6
exhiben diferenciacion intratubular, la luz aparece densa. Este tipo de espermatozoide se
encuentra en los teledsteos mas evolucionados, los Acanthopterygii y solo entre los

Perciformes, 25 familias de las 39 estudiadas, lo poseen (Mattei y col., 1979; Mattei,
1988).
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La forma y tamaiio de la cabeza estan asociados con los del nucleo. La forma
elongada se relaciona con la fecundacion interna (Kweon y col., 1998), mientras que la
esférica con la fecundacion externa (Burns y col., 1998). El tamafio de los nucleos es
variable, en Lampanyctus sp., 6um (Myctophiformes) (Mattei y Mattei, 1976); en
Pantodon buchholzi, Tum (Osteoglossiformes) (Van Deurs y Lastein, 1973); en
Lepidogalaxias  salamandroides, 20um (Osmeriformes) (Leung, 1988) y en
Lepadogaster lepadogaster (Osmeriformes, Gobiesocidae) (Mattei, 1978b);, en
Ophidion, 8um (Ophidiiformes) y es apicalmente helicoidal (Mattei y col. 1989) y en
Neoceratias spinifer, 11pm (Lophiiformes) (Jespersen, 1984).

En Poeciliidae (Cyprinodontiformes) (Billard, 1970b, Grier, 1975) y en
Hemirhamphodon pogonognathus (Perciformes, Hemiramphidae) (Jamieson, 1989) el
nucleo es elongado y con forma de espada. En Anarhichas lupus (Perciformes) la
cabeza es elongada (posee fecundacion interna) (Pavlov y col., 1997). En Oncorhynchus
mykiss (Salmoniformes) la cabeza es ligeramente elongada (Billard, 1983a).

En los Siluriformes la estructura de las gametas es altamente diversificada. La
forma de la cabeza, en las familias Auchenipteridae y Ageneiosidae, es elongada (Loir y
col., 1989), en Clarias senegalensis ligeramente elongada (Mattei, 1970) y en Tatia
brunea es débilmente helicoidal (Mattei, 1970). En muchas de las otras familias
conocidas, la cabeza es esférica: Silurus glanis, Pseudobagrus fulvidraco, Liocassus
ussuransis, y Ameirus nebulosus (Emel yanova y Makeyeva, 1992), Rhamdia sapo
(Maggese y col., 1984) e Ictalurus punctatus (Emel yanova y Makeyeva, 1991).

En el guppy (Cyprinodontiformes) la cabeza es elongada (Billard, 1970a); en
Anguilla anguilla (Anguilliformes) la cabeza es elongada y en el extremo anterior del
nicleo se encuentra una mitocondria (Billard y Ginsburg, 1973; Colak y Yamamoto,
1974; Todd, 1976). En la carpa (Cypriniformes) y el pike (Esociformes) (Billard,
1969a) la cabeza es esférica.

El nicleo presenta una fosa basal profunda en Zeus (Zeiformes); en
Dactylopterus,  (=Cephalocanthus)  (Scorpaeniformes,  Dactylopteridae); en
Clupeiformes; en Pegusa triophthalmus (Pleuronectiformes); en los Tetradontiformes,
Balistes  forcipatus, Pseudobalistes fuscus (Balistidae), Aluterus punctatus
(Monacanthidae) y Chilomycterus antennatus (Diodontidae); en Scorpaena angolensis
(Scorpaeniformes); en Upeneus prayensis (Perciformes ) y en los Goodeidae

(Cyprinodontiformes) (Mattei, 1970).
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La capa de cromatina es particularmente delgada en una o mas regiones del nicleo
en Dactylopterus (Scorpaeniformes) (Boisson y col., 1968a) y en los Perciformes,
Gobiidae y Eleotridae Hypseleotris galii (Jamieson, 1991). El nicleo es puntiagudo o
con forma de espada, con una fosa ventral en Oligocotus maculosus (Scorpaeniformes)
(Stanley, 1969); en Cymatogaster aggregata (Perciformes, Embiotocidae) (Gardiner,
1978b); en los Cyprinodontiformes, Jenynsia lineata (Dadone y Narbaitz, 1967) y
Poeciliidae (Russo y Pisano, 1973; Grier, 1975); los cuales son de fecundacion interna
aunquc cl significado funcional de la fosa en estas formas tan diversas es desconocido.
El espermatozoide de Elopomorpha, exceptuando a los Muraenidae, tiene un nicleo en
forma de medialuna (Mattei y Mattei, 1974).

La pieza media forma un anillo o un cuerpo simple en forma de “C” en los
Salmonoidei (Salmoniformes); en los Argentinoidea y Galaxioidea (Osmeriformes); en
los Engraulidae (Clupeiformes) y en Macquaria ambigua (Perciformes, Percichthydae)
(Jamieson, 1991). En Anarhichas lupus (Perciformes) la pieza media esta desarrollada y
tiene fecundacion interna (Pavlov y col. 1997). En Oncorhynchus mykiss
(Salmoniformes) (Billard, 1983a) la pieza media esta reducida a una mitocondria en
forma de anillo. En la carpa (Cypriniformes) y el pike (Esociformes) (Billard, 1969a) la
pieza media esta reducida. Hay una mitocondria simple y elongada abierta a lo largo de
un lado en Jenynsia y en el guppy (Cyprinodontiformes) la pieza media esta muy
desarrollada (Billard, 1970a) Una mitocondria simple, compacta, unilateral se encuentra
en Trachinocephalus sp. (Aulopiformes); en los Perciformes, Maccullochella
(occasionalmente 2 en M. peeli) (Leung, 1987a) y Hypseleotris galii (Eleotridae)
(Jamieson, 1991). En los Congridae (Anguilliformes) (Mattei y Mattei, 1974) los
espermatozoides tienen una simple mitocondria en una concavidad nuclear no basal. La
pieza media tal vez alcanza su maxima longitud en el Pantodon, 45 pm.
(Osteoglossiformes) (Van Deurs y Lastein, 1973) En Salmonidos se caracteriza por
poseer un cuerpo osmiofilo en el extremo del canal citoplasmatico. En Elopomorpha la
mitocondria (usualmente simple) esta desplazada a lo largo del nicleo hasta la punta.

Varias mitocondrias también estan localizadas en la punta en Blennius pholis
(Perciformes) a diferencia de sus congéneres los cuales tienen mitocondrias

postnucleares (Jamieson, 1991).
El ordenamiento de las mitocondrias en las piezas medias elongadas es muy
variable taxonomicamente. Contrastando con el cilindro abierto en .Jenynsia sp.

(Cyprinodontiformes) (Dadone y Narbaitz, 1967), aquellas de los Poeciliidae, se ubican
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en dos a cinco columnas alrededor del axonema (Porte y Follenius, 1960; Russo y
Pisano, 1973). En Hemirhamphodon sp. (Perciformes, Hemiramphidae) ellas estian
bilateralmente, de extremo a extremo (Jamieson, 1989). En Pantodon
(Osteoglossiformes) ellas forman 9 hélices (Van Deurs y Lastein, 1973). En
Lepadogaster (Osmeriformes, Gobiesocidae), hay de 6-10 mitocondrias elongadas
alrededor de las bases de los dos flagelos (Mattei y Mattei, 1978b).

En Jenynsia (Dadone y Narbaitz, 1967) una vaina submitocondrial yace entre las
mitocondrias y el canal citoplasmatico. Una diferenciacion de la capa interna del collar
citoplasmatico ocurre en otros Neopterygii, por ejemplo en el Sternarchus albifrons
(Gymnotiformes) (Jamieson, 1991). En Pantodon (Osteoglossiformes), hay una vaina
fenestrada detras de la pieza media pero no forma una extension de ella y hay 9 fibras
densas no axonémicas (Van Deurs y Lastein, 1973). En Citharinus sp (Characiformes).
se encuentra una pieza media inusual, la parte proximal contiene los centriolos y alguna
mitocondria pequefia y la distal presenta estructura globular conteniendo tubulos
ordenados regularmente (Mattei y col., 1995).

En los espermatozoides aflagelados de los Mormyridae (Osteoglossiformes)
(Mattei y col., 1972) como en otros teledsteos, unas pocas mitocondrias globulares,
yacen en un polo de la célula, mientras que en Gymnarchidae (Osteoglossiformes)
(Mattei y col., 1967a) ellas estan ordenadas irregularmente.

Con referencia a los centriolos, en el caso de los Neopterygii, se ha observado que
si estd presente una fosa nuclear basal, los centriolos se encuentran dentro de ésta.
(espermatozoide tipo I de Mattei, 1970). La localizacion de centriolos externamente a la
fosa o excéntricos al nucleo (espermatozoide tipo II) es una condicion percoide
extendida y esta ejemplificada por los Perciformes: Upeneus prayensis (Haemulidae)
(Mattei, 1970), Lates calcarifer (Centropomidae) (Jamieson, 1991) y en percas
(Lahnsteiner y col., 1995) y en Mugiliformes, Parapercis sp. (Mugilidae) (Mattei,
1970). Una condicion intermedia ocurre en el mugilido Liza (Mattei, 1970; Bruslé,
1981), y en los Perciformes Galeoides decadactylus (Polynemidae) en los Blenniidae
Blennius cristatus y Ophioblennius atlanticus y en el Clinus nuchipinnis (Clinidae)
(Mattei, 1970). Estas dos condiciones definidas para Perciformes son aplicables a otros
ordenes (Jamieson, 1991).

Un ordenamiento mutuamente perpendicular de los centriolos proximal y distal
(cuerpo basal), recuerda el de los centriolos en las células somaticas y es interpretado

como plesiomoérfico (caracteres comunes que comparten varios grupos) para las células
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espermaticas. Este parece ser el ordenamiento basico en los Neopterygii, como es visto
en Lepisosteus osseus y esta diseminado a través de los restantes neopterygios, por
ejemplo, en Alburnus alburnus y Barbus barbus (Cypriniformes); en Trachinocephalus
myops (Aulopiformes); en Neoceratias spinifer (Lophiiformes); en Oligocottus
maculosus (Scorpaeniformes); en los Perciformes Plectropomus lepidorus, Vomer
setapinnis; y en los Cichlidae, Hemirochromis fasciatus, Tilapia nilotica y Oreochromis
niloticus (Guha y col., 1988); en Gastrophysus hamiltoni (Tetraodontiformes); en
I“undulus heteroclitus (Cyprinodontiformes), y en Atheriniformes, Psendomugil sp. y
Cairnsichthys sp. contrastando con la reduccion del centriolo proximal en los
Melanotaenia relacionados (Jamieson, 1991).

En muchos Neopterygii incluyendo Papyocranus afer (Osteoglossiformes)
(Mattei,1970), Leuciscus leuciscus (Cypriniformes) (Stein, 1981); Clarius senegalensis
(Siluriformes) (Mattei, 1970) y Paracheirodon inési (Characiformes) (Jamieson, 1991),
los dos centriolos estan, uno respecto del otro, en un angulo que excede los 90°.

Los centriolos proximal y distal, raramente son paralelos, una condicion vista en
los Osteoglossiformes Pantodon sp. (Van Deurs y Lastein, 1973) cuando el centriolo
proximal es visible; y en Gymnarchus (Gymnarchidae) (Mattei y col., 1967a). A veces
los centriolos proximal y distal son serialmente coaxiales en la misma linea. Esta
condicion es frecuentemente acompafiada por la penetracion profunda de la fosa basal
del nucleo como en Scorpaena angolensis (Scorpaeniformes), Pegusa triophthalmus
(Pleuronectiformes, Soleidae); en los Tetraodontiformes, Balistes forcipatus,
Pseudobalistes fuscus, Aluterus punctatus, y Chilomycturus reticulatus; y en Upeneus
prayensis (Perciformes) (Mattei, 1970).

El centriolo proximal puede estar reducido como en los Atherinomorpha,
Melanotaenia duboulayi (Marshall, 1989) y Poeciliidae y en el Perciformes
Hemirhamphodon pogonognathus (Jamieson, 1991).

Excepcionalmente el cuerpo basal es prenuclear como en Lepidogalaxias sp.
(Osmeriformes) (Pusey y Stewart, 1989). Este género puede ser unico entre los peces
investigados en que a los centriolos le faltan tripletes, aunque solo dobletes han sido
vistos en Hypseleotris galii (Perciformes) (Jamieson, 1991).

Nueve rayos satélites, radiando desde el centriolo distal, estan bien desarrollados
en los Atheriniformes, Craterocephalus y Quirichthys, pero no estan o estan débilmente
desarrollados en otros Atheriniformes, mientras que ambas condiciones ocurren en

Melanotaenia y estan esporadicamente presentes en otros grupos (Marshall, 1989).
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EI axonema: la ubicacion del flagelo es central o excéntrica. El acuaesperma en
general es monoflagelado como en Silurus glanis (bagre europeo) y en Clarias
garipinus 'y Herobranchus longifilis (bagres africanos) (Emel yanova y Makeyeva,
1992), entre otros, raramente puede tener dos flagelos, en ambos casos son mucho mas
frecuentes los del tipo 9+2. En Elopomorpha y en Lampanyctus (Myctophiformes), sin
embargo el axonema es 9+0, los dos centrales estan ausentes (Mattei y col., 1972a;
Billard y Ginsburg, 1973; Todd, 1976).

La biflagelaridad de los espermatozoides esta dada porque éstos utilizan ambos
cuerpos basales para el desarrollo de sus flagelos. Se conoce en los Siluriformes,
Ictalurus punctatus (Ictaluridae) (Poirier y Nicholson, 1982), Malapteuridae (Mattei,
1988) y Rhamdia sapo (Pimelodidae) (Jamieson, 1991), en Apogonidae (Perciformes)
(Mattei, 1988), en Opsanus tau y Porichthys notatus (Batrachioidiformes,
Batrachoididae) (Stanley, 1965), en Lepadogaster lepadogaster (Osmeriformes,
Gobioesocidae) (Mattei y Mattei, 1978b) y en Lampanyctus sp. (Myctophiformes,
Myctophidae), (Mattei y Mattei, 1976a).

Hasta el momento, se ha reportado que el flagelo ha sido perdido solamente en
Mommyridae y Gymnarchidae (Osteoglossiformes) (Mattei y col., 1967a), con desarrollo
en Gymnarchus de muchos tabulos citoplasmaticos, ademas hay informes no
confirmados de esa pérdida en Lampanyctus hectoris y Diaphus danae
(Myctophyformes) (Young y col., 1987).

Raramente se desarrollan fibras accesorias con distintos ordenamientos y
origenes. En Pantodon buchholzi (Osteoglossiformes), de fecundacion interna, nueve
fibras espirales, se desarrollan débilmente (Jamieson, 1991).

El flagelo puede tener aletas, que son extensiones de la membrana citoplasmatica.
Hay una aleta simple en el flagelo del espermatozoide de /-sox (Esociformes) (Billard,
1970a) y en el género Maccullochella (Perciformes, Percichthyidae) (Jamieson, 1991) y
en algunas regiones de la cola, en algunas especies con dos flagelos. Dos es el nimero
usual aunque a veces tres, estan presentes en Aplocheilidae (Cyprinodontiformes)
(Thiaw, 1986). Las aletas estan ausentes, por pérdida apomorfica (caracteres exclusivos
de un grupo), en los Ostariophysi (Cypriniformes, Siluriformes, y Characiformes)
(Jamieson, 1991). Las aletas estan reducidas en Poeciliidae (Mattei y col., 1967b; Russo
y Pisano, 1973) o ausentes en Hemirhamphodon (Perciformes) y Lepidogalaxias
(Osmeriformes) (Leung, 1988) por adquisicion de fecundacion interna, la cual debe ser

un modo secundario de fecundacion en los Atherinomorpha y Osmeriformes.

24



Cap l.: Caracteristicas anatdmicas e histolégicas - Introduccion

La septacion parcial de los dobletes de los microtubulos, ocurre en el
espermatozoide de aquellos peces donde las mitocondrias forman un simple anillo o un
cuerpo en forma de C. La septacion involucra a los dobletes 1 2 6 7 en Lepisosteus
(Asfzelius, 1978), 1 2 5 6 7 en Argentinoidei y Galaxioidea (Osmeriformes), 123 56 7
en salmoénidos y 1 3 5 6 7 en engraulidos (Mattei, 1981).

En Anarhichas lupus (Perciformes), el flagelo es excéntrico (fecundacion.
interna.) (Pavlov y col. 1997). En el guppy (Cyprinodontiformes) (Billard, 1970a) y en
Oncorhynchus mykiss (Salmoniformes) (Billard, 1983) el flagelo es central. En la carpa
(Cypriniformes) y el pike (Esociformes) el flagelo esta ubicado sobre un costado de la
cabeza (Billard, 1969).

Muchos representantes de los Percomorpha tienen un simple acuaesperma
anacrosomal, con o sin asimetria y fecundacion externa. La fecundacion interna ha
evolucionado independientemente en unos pocos grupos de esta sene, por ejemplo en la
familia Embiotocidae del orden Perciformes y los espermatozoides son elongados y
difieren entre los grupos (Jamieson, 1991). Se han estudiados algunos ordenes:
Beryciformes, Scorpaeniformes, Gasteroteiformes, Zeiformes, Dactylopteriformes,
Pleuronectiformes, Tetraodontiformes y Perciformes (Mattei, 1991). Respecto del
espermatozoide de los Synbranchiformes no se conocen estudios hasta la fecha. La
mayor parte de los espermatozoides estudiados son monoflagelados, pero en

Apogonidae (Perciformes) son biflagelados.

LOS CONDUCTOS EFERENTES

Los conductos eferentes, en peces, generalmente estan ubicados centralmente en
aquellos casos que posean un testiculo de tipo lobular restricto y lateralmente en
aquellos con testiculo lobular irrestrico o tubular anastomosado.

En los Poeciliidae, los lobulos de cada testiculo, desembocan en una cavidad
central que equivale a un conducto deferente. Ambas cavidades se unen posteriormente,
formando un conducto deferente.

Las células de Sertoli estan involucradas en la formacion de los conductos
eferentes en Cyprinodontiformes, Poecillidae (Grier, 1981) y Godeidae (Grier y col,
1978); en Perciformes, Embiotocidae (Gardiner, 1978b) y Sciaenidae (Grier y col.
1987). En Scianops ocellatus, también se le atribuye la absorcion de cuerpos residuales.

En los peces con testiculo lobular irrestricto o tubular anastomosado el conducto

deferente en general, esta ubicado lateralmente, puede ser muy largo como en los
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salmonidos o muy corto como en el pike ([sox [ucio, Esociformes) y la carpa
(Cypriniformes). En general el epitelio es de tipo secretor, produciendo parte del liquido
seminal. También esta involucrado en la reabsorcion del espermatozoide en el rébalo
Lateolabrax japonica (Perciformes) y en salmonidos (Billard, 1986). Otras de sus
funciones son, la reabsorcion de cuerpos residuales y almacenamiento del esperma
(Gner y Taylor, 1998).
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| MATERIALES y METODOS I

1) LUGARES DE MUESTREO

Las zonas de muestreo fueron elegidas segiin la abundancia de los ejemplares, la

cercania al laboratorio y los recursos financieros.

Se realizaron muestreos mensuales en rios y arroyos de la provincia de
Corrientes que desaguan en el rio Parana (27°25°S; 58°15°W). Posteriormente, se logréd
acceder a un espejo de agua tributario del Rio Lujan, el arroyo Morales (Partido de
General Las Heras, Provincia de Buenos Aires) (Figura 5a y b). El recorrido de este
arroyo estd dentro de un terreno privado lo cual aseguré un muestreo restringido a
nuestro grupo de trabajo. En este lugar la frecuencia de captura fue quincenal.

En general, los dos cuerpos de agua donde se muestre$ coincidieron en poseer
escasa pendiente, cauce angosto, caudal de agua variable segiin la época del ailo,
quedando algunos sectores con agua estancada durante el verano. El lecho es arcilloso,
con gran cantidad de detritos. La mayor parte del sector de pesca se encuentra
principalmente cubierto por vegetacién profusa de juncales (Scirpus californicus). En
los sectores libres de vegetacion se pueden observar macrofitas flotantes y sumergidas
(Polygonum sp., Miriophyllum sp., Lemna sp., Hydrocotyle sp.) y helechos acuaticos
(Salvinia sp.). La ictiofauna acompafiante alli identificada, esta representada por varias
especies: Cnesterodon sp.(madrecitas), Pimelodus clarias (bagre amarillo), Cichlasoma
sp. (chanchitas), Geophagus sp., Astyanax sp., (mojarras), Hoplias malabaricus
malabaricus (tarariras) ademas de, tortugas, Pomacea sp. (caracoles acuiticos) y
Myocastor coipo (coipo). En las zonas de muestreo mencionadas también habia ganado
vacuno que se acercaba a beber agua, y varias especies de aves (garzas, gaviotas, patos,
teros y gallaretas). Especies como las tarariras, las gaviotas y las garzas son predadoras

de las anguilas.

TECNICAS DE CAPTURA DE LOS EJEMPLARES

Para la captura, se desarrollaron en nuestro laboratorio lineas de mano que
fueron mejoradas con los sucesivos muestreos a fin de evitar heridas en la region
bucofaringea. Esta modificacién asegur6 el transporte con vida de los ejemplares hasta

el acuario.



Figura S. Aspecto tipico del ambicnte de Ia anguila criolla. Arroyo Morales, Ptdo.
Gral Las Heras, Provincia de Buenos Aires a) Margenes de arroyos bajas. Debajo de la
gran cantidad de juncos que recubren el cauce, se encuentran los ejemplares de S.
marmoratus. b) Arroyo de la misma zona. En las margenes, de caida abrupta, se
encuentran las bocas de las cuevas de las anguilas.

Fotos: gentileza Dr. M. Ravaglia.
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Estas lineas constan basicamente de varios metros de hilo de nylon al cual se le
agrega una estaca a tierra en uno de los extremos y en el otro, el sistema de captura
propiamente dicho. Este se caracteriza por poseer una pequefia boya y anzuelos de
distintos tamaiios (N° 4 6 5) cuya “muerte” se limé previamente y era acompaiiada por
una placa circular de pléstico (tipo P.V.C) de unos 3 a 4 cm de didmetro a modo de
“chupete”, asegurada por una pieza de caucho (Figura 6). Este método evitaba que el
animal tragara profundamente el anzuelo y dafiara sus 6rganos, evitando asi posibles
infecciones. Este sistema resulto altamente eficiente. Luego de probar varios tipos de
cebo, el preferido fue corazén de vaca, por ser un tejido fibroso y por ende dificil de
desprenderse del anzuelo. El tiempo de muestreo se extendié desde las primeras horas
de la maflana hasta el atardecer. Las lineas se tendian en diferentes partes del arroyo,

con punto fijo en tierra, y se controlaban cada 30 minutos.

2) TRANSPORTE DE LOS ANIMALES AL LABORATORIO.
MANTENIMIENTO DE LOS ACUARIOS Y ALIMENTACION

Los ejemplares capturados se transportaron en bolsas de arpillera himedas
contenidas en recipientes plasticos con un poco agua del lugar, agregéndoseles hielo en
caso de temperatura ambiente elevada para bajar su tasa metabdlica (Vollman-Schipper,
1978).

Llegados a destino (Bioterio Central de la Facultad de Cs. Exactas y Naturales,
U.B.A), los animales fueron distribuidos en dos piletas de lona de 1500 litros de
capacidad con agua corriente, previamente declorada y los recintos fueron cubiertos con
red de media sombra (Figura 7).

Una de las piletas fue rellenada hasta la mitad con tierra y la otra mitad con
agua. La otra se llené con agua y en su interior se colocaron trozos de cafio de P.V.C y
mangueras plasticas de aproximadamente 1 m de longitud y didmetros variables. En la
primera se dejaron 8 ejemplares y en la segunda, 20. Se observé la adaptacién que
presentaban a esos ambientes artificiales.

El tipo de alimentacién que recibieron los animales mantenidos en cautiverio fue
periddico y consistia en pequefios trozos de corazén de vaca, caracoles acuiticos vivos
como Pomacea sp. (ampularias), peces de pequefio tamafio Cnesterodon sp, Astyanax

sp., (madrecitas y mojarras) y renacuajos de Bufo arenarum.
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Figura 6. Adaptacién del anzuelo para la captura de los ejemplares. Puede
observarse el anzuelo, la muerte limada, la placa circular de plastico y la pieza de
caucho a modo de tope.

Foto: gentileza Dr. M. Ravaglia.






Figura 7: Bioterio Central. Algunos animales fueron distribuidos en piletas de 1500

litros con ambientes artificiales a fin de observar su adaptacion al cautiverio.
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3) PROCESAMIENTO DE LOS EJEMPLARES Y OBTENCION DE LAS
MUESTRAS. CARACTERES MORFOMETRICOS CONSIDERADOS.

En este caso, se trabajé con una muestra total de 200 animales, provenientes de
muestreos de 3 afios. Para una mejor manipulacién en el laboratorio, en todos los casos
se los anestesié con una solucién acuosa de benzocaina (0,1 gr./l) previamente disuelta
en alcohol 70°, para inducir sedacion (Seigneur, 1984) o paro respiratorio, segin el paso
a seguir. El animal a procesar, fue colocado en medio cafio de P.V.C de 4 cm de
didmetro a modo de “camilla”.

Cada ejemplar fue registrado en una planilla donde fue apuntada la fecha de
captura, la procedencia, fecha de procesado, color y patron de manchas presentes en el
cuerpo (librea), estado general del ejemplar, color y aspecto de la gonada y fijador
utilizado.

Utilizando calibre o cinta métrica, se tomaron los siguientes caracteres
morfométricos (Figura 8a):

Largo total (LT): desde el extremo oral hasta el caudal (cm).

Largo de la cabeza (LC): desde el extremo oral hasta la abertura branquial (cm).
Largo abertura branquial-ano (LAA): desde la abertura branquial hasta el orificio anal
(cm).

Diametro maximo del cuerpo a la altura de la abertura branquial (cm). (DAD).
Diametro maximo del cuerpo a la altura del ano (cm). (DCA).

Diametro méaximo de la cabeza (cm). (DMC).

Peso total (PT)(g).

Peso de la génada (PG) (g).

Largo de la génada (LG) (cm).

Didmetro méaximo de la génada (DMG) (mm).

Se decapitaron por corte abrupto de la cabeza y se disecaron por el plano
ventrolateral desde el ano hasta la abertura branquial (Figura 8b hasta e). Al momento
de la diseccion, se registré el estado sanitario de los érganos y de la cavidad del cuerpo.
La gonada fue extraida con sumo cuidado para evitar dafiarla y se continué con su

procesado.
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Figura 8. Caracteres morfométricos considerados. A) Esquema indicando DAb:
didmetro del cuerpo a la altura de la abertura branquial; DCA: didmetro a la altura del ano;
DMC: didmetro méaximo de la cabeza; LAA: largo abertura branquial-ano; LC: largo de la
cabeza; LT: largo total B) Vista lateral de la cabeza C) Vista ventral de la cabeza

mostrando abertura branquial y pliegues bucofaringeos D) En vista lateral, se observan los

pliegues bucofaringeos expandidos E) En vista ventral, zona del ano.
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4) ESTUDIO ANATOMICO E HISTOLOGICO DE LA GONADA

a) Anatomia
Se observo a ojo desnudo, la ubicacion de la gonada y su relaciéon con los demas
organos. Utilizando un microscopio estereoscopico con camara clara, se realizo el

esquema correspondiente.

b) Microscopia éptica

Las gonadas extraidas fueron fijadas y almacenadas en formaldehido 4%
(neutralizado con buffer fosfato 0.1M) o en liquido de Bouin (70 ml de solucién acuosa
saturada de acido picrico, 25 ml de formol 100% y 5 ml de acido acético glacial 1,5M)
durante 8 hs. Las muestras fijadas en Bouin, fueron pasadas a alcohol 70° para su
decoloracion y conservacion (Martoja y Martoja Pierson, 1970; Pearse, 1985).

Pequeios trozos (0,5-1cm) de la parte anterior, media y posterior de los
testiculos fueron deshidratados en gradacion ascendente de alcoholes e incluidos
(orientados previamente con el fin de obtener cortes transversales y longitudinales) en
parafina (punto de fusién 56°C-58°C) o en plastico (glicometacrilato JB-4, Polysciences
Inc., USA). Se realizaron cortes con micrétomo de 3,5um (para plastico) y 7 pm (para
parafina) y fueron montados en portas bafiados previamente con gelatina o albimina. Se
los colored con técnicas histoldgicas e histoquimicas: Hematoxilina de Carazzi-Eosina
alcohdlica, Tricrémico de Masson, P.A.S.-Hematoxilina, Tionina-acid
Schiff/hematoxylin/Metanil Yellow (Quintero-Hunter y col.,1991).

Las células germinales fueron medidas con un ocular micrométrico,
calculandose la media y la desviaciéon estindar (XtDS). Los preparados fueron
examinados y fotografiados con un microscopio Microphot FX, Nikon utilizando
pelicula fotografica tipo Ektacrome 64 y 160 asa, Iiford PanF 50 asa blanco y negro y
Kodak color de 100 y 400 asa.

¢) Composicion de la poblacion
Se determinaron los porcentajes de machos primarios y secundarios presentes en
la poblacién.

Para cada individuo, se determino el IGS aplicando la férmula:
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Peso de la gonada

x 100 =1GS
Peso corporal - Peso de la gonada

d) Microscopia electronica de transmision (M.E.T.)

Muestras de testiculo de 2 mm de espesor fueron fijadas por 4h. a 4°C en
glutaraldehido 2% en buffer cacodilato 0.1M, pH 7.2 y en Truby (glutaraldehido 3% en
buffer fosfato 0.1M, pH 7.4 y CaCl; 0,1%). Luego de la fijacion se lavé en buffer
cacodilato- sacarosa o en buffer fosfato respectivamente. La postfijacion se realizo en
tetroxido de osmio 1% en el buffer respectivo, durante 1:30 h. a temperatura ambiente.
Las muestras fueron deshidratadas en concentraciones crecientes de alcoholes hasta
etanol 100°-60xido de propileno (1:1) y finalmente oxido de propileno puro.
Seguidamente las muestras fueron embebidas en una mezcla de resina Epon 812 y
Araldita. Los cortes se realizaron con un ultramicrotomo Reichert y fueron coloreados
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Se examinaron bajo microscopio Zeiss EM
109 utilizando pelicula fotografica tipo Ilford PanF 50 asa. Los cortes semifinos (1p)
fueron coloreados con azul de toluidina y observados con microscopio Optico -para

orientacion previa en el material a estudiar en el M.E.

e) Microscopia electronica de barrido (M.E.B)

Pequeiias trozos de la gonada (aprox. 2mm) en diferentes planos de corte fueron
deshidratados en gradaciones crecientes de etanol hasta llegar a 100°. Luego
acetona:etanol 100° (50/50) y finalmente acetona pura. A las muestras una vez secadas
al aire, se les realizé punto critico. Posteriormente fueron montados y metalizadas con
un bafio de oro paladio para su observacion. Las muestras se analizaron bajo un
microscopio electronico de barrido JEOL JSM-25S 11 utilizando pelicula fotografica
Plus-X Pan120 asa. Esta técnica permitié principalmente analizar la disposicion espacial
de los elementos celulares dentro del testiculo.

El semen obtenido por homogenato de gonadas maduras (o por masaje
abdominal en el caso de los experimentos de induccion, capitulo 3), fue colectado en
tubos Eppendorf secos y se fijo cada muestra en glutaraldehido 5% (en buffer fosfato
0,1M, pH7,2) durante 1h. (adaptado de Lahnsteiner y Patzner, 1991). Posteriormente se
centrifugd por 15 min. a 800 r.p.m. en frio. Seguidamente, se descarté el sobrenadante
con pipeta Pasteur y se lavo el pellet en una solucion lavadora de buffer fosfato 0,1M

con 10% de sacarosa, por 30 min. Se repitio la centrifugacion en la misma solucion, se
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retir0 el sobrenadante y se procedié a deshidratar el pellet. Esta consistié en
centrifugaciones sucesivas de 7 minutos a 500 r.p.m. con alcoholes de concentracién
creciente (50°, 70° 96° y 100°) y finalmente acetona. Cada muestra de pellet fue
resuspendida en acetona y una gota de aprox. 0,1 ml fue sembrada en un cubre de vidrio
limpio y seco. Se realizé punto critico y baflo de oro paladio. Las muestras fueron
analizadas bajo un microscopio electrénico JEOL JSM-25S II utilizando pelicula

fotografica tipo Plus-X Pan 120asa.
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RESULTADOS I

ESTUDIO ANATOMICO e HISTOLOGICO DE LA GONADA

La gonada esta ubicada a lo largo de la regiéon medio dorsal de la cavidad

abdominal, por debajo de los rifiones, y ocupa dos tercios de la longitud total del cuerpo,
extendiéndose desde el bazo hasta la papila urogenital. La génada es alargada, cilindrica,
y a diferencia de la mayoria de los peces, es impar. El testiculo esta sostenido del techo
de la cavidad abdominal por un mesorquio y unido ventrolateralmente al tubo digestivo
por mesenterios (Figura 9).

Dentro de la cavidad general del cuerpo (la cual ocupa un 70% aprox.), se ubica el
higado, de forma alargada y sin lobulaciones y estd unido dorsolateralmente al tubo
digestivo (también alargado) por medio de bridas conectivas. La vesicula biliar es
conspicua y el bazo esta bien desarrollado. Como en todos los Synbranchiformes, no se
observa vejiga natatoria (Figura 9).

El testiculo es de forma elongada y cilindrica en los machos maduros y de forma
filiforme en los que estan fuera de la época reproductiva. La porcion anterior de la
goénada es mas delgada y estd localizada a la altura del bazo mientras que la porcién
posterior termina en la papila urogenital, la cual se abre detrds del ano.

S. marmoratus es un pez hermafrodita protoginico didndrico. Presenta dos tipos de
machos: primarios que nacen como tales y secundarios que provienen de la reversion
sexual de hembras funcionales. Dado que esta especie carece de dimorfismo sexual
externo, s6lo a través del estudio histolégico, se pudo determinar el sexo de cada

individuo.

El testiculo del macho primario

El testiculo estd constituido por dos cordones unidos medialmente por tejido
conectivo, por lo cual se los denominé machos de "doble cordén". En corte transversal, la
goénada presenta dos l6bulos testiculares de forma acorazonada en los individuos que no
estan en época reproductiva y de forma arrifionada en los espermiantes (Figuras 10a y b).
La figura 26a muestra el aspecto general bajo microscopio electrénico de barrido.

Periféricamente se observa el epitelio y una capa de tejido conectivo, llamada
capsula testicular (Billard, 1986). Su espesor es de 15 a 20 um, independientemente del

estado de madurez del animal, pero es mas prominente en los machos de mayor tamafio
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Figura 9. Esquema de un corte transversal de anguila, a la altura de la génada.
CC: cavidad del cuerpo; D: dorsal; G: génada; H: higado; R: rifiones; TD: tubo digestivo;
V: ventral. 2x.

R
G
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Figura 10. Testiculo de macho primario

a) Corte transversal de un testiculo inmaduro. Hematoxilina de Carazzi-eosina 35x. b)
Corte transversal de un testiculo maduro. 2x. ¢) Corte transversal de los 16bulos de un
macho inmaduro. Tricrémico de Masson 100x. d) Detalle de la c4psula testicular y la
region distal de los l6bulos de un macho maduro. Tricrémico de Masson 200x. e) Corte
transversal de 1ébulos proximales del testiculo de un macho maduro. Hematoxilina-
eosina. 100x. f) Corte transversal de ldbulos esperméticos en comunicacién con los
conductos eferentes. 100x. g) Corte transversal de los conductos eferentes. 200x.

Hematoxilina-eosina.

As: anastomosis, C: capsula testicular, CE: conductos eferentes, CT: espermatocisto, D:
dorsal, E: epitelio, IC. intercomunicacién lobular, LT: 16bulo testicular, LL: luz del
I6bulo, M: mesorquio, Mc: centro melanomacrofagico, MY: células mioides, PA:
pequefias aberturas (comunicacién del lébulo con el conducto eferente), SPG:

espermatogonia, SPM: esperma, Sq: epitelio escamoso, TC: tejido conectivo, V: ventral.
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(Figuras 10c y d). La capsula envia proyecciones desde la periferia hacia el interior
separando a los lébulos espermaticos entre si, dando lugar a dos compartimientos, el
intersticial y el germinal. Ambos muestran una distribucion radial. En la zona central se
encuentran los conductos eferentes, de diferentes diametro y en nimero variable de 10 a
12 (Figuras 10a y b).

Este testiculo es de tipo lobular irrestricto, estd organizado en 16bulos que
terminan ciegos en la periferia testicular (Figura 10c) y en su extremo proximal se abren
en los conductos eferentes. Estan constituidos por espermatocistos que contienen cada
uno de los estadios de la espermatogénesis (Figura 10e). La diferenciacién celular es
altamente sincronica dentro de cada espermatocisto, pero todos ellos no son sincrénicos
entre si. En los individuos maduros, los 16bulos poseen una luz central llena de esperma
(Figura 10e). Cerca de los conductos eferentes centrales, los l6bulos conteniendo
esperma, se anastomosan entre si, permitiendo el paso del mismo a través de pequeiias
aberturas (Figura 10f).

Los conductos eferentes poseen un epitelio plano, estdn rodeados por células
mioides y ocasionalmente se observan centros melanomacrofagicos (Figura 10g). En las
gonadas de los machos inmaduros, los conductos poseen un epitelio cubico y la mayoria
estan colapsados. En los machos maduros es plano. Es decir que la altura de estos
epitelios estd asociada con los estadios reproductivos. Los conductos se extienden a lo
largo de la génada fusionandose en la parte posterior, dando lugar al conducto deferente
que es muy corto. Antes de alcanzar la papila urogenital, el conducto deferente se fusiona
con el conducto urinario proveniente de la vejiga formando el urogenital, cuya salida se

ubica inmediatamente posterior al ano (Figura 11).

La génada de los revertantes

El testiculo proveniente de la reversién sexual, se desarrolla dentro de un
simple ovario de una hembra funcional (Figura 12a). En los animales transicionales, hay
una importante proliferacién de elementos germinales masculinos los cuales se hacen
visibles dentro de la lamela ovirica como conjuntos de células espermatogénicas
localizadas entre los oocitos (Figura 12b y c). La reversién comienza en la region lindante
con la cavidad ovérica y parece ser paulatina, ya que al principio se observan individuos
con escaso tejido testicular y abundante tejido ovarico en regresion, pasando por toda una
gama en la cual el tejido testicular va ganando espacio hasta reemplazar totalmente al

tejido ovarico. Cabe destacar que si bien el reemplazo del tejido es paulatino, el proceso
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Figura 11. Esquema de corte sagital de la regén distal del sistema urogenital de un macho

primario, mostrando la porcién caudal del tracto genital.

A: ano, CD: conducto deferente, CE: conducto eferente, CU: conducto urinario, CG:

conducto urogenital, PU: papila urogenital, TD: tubo digestivo, VU: vejiga urinaria.




Figura 12. Progresiéon de una gnada en reversion.

a) Corte transversal de un ovario. Hematox-cos. 40x. b) Corte transversal de una
génada en proceso de reversion inicial. Hematox-eos. 40x. ¢) Detalle de tejido
espermdtico dentro de la lamela gonadal (flecha de figura b). 200x. Hematox-eos. d)
Corte transversal de un testiculo de un macho inmediatamente después de la reversion.
40x. e) Detalle de centros melanomacrofagicos encontrados dentro de la goénada.

Hematox-eos. 200x.

CO: céapsula ovarica, CoP: capsula ovarica primaria, CvO: cavidad ovarica, CvOP:
cavidad ovarica primaria, D: dorsal, Lo: lamela ovarica, LT: lamela testicular, Mc:
centros melanomacrofagicos, Me: mesogonio, Nic: células nerviosas (nerve-like cells),
O: oocito, Ps: cavidad pseudovarica, S: espermétidas, Sg: espermatogonia, SL: sostenes

laterales, Sp: espermatocitos, Spm: esperma, V: (ventral).

Figura 12 bis.
Detalle de un centro melanomacrofagico de un macho recién revertido. Dentro del

mismo se observan restos de un foliculo atrésico. También pueden observarse quistes de

parasitos. Tricromico de Masson. 600x.

LG: lamela gonadal: Mc: centro melanomacrofagico: Q: quiste: CO: capsula ovarica.
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de la espermatogénesis parece ser rapido, ya que se encuentran todos los estadios
presentes en individuos con un tercio de su goénada invadida por tejido masculino.
Consecuentemente, la forma anatdmica de la goénada es muy similar a la del ovario
excepto por la presencia de conductos esperméticos eferentes (Figuras 12d, 13ay b).
Durante esta transformacién, y ain después de ella, se observa gran
desorganizacion del tejido intersticial, una importante irrigacion y usualmente se

encuentran abundantes centros melanomacrofagicos (Figuras 12d, e y bis).

El testiculo del macho secundario

Este testiculo est4 constituido por un tnico corddn, por lo que se los llama machos
de "simple cordén". El nuevo testiculo se impone sobre una estructura netamente ovarica.
Esta envuelto por una capsula ovérica primaria. Esta en corte transversal, varia su espesor
de 50 a 170 um de acuerdo con el estado de madurez del animal y es mas gruesa cuando
el testiculo esta en reposo (Figuras 13a y b). Esté constituida por tejido conectivo rico en
fibras coldgenas y son observadas células nerviosas redondeadas, de distintos tamaiios.
La figura 26 b muestra el aspecto general bajo microscopio electrénico de barrido.

Entre la lamela testicular y la cédpsula, ventralmente, permanece la cavidad
pseudovarica. Esta es una caracteristica de los testiculos de los machos secundarios pese
a no ser funcional (Figura 13a). La cavidad dentro de la lamela gonadal, designada como
“cavidad ovérica primaria”, no desaparece en los machos secundarios (Figuras 13b y c).
El testiculo estd compuesto por lobulos que se ubican dentro de la lamela ovérica
primaria. Este rasgo y la persistencia de una cavidad ovarica primaria, distinguen
claramente este tipo de testiculo del de un macho primario y es un caracter fundamental
para el diagnéstico de la protoginia (Okada, 1966; Liem, 1968).

La region ventral del testiculo esta cubierta por una capa de tejido conectivo
importante que representa una neoformacién. Esta no existe en las hembras. Este tejido
conectivo se fusiona a dos soportes laterales, ya existentes en la hembra, los cuales estan
unidos a la capsula (Figuras 13a y b). Numerosos conductos eferentes se desarrollan
dentro de este tejido y en los soportes laterales (Figuras 13a y c). Las regiones dorsal y
lateral de la lamela estin recubiertas por una capa delgada de tejido conectivo (Figura 13
d).

Dentro de la lamela, se desarrolla un compartimiento germinal con lébulos

conteniendo espermatocistos en diferentes estadios de la espermatogénesis y un
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Figura 13. Testiculo de macho secundario

a) corte transversal de testiculo de un macho secundario. Hematoxilina de Carazzi-
eosina. 100x. b) Corte transversal de un testiculo maduro. 40x. ¢) Detalle de los
conductos eferentes ubicados en los sostenes laterales (flecha de la fig. b) 80x. d)

Detalle de los 16bulos testiculares. 100x. e) Detalle de un conducto eferente 200x.

CE: conductos eferentes, CoP: capsula ovarica primaria, CvOP: cavidad ovarica
primaria, D: dorsal, Fmi: fibras musculares lisas, LoT: 16bulo testicular, Me: mesorquio,
Nilc: células nerviosas (nerve-like cells), Ps: cavidad pseudovarica, S: espermatidas, Sg:
espermatogonia, SL: sostenes laterales, Spm: esperma, Sq: epitelio escamoso, TC:

tejido conectivo, TI: tejido intersticial, V: ventral.
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compartimiento intersticial. Ambos poseen caracteristicas semejantes a las de los machos
primarios (Figura 13d).

Este tipo de testiculo es lobular irrestricto. Los Ioébulos terminan ciegos en la
periferia de la lamela testicular, proximos a la cavidad ovarica primaria. Cuando los
l6bulos centrales estdn llenos de esperma, desagotan en los conductos eferentes centrales.
Los lobulos periféricos se anastomosan entre sf y generan un camino hacia los conductos
cferentes laterales. Todos los conductos eferentes poseen un epitelio plano y estin
cubiertos por fibras musculares lisas (Figura 12e). En la region distal del testiculo, los
conductos eferentes siguen uno de los dos caminos: aquellos de la region posterior, se
abren directamente en el conducto urinario mientras los de la regién anterior vierten su
contenido en un conducto colector intratesticular. Ambos vierten en el conducto
urogenital que termina en la papila (Figura 14) la cual se ubica inmediatamente posterior

al ano (Figura 14).

Los centros melanomacrofagicos fueron encontrados en revertantes, en machos
primarios y secundarios y a menudo se los observé en asociacién con quistes de parasitos
y cercanos a vasos sanguineos. En machos primarios y secundarios el nimero y tamafio
de los centros vari6 a lo largo del aflo, siendo mayor en el periodo postreproductivo

donde la proporcion de células en regresién es mayor.

COMPOSICION DE LA POBLACION Y DETERMINACION DEL INDICE
GONADOSOMATICO (1.G.S.)

En base a los estudios anatdmicos e histolégicos, se pudo determinar que, de todos
los animales muestreados (N=122), 12 (9.8%) resultaron individuos intersexos; 45
(36.9%) fueron hembras y 65 (53.3%) machos. Dentro del grupo de machos, se observo
que 13 (20%) resultaron machos primarios mientras que 52 (80%) fueron secundarios
(Figura 15). El largo total de los machos primarios capturados vari6 entre 13 y 88 cm. En
el caso de los machos secundarios, entre 56 y 91 cm. Los revertantes poseian una
longitud total de 45 a 60 cm.

Se encontrd que los machos primarios pueden estar sexualmente maduros desde
los 25 cm de longitud total en adelante, mientras que en el caso de los machos
secundarios, la madurez sexual sélo se observa después de finalizada la reversidn. El
cambio de hembra a macho secundario ocurre, ya sea a fines del invierno, o en la

primavera o a principios del verano.
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Figura 14. Esquema de corte sagital de la region distal del sistema urogenital de un macho

secundario, mostrando la porcion caudal del tracto digestivo.

A: ano, CC: conducto colector, CE: conducto eferente, CG: conducto urogenital, CU:
conducto urinario, Or: orificios o aberturas de los conductos eferentes en el conducto

urinario, PU: papila urogenital, TD: tubo digestivo, VU: vejiga urinaria.
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La figura 16 muestra el indice gonadosomatico (IGS) durante las diferentes
estaciones del afio para machos primarios y secundarios. Puede verse que el IGS es mas
alto durante el verano, aunque el de los machos primarios es mucho mayor que el de los
secundarios. Entre los machos secundarios, los individuos entre 60 y 69.9 cm de longitud

total, muestran un IGS menor que el de los de 70 a 79.9 cm (Figura 17).

ESPERMATOGENESIS: ASPECTO OPTICO Y ELECTRONICO.

A) COMPARTIMIENTO GERMINAL

El epitelio germinal estd localizado dentro de estructuras elongadas definidas
como “lébulos” y estan limitados por una membrana basal. Este compartimiento persiste
todo el afto (Figuras 18a y b). Dentro de ellos encontramos los “espermatocistos”, que
estan constituidos por células de Sertoli que apoyan sobre una membrana basal y células
germinales isogénicas (Figura 19c). Los espermatocistos estin en contacto con la
membrana basal a lo largo de un solo lado. La espermatogénesis ocurre dentro del
espermatocisto.

No se han observado diferencias para ambos tipos de machos a este nivel y por lo

tanto se presentan figuras de ambos indistintamente.

ESPERMATOGONIA A (SPG A): estin siempre presentes. Se tifien palidamente, y
son las células germinales mas grandes en el testiculo. El citoplasma es hialino, presenta
nicleo prominente, central, ligeramente oval o esférico. Posee cromatina en distintos
grados de condensacion de acuerdo con la etapa mitética en la que se encuentran. Tienen
un sé6lo nucleolo prominente, refringente y excéntrico aunque a veces se han encontrado
dos. Diametro nuclear: 11,73£1,52 pm (XtDS). Figuras 18ay b.

MET: estin rodeadas por procesos de células de Sertoli y se distingue claramente la
membrana basal. Las mitocondrias se encuentran agrupadas en un polo celular. Son
globosas o débilmente elongadas, con mediana cantidad de crestas y su matriz es clara.
Se observan cuerpos densos o nuages asociados a ellas. Poseen reticulo endoplasmético
liso (REL) y aparato de Golgi conspicuo, constituido por varias pilas de cisternas.
Presencia de polisomas y de cuerpos multilamelares. El nucleolo posee componentes

granular y fibrilar. Figuras 18c hasta g.



Figura 18. Espermatogonia A.
* Microscopia dptica. Detalle de 1obulos testiculares. A) macho primario. Tricromico de
Masson B) macho secundario. H- E. Se observa que el macho primario tiene mas fibras

colagenas que el secundario. 600 x ambas.

C: fibras colagenas, MY: células mioides, L: Lébulo, Ly: célula de Leydig, Spg A:

espermatogonias tipo A, TI: tejido intersticial.

* Microscopia electronica. C) espermatogonia A rodeada por procesos de la célula de
Sertoli. 3000x. D) Detalle de una espermatogonia A donde se observa el nucleolo con
su componente granular y fibrilar, nuages, mitocondrias ubicadas en su mayor parte
sobre un polo de la célula y un cuerpo multilamelar. 4000x. E) Magnificacion de la
zona del nucleo, el nucleolo y de las mitocondnas asociadas con nuages. 7000x. F)
Detalle de la zona de mitocondrias y nuages. Puede observarse un desmosoma entre 2
células de Sertoli vecinas. 12000x. G) Aspecto del aparato de Golgi constituido por

varias pilas de cisternas. 7000x.

Cm: cuerpo multilamelar; d: desmosoma, G: Aparato de Golgi, M: mitocondria, mb:
membrana basal, n: nucleo, nl: nucleolo; Ng: nuages, P: polisomas; REL: reticulo

endoplasmatico liso; SE: nucleo de célula de Sertoli, Spg A: espermatogonia A.
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ESPERMATOGONIA B (SPG B): se caracterizan por un gradual decrecimiento en el
tamafio celular debido a las sucesivas divisiones mitéticas. Se las encuentra en
espermatocistos desde dos células en adelante. El citoplasma es hialino, de limites no
siempre distinguibles. Tienen nicleo esférico central con cromatina finamente granulada
y presencia de un nucleolo. Didmetro nuclear: 7,41+1,30 pm (XtDS). Figuras 192y b.
MET: la microscopia electrénica demuestra claramente la unién entre SPG vecinas a
través de puentes citoplasmaticos y de ahi su sincronizacién dentro del espermatocisto
(Figura 19c). Poseen citoplasma con polisomas, presencia de cuerpos multilamelares,
lisosomas, REL y aparato de Golgi prominente. Las mitocondrias son semejantes a las de
las SPG A, pero en menor nimero. También se las encuentra asociadas a nuages. Nicleo
esférico central con cromatina finamente granulada; nucleolo nico con componente
“granular” y “fibrilar” més electrodenso. Figura 19c.

Las SPG A y B, representan la fase proliferativa o mit6tica de la espermatogénesis.

ESPERMATOCITO I (SPC I): son células redondeadas. Su citoplasma, es hialino y no
se observan limites celulares netos. Los nicleos son ovales y estin caracterizados por la
presencia de abundante cromatina irregularmente condensada en distintos estadios de la
profase meidtica. Con H-E presentan un color violeta alilado. Didmetro nuclear: 6,57+0,6
um (X+DS). Figuras 20ay b.

MET: se observan puentes citoplasmiticos entre las células vecinas. Hay escasas
mitocondrias con crestas lamelares, mas pequefias que en las SPG B y con matriz
electrodensa. Las mitocondrias, redondas y cilindricas, se encuentran asociadas a nuages
hasta el estadio de paquitene. Se observan cuerpos multilamelares, REL, aparato de Golgi
incospicuo y proximos a él se encuentran los centriolos. El nicleo es més electrodenso y
presenta un nucleolo. Durante el estadio de paquitene, pueden observarse claramente los

complejos sinaptonémicos. Figuras 20 c,d,e,f.

ESPERMATOCITO II (SPC Il): es el estadio que se observa con menor frecuencia.
Son de forma mds oval y de menor tamafio que sus precursores inmediatos ya que se
duplican en numero. Por lo tanto el citoplasma se reduce y es poco visible. Nucleo
voluminoso y esférico con cromatina mas condensada y altamente teflida. Didmetro
nuclear: 4,75 £ 1,02 um (X+DS). Figuras 20ay b.
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Figura 19. Espermatogonia B.
* Microscopia Optica. A) Lobulos testiculares conteniendo espermatogonias A y
espermatocistos con espermatogonias B. Algunas de ellas en divisiéon. 200x. B) Detalle

de espermatocisto conteniendo SPG en mitosis. 800 x. H- E ambas.

CT: espermatocisto, m: mitosis; n: nucleo; L: 16bulo; SE: nucleo de célula de Sertoli;

Spg A: espermatogonias A; Spg B: espermatogonias B; TI: tejido intersticial.

* Microscopia electrénica. C) Se observan 2 espermatogonias B rodeadas por 2 células

de Sertoli, formando un espermatocisto. 3000x.

C: colageno; Cm: cuerpo multilamelar; CT: espermatocisto, G: Aparato de Golgi, M:
mitocondria, mb: membrana basal, n: nicleo, nl: nucleolo; Ng: nuages, Pc: puente

citoplasmatico; SE: nucleo de célula de Sertoli, Spg B: espermatogonia B.






Figuras 20 y 21. Espermatocitos I y IL
20: Microscopia dptica. A) Detalle de lobulos testiculares conteniendo cistos en
diferentes etapas de la espermatogénesis: SPG, SPC I, II y SPZ. H-E. 600x. B) Corte

semifino. Se observan SPC Iy I y glébulos rojos dentro de un vaso.

GR: globulos rojos, Spg: espermatogonias, SE: nicleo de célula de Sertoli, SPC I:

espermatocito I, SPC II: espermatocito II, SPZ: espermatozoide, TI: tejido intersticial.

* Microscopia electronica. C) y D) SPC 1 en paquitene. Se observan los complejos
sinaptonémicos y centriolos. 3000x ambas. E) y F) Detalle de mitocondrias, nuages y
aparato de Golgi. 12.000x y 5000x.

21: A) Microscopia electronica. Detalle de espermatocitos 1I. Se observa un puente

citoplasmatico y un centriolo. 4400x.

C: colageno, ce: centriolos, Cm: cuerpos multilamelares; CS: complejos
sinaptonémicos, G: aparato de Golgi, M: mitocondria, mb: membrana basal, n: nacleo,

Ng: nuages, Pc/Ps: puente citoplasmatico.
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MET: se observan puentes citoplasmaticos muy notorios. El citoplasma presenta
mitocondrias pequefias redondas, muy escasas, con crestas lamelares y matriz
electrodensa, REL, aparato de Golgi y cuerpos multilamelares. El nucleo esta
regularmente delineado con masas de cromatina densa y no se observa nucleolo.

Cercanos al niicleo se observan los centriolos. Figura 21a.

ESPERMATIDA (SPD): duplican su niimero respecto del estadio previo. Se observa un
importante remodelado y gradaciéon de tamafios dentro del estadio a medida que avanza la
espermiogénesis, perdiéndose hacia el final, los puentes citoplasmaticos. Los nucleos van
reduciendo su tamafio y modificando su aspecto, debido a la condensacién de la
cromatina pero mantienen su forma esférica. Finalmente su aspecto es homogéneo.
Didmetro nuclear inicial: 2,8 + 0,42 pm (X+DS). Figuras 24c y d.

MET: la transformacién de espermétida en espermatozoide maduro (espermiogénesis),
consiste en la reorganizacién del nucleo y del citoplasma, con pérdida de la mayor parte
del ultimo como “cuerpo residual”. Se observa un delineamiento de las células muy
irregular y permanecen unidas por puentes citoplasméticos. En las espermatidas
tempranas, los nucleos presentan cromatina en distintos grados de condensacién y las
mitocondrias son escasas y globosas. A medida que avanza la transformacién, el nicleo
presenta cromatina granular. Las mitocondrias son muy escasas, globosas, con crestas
lamelares y con matriz electrodensa y se desplazan hacia un polo de la célula. En el
citoplasma se observa un aparato de Golgi bien desarrollado y ribosomas libres o
formando polisomas. Los centriolos se ubican proximos a la membrana nuclear. La
formacién de los flagelos a partir de los centriolos, es previa al ordenamiento de las
mitocondrias en la regién que daré lugar a la “pieza media”. Como consecuencia de este
ordenamiento, la SPD muestra una clara polaridad. Se observan desmosomas entre
células de Sertoli correspondientes a dos espermatocistos con espermatidas. Figuras 22 y
23.

ESPERMATOZOIDE (SPZ): tienen la forma tipica de los espermatozoides de peces
con fecundacién externa. Son las mas pequefias en el linaje de las células germinales.
Con microscopia éptica se observan como pequefias esferas con cromatina altamente
condensada. En las génada de animales maduros se los puede encontrar facilmente dentro

de los espermatocistos, en la luz que se forma en los l6bulos por la ruptura de los
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Figura 22. Espermatidas.

* Microscopia electronica. A) Vista general de espermatida temprana. Se observan los
cuerpos basales y la disminucion del nimero de mitocondrias. 4400x. B) detalle de una
SPD temprana. Se observa un puente citoplasmatico, cuerpos basales y nuages. 12000x
C) Vista general de un espermatocisto con SPD, cuyos nucleos estan en condensacion
media. Se observa el comienzo del desarrollo del flagelo. Se observa el cuerpo basal.
3000x. D) Detalle del cuerpo basal y del comienzo de la formacion del flagelo. 12000x.
E) Espermatocisto con SPD finales. El nucleo presenta cromatina altamente
condensada. Se observan desmosomas entre células de Sertoli. 4400x. F) Espermatidas

que han perdido los puentes citoplasmatico. Se observan los cuerpos residuales. 3300x.

CB: cuerpo basal; cr: cuerpos residuales, d: desmosomas; M: mitocondria, ng: nuages,

Pc: puentes citoplasmaticos; SPD: espermatidas.

* Figura 23. Espermadtidas (cont.).

A) Detalle de la formacion del flagelo, aun se observan puentes citoplasmaticos entre
las dos SPD. El citoplasma presenta REL y polisomas. Las mitocondrias estan migrando
hacia su posicién definitiva. 12000x. B) Detalle de aparato de Golgi y polisomas.
20000x.

CB: cuerpo basal; G: aparato de Golgi, f: flagelo, M: mitocondria, P: polisomas, Pc:

puentes citoplasmaticos; REL: reticulo endoplasmatico liso.
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espermatocistos y en los conductos eferentes. Didmetro nuclear: 1,8 + 0,37 um (X+DS).
Figuras 24a,b,c y d.

Con MET: el SPZ maduro posee cabeza esférica sin acrosoma, nicleo con cromatina
condensada y pequeilas dreas sin condensar. La “pieza media” es corta y esta constituida
por dos cuerpos basales ubicados paralelamente entre si y un anillo mitocondrial
alrededor de ellos (de 4 a 6 mitocondrias). Estas son globosas, con crestas lamelares y
matriz densa (Figuras 24e y 25a y b). Poseen dos flagelos, cada uno de ellos mide
aproximadamente 50 pm de largo (Figuras 25b y c). Cada axonema presenta un
ordenamiento 9+2: nueve pares de microtubulos periféricos y un par de tubulos centrales.
Los nueve microtubiilos son continuos con los del cuerpo basal y el par central comienza
por debajo de él (Figuras d y e). Carece de canal citoplasmatico. No se observan
asociaciones entre el esperma y la célula de Sertoli. Es comin encontrar cuerpos
residuales en la luz de los 16bulos y en los conductos eferentes. Figuras 24 e y 25a,b,c y
d.

MES: utilizando un testiculo maduro, se logré observar gran cantidad de esperma en la
luz de los l6bulos, sus cabezas estin dirigidas hacia el centro y sus colas hacia la pared
del 16bulo (Figura 26¢). Asi mismo se corroboré la forma esférica de la cabeza asi como
una cantidad variable de mitocondrias globosas formando la pieza media. Figuras 26d y

€.

CELULA DE SERTOLI: Estin siempre presentes en el testiculo. Se encuentran
formando la pared del espermatocisto, apoyadas sobre la membrana basal que delimita al
lébulo testicular y adoptan la forma del espacio disponible. Lo mas sobresaliente son sus
nucleos pleomoérficos (formas fusiforme o triangular). Los nucleolos son excéntricos.
Tamatlo nuclear: 6,0 a 6,5 um. Figuras 18ay by 20ayb.

MET: Las células de Sertoli adyacentes se interdigitan unas con otras de manera
compleja por lo tanto es dificil distinguir donde termina el citoplasma. Estan conectadas
por desmosomas (Figura 27a). Las uniones fuertes, (“tight junctions”) estan localizadas
cerca de la luz del l6bulo. Su citoplasma es escaso, rico en microfilamentos y se extiende
envolviendo a las células germinales con pliegues tortuosos. El aparato de Golgi es
evidente, los ribosmas estidn agrupados formando polisomas. Presencia de REL y RER,
siendo el primero mas abundante. Pocas mitocondrias, de matriz densa, donde se
observan granulos electrodensos (sales de calcio) entre las escasas crestas lamelares

(Figura 27b). Se observan vesiculas pinocfiticas lo que estaria indicando una funcién de
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Figura 24. Espermatozoides.

* Microscopia optica. A) Muestra de semen obtenido por masaje abdominal. Se observa
la presencia de dos flagelos y la autoflorescencia de las células al ser excitadas con luz
UV. 200x. B) Corte semifino de la misma muestra. Nétese la longitud de los flagelos.
200x. C) Detalle de lébulos con SPZ en espermatocistos y en la luz. 600x. D) Corte
semifino de un lébulo conteniendo espermatocistos, con diferentes estadios de la

espermatogénesis. 200x.

ca: cabeza del espermatozoide; f: flagelo; SPC: espermatocitos, SPD: espermatidas,

SPZ: espermatozoides.

* Microscopia electronica. E) Aspecto general de la cabeza, pieza media y region

proximal del flagelo. 12000x.

CB: cuerpo basal, f: flagelo, M: mitocondria, SPZ: espermatozoide.

Figura 25. Espermatozoides (cont.)

* Microscopia electronica. A) Detalle de la pieza media, donde se observa el cuerpo
basal y las mitocondrias. 30000x. B) y C) Detalle de los cuerpos basales, evidenciando
la biflagelaridad 50000x y 20000x respectivamente. D) Corte a la altura de la pieza
media, mostrando los cuerpos basales y el anillo mitocondrial. 20000x. E) Corte de los

flagelos, donde se observa la estructura 9+2 microtibulos del axonema. 50000x.

CB: cuerpo basal, cr: cuerpos residuales, f: flagelo, M: mitocondria, n: nicleo; SPZ:

espermatozoide.









Figura 26. Microscopia electronica de barrido.

A) Aspecto general del testiculo de un macho primario. 30x. B) Aspecto general del
testiculo de un macho secundario. 45x. C) Detalle del 16bulo testicular de un macho
maduro. 700x. D) 10.000x y E) 15.000x. Ambas son detalle de espermatozoides. Se

observa la forma esférica de la cabeza y las mitocondrias.

D: dorsal, Ed: conductos eferentes, f: flagelo, Ig: lamela gonadal, m: mitocondria, SPZ:

espermatozoides; V: ventral.
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nutricién. Poros nucleares conspicuos. Tienen funcién fagocitica, esto puede observarse

por la presencia de grandes vacuolas en su citoplasma. Figuras 27a, b yc.

B) COMPARTIMIENTO INTERSTICIAL
El compartimiento intersticial se encuentra entre los l6bulos y esta constituido por
células de Leydig (o intersticiales), fibras coldgenas, células mioides y vasos sanguineos.
En los testiculos en cualquier etapa de la espermatogénesis, el tejido intersticial
ocupa un volumen relativamente pequefio comparado con aquel del compartimiento
germinal. Los espacios interlobulares son estrechos pero en las zonas angulares ubicadas
entre tres o cuatro I6bulos se encuentra mayor numero de células, muchas veces

asociadas a vasos sanguineos. Figura 18a.

CELULAS DE LEYDIG: Se las observa todo el afio pero mas facilmente en los
animales de baja actividad reproductiva debido al poco desarrollo de los 16bulos y al
espacio que se genera entre los mismos. Poseen forma esférica u oval. Con nucleo de
igual forma, cromatina puntillada y nucleolo tnico. Tamafio nuclear (eje mayor): 5,3 a
5,9 pm. Figura 18a.

MET: El citoplasma posee numerosas mitocondrias con crestas tubulares y matriz
electrodensa con granulos de sales de calcio. EI REL es vesicular y muy abundante, el
aparato de Golgi, estd constituido por varias pilas de cisternas, se observan escasos
lisosomas y cuerpos multilamelares. Los desmosomas las unen entre si y a las células
mioides. Nicleos con nucleolo excéntrico, cromatina puntillada y poros nucleares
facilmente observables. Entre las células de Leydig se observan paquetes de fibras

colagenas. Figuras 28a, b y c.

CELULAS MIOIDES: forma variable, desde fusiformes hasta ligeramente ovaladas.
Nucleo elongado u ovoide con identaciones. Tamaiio nuclear: 9,5 a 10,5um en corte
longitudinal.

MET: Se encuentran rodeadas por abundantes fibras coldgenas. La membrana
citoplasmitica de la célula mioide estd unida -zonas de adhesién o de contacto- a las
fibras coligenas y ademas se asocian entre sf por desmosomas. El citoplasma presenta
organelas que se ubican en el espacio disponible en los extremos del mismo:

mitocondrias pequeilas y escasas, REL, gran cantidad de ribosomas asociados a la
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Figura 27. Células de Sertoli.

* Microscopia electronica. A) Aspecto de dos células de Sertoli y sus procesos. Se
denota lo tortuoso de sus pliegues citoplasmaticos, los desmosomas que las unen y la
membrana basal. 7000x. B) Detalle de una célula de Sertoli, mostrando el aparato de
Golgi y mitocondrias con particulas de sales de calcio. 12000x C) Célula de Sertoli en
proceso fagocitico, se observa un cuerpo residual en su citoplasma y vesiculas

pinociticas en los limites de la célula. 7000x.

FC: fibras colagenas; ds/d: desmosoma; G: Aparato de Golgi; m: mitocondria;, mb:
membrana basal, ml: cuerpos multilamelares; N: nicleo; Ng: nuages; pf: proceso
fagocitico; REG: reticulo endoplasmico rugoso; SE: nicleo de célula de Sertoli; SPG a:

espermatogonia A; vp: vesiculas pinociticas.






Figura 28. Células de Leydig.

* Microscopia electronica. A) Aspecto de varias células de Leydig dentro del
compartimiento intersticial. 3000x. B) Detalle de las células de Leydig, mostrando
mitocondrias, REL, aparato de Golgi, desmosomas, nucleo, nucleolo y poros nucleares
conspicuos. Notese la abundancia de fibras colagenas en corte longitudinal y
transversal. 4400x. C) Magnificacién de las mitocondrias tipicas de este tipo celular. En
cualquier época del aflo, presentan crestas tubulares y granulos de sales de calcio. Se

observa un cuerpo multilamelar y fibras colagenas. 12000x.

C: fibras colagenas; Cm: cuerpos multilamelares; d: desmosoma; G: aparato de Golgi;
M: mitocondria; n: nacleo; nl: nucleolo; LE: nicleo de célula de Leydig; pn: poros

nucleares; REL: reticulo endoplasmico liso.
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membrana nuclear y vesiculas pinociticas. Los microfilamentos corren paralelos al eje

mayor de la célula . Se observan perigranulos de heterocromatina dentro del nicleo.

Figuras 29a, by c.

FIBRAS COLAGENAS: estan presentes en todo el tejido orientadas tanto en forma
transversal como longitudinal. Se colorean intensamente con Tricromico de Masson.
Figura 18a.

MET: Presentan bandas claras y oscuras perpendiculares al eje mayor de la fibra. Poseen

zonas de adhesion o de contacto a la membrana de las células mioides. Figuras 29b y c.

Entre las fibras coligenas, se observan figuras mielinicas conteniendo vesiculas
claras, intermedias y electrodensas (terminales nerviosas). Figura 30a. En la proximidad
de los vasos sanguineos se encuentran granulocitos. Poseen nicleo con cromatina mas
densa en la periferia. Su citoplasma presenta granulos de forma heterogénea, de

diferentes electrodensidades, pero de contenido homogeéneo. Figuras 30b y c.

CONDUCTO EFERENTE: posee un epitelio simple cuyas células varian de plano a
cibico de acuerdo con la etapa de la espermatogénesis. Poseen nicleo ovalado,
microvellosidades y nucleolo unico. Estas células presentan mitocondrias, abundantes
microfilamentos y polisomas. Se observan numerosas vesiculas pinociticas. Las uniones
son de tipo “zonula occludens” en la regién préxima a la luz que funcionarian a modo de
barrera testicular. Estan asociadas entre ellas por desmosomas. Estan rodeados por células

mioides y abundantes fibras colagenas. Figuras 31 y 32.



Figura 29. Células mioides.

* Microscopia electrénica. A) Ubicacién de las células mioides en el compartimiento
intersticial. 5000x. B) Corte transversal. Se observa que estan inmersas en fibras
colagenas y poseen microfilamentos que se ven como un fino puntillado. 4400x. C)
Corte longitudinal. Nétense los microfilamentos, la ubicacién de las mitocondrias y las

fibras colagenas que la rodean. 4400x.

Et: célula endotelial; FC: fibras colagenas; GR: glébulo rojo; M: mitocondria, MD:
célula mioide; mi: microfilamentos; n: nucleo, SE: células de Sertoli; SPG A:

espermatogonia A.

Figura 30.

* Microscopia electronica. A) Figuras mielinicas encontradas en el tejido intersticial
entre las fibras colagenas. 20000x. B) Semifino de la zona mostrando el aspecto de un
granulocito. 3000x. C) Granulocito conteniendo granulos de diferente electrodensidad,

encontrado cerca de un vaso sanguineo. Semifino 3000x.

C: fibras colagenas; g: granulos, gt: granulocitos; n: nucleo; v: vesiculas
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Figura 31. Conducto eferente.

A) y B) Cortes semifinos de conductos eferentes conteniendo SPZ en la luz. Noétese el
tipo de epitelio cibico. 200x. Ep. Epitelio; GR: gldbulos rojos; SPZ: espermatozoides.
C) Las células del conducto eferente presentan desmosomas y Zonulas occludens.
Apoyan sobre una membrana basal que la separa de las fibras colagenas. En la luz del

conducto se observan SPZ, SPD y numerosos cortes de flagelos. 3000x.

CC: célula del conducto; d: desmosoma; f: flagelo; FC: fibras colagenas;, M:
mitocondria; mb: membrana basal; md: célula mioide; n: nucleo; LCE: luz del conducto
eferente; SPG A: espermatogonia A; SPD: espermatida, SPZ: espermatozoides; ZO:

Zonula occludens.






Figura 32. Conducto eferente (cont.)
A) Detalles de la region de las uniones impermeables entre dos células del conducto que
dan a la luz. 12000x. B) Magnificacién de las uniones impermeables y adherentes (d).

Se observan los filamentos de actina que forman el desmosoma. 30000x.

C: colageno, d: desmosoma, n: nucleo; ZO: conula occludens
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‘ CONCLUSIONES y DISCUSION I

S. marmoratus presenta machos primarios y secundarios, por lo tanto es protoginica

diandrica para las zonas muestreadas y no monandrica como habia sido determinado por
Liem (1968) para Argentina. La poblacion de machos estuvo formada por 20% de
primarios y 80% de secundarios. Los machos primarios presentaron un rango mayor de
tamaiio, variando entre 13 y 88 cm de longitud total. No se capturaron animales de menor
tamaiio debido probablemente a las técnicas utilizadas. Liem (1968) no encontré6 machos
primarios en Argentina tal vez debido a la baja proporcion de estos en la poblacion
estudiada y el tamafio insuficiente del muestreo.

Los machos secundarios presentaron una variacion de tamaios entre 56 y 91 cm.
Este hecho, la organizacion lamelar de la gonada, la persistencia de una cavidad
pseudovarica, una cavidad ovarica y una capsula ovarica primaria, asi como la existencia
de individuos hermafroditas entre los 45 y 60 cm de longitud total, demuestran que los
machos secundarios provienen de la reversion sexual de hembras funcionales. Pareceria
que S. marmoratus posee un proceso de reversion del sexo similar al de los Serranidos,
especificamente, el black sea bass (besugo) Centropristis striata (Cochran y Grier, 1991),
pese a que estos dos grupos de peces pertenecen a Ordenes distintos.

La estructura testicular de los machos primarios coincide con la del tipo lobular
irrestricto (Grier, 1993) donde los l6bulos apoyan sobre una capsula testicular ubicada en
la periferia del mismo y los espermatocistos con los diferentes estadios se encuentran a
cualquier altura del mismo. El testiculo de los machos secundarios es también de tipo
lobular irrestricto pero en este caso los l6bulos se desarrollan en la lamela ovarica primaria
y presentan escaso tejido conectivo en la periferia testicular.

Segun Sadovy & Shapiro (1987), los conductos eferentes en los machos
secundarios se desarrollan en la capsula ovarica. En trabajos previos, Liem (1968) encontré
que la cavidad pseudovarica era retenida en los machos secundarios pero parecia no ser
funcional. Los espermatozoides son liberados en las cavidades ovéricas primarias
correspondientes a la fase de hembra pero nunca en la cavidad pseudovarica.
Posteriormente, la cavidad ovarica se fusiona para formar un vaso deferente (Liem, 1968).
Este no es el caso para la poblacion estudiada de S. marmoratus donde los espermatozoides
son liberados a un nuevo sistema de conductos eferentcs que se desarrollan en el tejido

conectivo de neoformacion ubicado en la region ventral de la lamela gonadal y en los
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sostenes laterales que la unen a la vaina. Ademas, los conductos eferentes posteriores se
abren directamente en el conducto urinario mientras que los de la region anterior, vierten
su contenido en un conducto colector intratesticular que también desemboca en el urinario,
dando lugar finalmente a un conducto urogenital comuin que se abre en la papila.

El macho primario posee un testiculo bilobulado y en el centro pueden observarse,
los conductos eferentes. Liem (1968) encontré que en los testiculos bilobulados de S.
marmoratus, los espermatozoides de ambos I6bulos eran colectados en dos conductos en
vez de 10 a 12 como lo es para la especie de Argentina. Estos se unen en la region
posterior del testiculo formando el conducto deferente, el cual se une al urinario para
formar un conducto urogenital comin que se abre en la papila urogenital.

La liberacion del esperma desde los espermatocistos durante la espermiacion, es un
proceso complicado debido a que los l6bulos poseen una luz cerrada y no continua con los
conductos eferentes. Sin embargo, durante este proceso, los lobulos se anastomosan entre
si, abriendo una camino para la salida del esperma. El epitelio de los conductos eferentes
posee células con caracteristicas muy semejantes a las de Sertoli, las cuales estan unidas
por desmosomas y uniones estrechas. Esto estaria indicando una posible funcion de barrera
hematotesticular o Sertoliana.

La unidad de estructura y funcion en ambos tipos de machos es el espermatocisto el
cual esta constituido por células germinales y de Sertoli.

Los centros melanomacrofagicos fueron encontrados en los revertantes, en machos
secundarios y primarios. El nimero y tamafio de los centros vario a lo largo del afio, siendo
mayor en los periodos postreproductivos. Esto sugiere que estos centros podrian ser mas
activos en estos periodos degradando células residuales del ciclo espermatogénico, en
especial espermatozoides. Una situacion similar se observa en las hembras y los
revertantes donde los centros podrian estar ayudando en la fagocitosis de tejido femenino,
permitiendo asi la eliminacion del mismo durante el cambio de sexo (Ravaglia y Maggese,
1995; Ravaglia, 2000). Estos autores sugieren que las estructuras encontradas en las
gonadas, poseen las mismas caracteristicas y funciones de aquellas encontradas en higado
o bazo y que podrian actuar como eliminadores de células residuales o atrésicas, esperma
en degeneracion y parasitos.

Segun la clasificacion de Sadovy y Shapiro (1987), la gonada de S. marmoratus
durante la reversion es “no limitada tipo 1, donde el tcjido masculino y femenino estan en

contacto pero no se mezclan.
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El IGS de ambos tipos de machos es mas alto durante el verano, pese a que el de los
machos primarios es mucho mayor. Los machos secundarios aumentan su IGS a medida
que procede su nuevo estatus sexual. Probablemente estén necesitando un periodo de
tiempo mayor en dicho estatus para poder adaptarse y ser capaces entonces de aumentar su
produccion de semen. Seria muy interesante poder medir la produccion de semen en ambos
tipos de machos a fin de determinar si existen diferencias en el volumen o en la
concentracion.

La ausencia de individuos transicionales durante el otofio puede deberse al hecho
que las hembras presentan signos de madurez al final del verano. Durante el otofio estan en
el periodo de postpuesta y probablemente no han iniciado su reversion o esta no es
conspicua. La presencia de espermatogonias sin la existencia de estadios de la
espermatogénesis mas tardios, no es un indicador de la reversion sexual dado que ellas no

pueden ser facilmente distinguidas de las oogonias. Los individuos intersexo son muy
comunmente encontrados en las de colecciones de campo. El porcentaje mas alto de estos

individuos registrados en la literatura fue de un 20% en GGonostoma gracile (Kawaguchi y
Marumo, 1967) y en S. marmoratus (Liem, 1968). En este estudio fue de un 9.8%.

El valor adaptativo de la reversion del sexo y el éxito sexual permanecen bajo
hipotesis. Segun Liem (1968), la respiracion aérea de los Synbranchiformes les permite
ocupar arroyos y pantanos que estan sujetos a sequias periodicas durante las cuales estos
individuos permanecen aislados. Este tipo de hermafroditismo protoginico les permitiria
establecer nuevas colonias mas facilmente que en aquellas especies gonocdricas, las cuales
tendrian muy baja probabilidad de encuentro entre machos y hembras bajo estas
condiciones. La protoginia propiamente dicha, podria estar evolucionando para compensar
las restricciones producidas por las sequias. Una de las caracteristicas del desarrollo sexual
de los teledsteos es justamente su plasticidad y esto puede observarse desde la
bipotencialidad de su gonada (Francis, 1992). Tal vez, la diferenciacion sexual no es
iniciada por un cambio que actua directamente sobre la gdnada sino mas bien por un
evento que se inicia en el cerebro. Este cambio al menos esta potencialmente sujeto a

influencias ambientales, aun en especies con cromosomas sexuales.
Se caracterizaron los distintos estadios de la espermatogénesis, las células de Sertoli

e intersticiales, no encontrandose diferencias entre machos primarios y secundarios a nivel

electronico.
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Se ha logrado observar claramente la existencia de puentes citoplasmaticos desde
SPG B hasta SPD tardia, asi como la presencia de desmosomas entre las células de Sertoli
de un mismo espermatocisto y entre distintos espermatocistos.

Las mitocondrias varian en tamafio, numero y densidad electronica desde
espermatogonia A hasta spz y siempre presentan crestas de tipo lamelar.

En las SPG A, B y SPC 1, la presencia de cuerpos densos o “nuages”, asociadas a
mitocondrias, indicarian actividad sintética de la célula. En Oryyzias latipes estas
organelas han sido observadas exclusivamente en SPG A y B (Hamaguchi, 1993).

Probablemente la vida media del SPC II sea corta, debido a que son dificiles de
encontrar y es posible que pasen muy rapidamente a formar espermatidas.

Un tipo primitivo de SPZ es retenido en esta especie donde la fecundacion es
externa. La forma redonda de la cabeza y la ausencia de acrosoma, coincide con la
presencia de micropilo en el oocito (Ravaglia, 2000). Presenta dos flagelos al igual que
otros Ordenes de peces (ejemplo: Siluriformes, Ictalurus punctatus y Rhamdia sapo, entre
otros. Jamieson, 1991) pero esta caracteristica no ha sido observada dentro del Orden
Synbrnachiformes. El tipo de espermatozoide que posee S. marmoratus, pertenece al “tipo
I, de acuerdo con la clasificacion de Mattei (1991).

Las células de Sertoli estan siempre presentes y asociadas a los cistos en el
testiculo. Lo mas represenativo son la forma y ubicacion de sus nicleos. Se mantienen
unidas entre si por desmosomas. Estas células fagocitarian cuerpos residuales y células
germinales en degeneracion incluyendo el esperma residual (Grier, '1993). De hecho, en §.
marmoratus se han encontrado células en este proceso. Por las caracteristicas
ultraestructurales observadas en éste tipo celular se podria inferir su funcion en la sintesis
de esteroides y proteinas.

En S. marmoratus, el tejido intersticial en machos primarios y secundarios
permanece durante todo el afio. Es importante destacar, la abundancia de fibras colagenas
en este compartimiento, especialmente en los machos primarios.

La presencia de células de Leydig en el testiculo aparece como algo normal en
teleosteos (Nagahama, 1983); aun asi, Reinboth (1962) noto que en Coris julis el testiculo
de los machos primarios y secundarios carecia por completo de células de Leydig. Roede
(1975), en su estudio sobre reversion sexual en los labridos del Caribe, enfatizo la ausencia
de las células de Leydig y, Reinboth y Brusle-Sicard (1997) en su estudio sobre cambio de
sexo en C. julis , destaco su presencia. Chang y Phillips (1967) y Chan y col., 1975,

observaron la degeneracion del tejido intersticial en Mononopterus albus luego de la
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espermiacion y su reemplazo por una nueva generacion de células procedentes del tejido
conectivo que mostraban un extenso desarrollo de las células de Leydig durante la
reversion sexual. Las células de Leydig en S. marmoratus, poseen la ultraestructura tipica
de las células esteroidogénicas: abundante cantidad de REL y mitocondrias con crestas

tubulares.
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Cap. I - Ciclo anual de la espermatogénesis — Introduccion

l INTRODUCCION I

LOS CICLOS REPRODUCTIVOS

La determinacion de los ciclos reproductivos debe tener en cuenta el estudio

histologico y fisiologico de la gonada, la frecuencia y momento de la puesta asi como la
edad reproductiva. Todos estos parametros constituyen un desafio para la biologia
reproductiva, la acuicultura y la biologia pesquera. Muchas facetas de la estructura y
fisiologia gonadal aun no son bien entendidas.

El indice gonadosomitico (IGS) es cominmente utilizado como indicador para
descnibir los ciclos reproductivos anuales en peces y es frecuentemente complementado
con la histologia gonadal y la descripcion detallada del tipo de testiculo (Grier y Taylor,
1998). En las especies que se reproducen anualmente, el IGS aumenta de un 5 2 10% en
salmonidos (Hiroi y Yamamoto, 1968, 1970) y ciprinidos (Solewski, 1957; Weil, 1981);
de 0,2 a 2% en varias tilapias (Perciformes) (Peters, 1971) y en Morone americana
(Perciformes) de 0,8 a 4,6% (Jackson y Sullivan, 1995).

Por otro lado, 1a produccién de esperma ha sido estudiada en un nimero reducido
de especies. Los espermatozoides constituyen la mayor parte de las células en el
testiculo maduro y por lo tanto, el peso testicular es un buen criterio de la cantidad de
esperma producido. Es también evidente que la actividad espermatogénica varia
enormemente de unas especies a otras (Nagahama, 1983; Billard, 1986). La razén de
estas diferencias no es clara y ello ha sido poco discutido por los autores, aun en
revisiones recientes. En Merluccius capensis y M. paradoxus (Gadiformes) (Osborne y
col., 2000), el IGS demostré que estos peces se reproducen en todas las estaciones, ya
que las diferencias entre los mismos no fueron significativas. De acuerdo con el IGS, se
observo que Peristedion cataphractum (Scorpaeniformes) tiene actividad durante todo el
ailo, mas del 50% de los especimenes analizados estaban maduros, con un pico en
Agosto, y Holoplothus mediterraneus (Beryciformes) presenta las mismas caracteristicas
pero con un pico en Mayo (Terrats y Petrakis 2000).

También el analisis morfométrico de los diferentes estadios de las células

germinales que ocurren a través del ailo han sido bien analizados en Salmoniformes

48



Cap. Il Ciclo anual de la espermatogénesis  Introduccion

(Billard, 1983, 1987, Scott y Sumpter, 1989). Un registro reproductivo importante, el
cual tuvo en cuenta todos los estadios germinales para documentar la condicion
reproductiva, ha sido desarrollado para Sillagi ciliata (Cuvier) (Perciformes) (Goodall y
col,, 1987) y las clases reproductivas fueron utilizadas para describir el ciclo
reproductivo en Palabrax clathratus (Girard) (Chironomidae, Perciformes) (Smith y
Young, 1966).

Existen en teledsteos numerosas descripciones que indican los estadios de
desarrollo de las células germinales durante el ciclo reproductivo anual (Smith y Young,
1966; Ruby y Mac Millan, 1970; Billard y col., 1978; Scott y Sumpter, 1989; Ntiba y
Jaccarini, 1990). En otros trabajos se indica que entre una estacion de cria y la siguiente
se observan espermatogonias en el testiculo: Salvelinus fontinalis (Henderson, 1962);
liucalia inconstans (Gasterostiiformes) (Ruby y McMillan, 1970); Ictalurus punctatus
(Siluriformes) (Jaspers, 1972), Hypseleotris galli (Mackay, 1972), Gobius
melanostomus (Cypriniformes) (Moyseyeva y Ponomareva, 1973);, Glyptothorax
kashjmirensis  (Siluriformes) (Koul, 1974); Zoarces viviparus (Perciformes)
(Kristofferson y Pekkrinen, 1975); Schizothoras plagiostomus (Cypriniformes) (Shresta
y Khanna, 1976), Tinca tinca (Cypriniformes) (Shikhshabekov, 1976) y Ide idus idus
(Cypriniformes) (Cala, 1976). Sin embargo el mecanismo de regresion testicular y ciclo
celular anual entre estaciones de cria, es conocido solo para unas pocas especies como
Centropomus undecimalis y Fsox niger (Grier, 1993; Grier y Taylor, 1998; Taylor y col.,
1998).

Ocasionalmente, se presentan preparaciones histologicas con una descripcion
general de cuando ocurre la puesta (Shikhshabekov, 1972, 1978). También se han
utilizado criterios histologicos para documentar los periodos criticos de desarrollo
gonadal en Salvelinus alpinus L, basandose en la produccion de oogonias y la de
espermatocistos (Rice y Burton, 2000).

El cambio en el volumen testicular ha sido utilizado para documentar el ciclo
reproductivo anual en peces. En los Cypriniformes, Schzothorax plagostomus (Shresta y
Khanna, 1976) y Garra gotyla (Shresta y Khanna, 1978), los cambios anuales en el

volumen testicular entre los regresados y los reproductivos es de 9 y 35 veces,
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respectivamente. Los testiculos de los teleosteos también aumentan en longitud durante
el recrudecimiento (Macer, 1974, Ntiba y Jaccarini, 1990).

Aunque los cambios en el volumen testicular, histologia, indice gonadosomatico y
registros reproductivos han sido utilizados para documentar los ciclos en los machos, el
mecanismo fundamental del crecimiento y la regresion testicular son pobremente
entendidos. Estos aspectos han sido registrados solo para un par de especies de
Perciformes (Grier y Abraham, 1983; Grier y col., 1987, Grier, 1993).

Basandose en la morfologia comparada entre clases de cordados, la terminologia
ha sido revisada y aplicada a los testiculos de varios teleosteos (Grier, 1992).

Los periodos durante los cuales ocurre la espermatogénesis asi como el tiempo al
cual las gametas son liberadas difieren ampliamente (Billard y Breton, 1978; Ntiba y
Jaccarini, 1990; Taylor y col., 1998). Se asume que la espermatogénesis es continua en
el guppy Poecilia latipinna (Cyprinodontiformes), dado que en el laboratorio la hembra
parece estar gravida a lo largo del afio (Billard, 1966). En la naturaleza, la
espermatogénesis es estacional en las especies de zonas de temperatura: la
espermatogénesis ocurre en el verano en Sa/mo salar (Salmoniformes) (Jones y Orton,
1940);, Savelinus fontinalis (trucha de arroyo) (Henderson, 1962), y el pike
(Esociformes) (Lofts y Marshal, 1957) y en el besugo es en primavera (Papadopol,
1962). En algunos casos puede comenzar en otoiio y finalizar en primavera como en el
caso de (sasterosteus sp. (Gasterostiiformes) (Craig-Bennet, 1931). También parece ser
estacional en algunas especies tropicales y subtropicales (Lam, 1983) como Barbus

liberiensis (Payne, 1975) y Tilapia nigra (Hyder, 1970).

EL EPITELIO GERMINAL
Los cambios anuales en el “epitelio germinal” testicular han sido utilizados s6lo
recicntemente para clasificar y describir clases de maduracion en el testiculo del
common snook, Centropomus undecimalis Bloch (Perciformes)(Grier y Taylor, 1998,
Roberts y col., 1999).
El compartimiento germinal puede ser claramente distinguido del intersticial por la
membrana basal que los separa. Las técnicas histologicas han hecho posible definir

distintos tipos de compartimientos germinales entre los taxa de cordados, formular una
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hipétesis sobre la evolucion de los testiculos y distinguir tipos de testiculos en teledsteos
(lobular y tubular anastomosado).

Los epitelios constituyen un grupo de tejidos con caracteristicas comunes
(Wheater y Burkitt, 1987). Las células epiteliales estan lateralmente unidas unas con
otras. Su extremo distal tapiza la superficie del cuerpo, de una cavidad o un tubo y la
proximal apoya sobre una membrana basal. Los epitelios se clasifican como: simple
(plano, cubico o cilindrico), pseudoestratificado, estratificado (plano, cubico y
cilindrico) y transicional (Warwick y Williams, 1973; Cormack, 1987; Fawcett y Jensh,
1997, Geneser, 2000), dependiendo de su estructura y funcion. El epitelio germinal esta
constituido por dos tipos celulares distintos: células somaticas y germinales, por lo tanto
debe ser redefinido como constituido por estas células, las cuales estan sostenidas por
una membrana basal y tapizan una cavidad del cuerpo como el l6bulo testicular (al
momento de la espermiacion) o el tubular anastomosado. Las definiciones aplicadas a
las estructuras bioldgicas deberian ser unificadas entre los taxa, por ejemplo, entre peces
y mamiferos.

Los cambios en el epitelio germinal de los testiculos, en Centropomus
undecimalis, han sido definidos y utilizados para explicar una progresion de clases
reproductivas durante el ciclo reproductivo anual y este criterio esta siendo actualmente
muy aceptado y utilizado aun, para especies de diferentes ordenes y ambientes. Estas
clases reproductivas, han sido definidas basandose en la alternancia entre epitelio
germinal continuo y discontinuo y la preponderancia de los estadios de las células
germinales (Taylor y col., 1998; Grier y Taylor, 1998). Figura 33.

Es importante remarcar que en los cordados, el “epitelio germinal permanente”
aparece por primera vez en los teledsteos (Grier y Taylor. 1998) y no en los anfibios,

como originalmente fuera descripto por Lofts (1987).

REGULACION DE LA DIVISION CELULAR: CICLINAS

La clave para entender la regulacion del ciclo meiético, fue descubierta hace 29
afios en oocitos de Xenopus (Amphibia), donde se encontr6 un componente celular
esencial al que llamaron “factor promotor de la maduracion” (FMP) (Massui y Market,

1971; Smith y Eckert, 1971). Posteriormente se determiné que este factor participaba
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Figura 33.

Clases reproductivas en C. undecimalis, basadas en la presencia de epitelio germinal
continuo (C) y discontinuo (D).

El esperma se desarrolla dentro de espermatocistos cuyos bordes estan formados por células
de Sertoli. (a) Clase regresada: solo se observa presencia de espermatogonias (SPG). (b)
Clase maduracion temprana: un epitelio germinal continuo se extiende desde los conductos
hasta la periferia del 16bulo. (¢) Clase maduraciéon media: se observa un epitelio germinal
discontinuo cerca de los conductos mientras que el continuo se encuentra localizado en la
periferia del testiculo. (d) Clase maduracién final: se observa un epitelio germinal
discontinuo hasta el extremo distal del l6bulo. (e¢) Maduracion final antes de la regresion: la
espermatogénesis ha finalizado y se observan SPG desparramadas por el lébulo y un
epitelio permanente que estd formado por células de Sertoli (P). Se observa que el

crecimiento lobular es centrifugo. Tomado de Grier, 2000.
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tanto del ciclo meidtico como del mitotico, por lo cual se lo consider6é el inductor
universal de la fase M o factor promotor de la metafase (FPM).

Esta constituido por dos subunidades: a) la pequefia, llamada p34 o CDK, es una
proteina quinasa de 34000 D. Fue descubierta en levaduras (Nurse y col. 1990). Esta
codificada por el gen cdc 2 (cdc: genes que controlan la division celular) en levaduras.
Si bien esta presente durante todo el ciclo meiodtico, sufre modificaciones significativas
durante el mismo, a nivel de fosforilaciones activantes e inhibitorias de determinados
aminoacidos. b) La otra subunidad del FPM es la ciclina, una proteina de 56000 D (p56,
cdc13). Los productos transcriptos por el gen cdc13 son homoélogos a la ciclina, este gen
fue clonado para levaduras y su secuencia es semejante a la cilina B encontrada en
numerosos animales. Se la considera la subunidad reguladora.

Se conocen tres tipos de ciclinas A, B; y B,, cuyos mensajeros estan presentes en
diversos animales (Westerndorf y col. 1989; Kobayashi y col., 1991). El papel de la
ciclina B, es el mas conocido hasta la actualidad respecto de su funcion en la
maduracion. El inicio de la metafase meiotica, en Xenopus cs regulado por la activacion
de la p34 y su asociacion con la ciclina (Jessus y Ozon, 1993). La p34 permanece alta
durante la metafase fosforilando varias proteinas y declina durante la transicion de
anafase a telofase por un proceso dependiente de ubiquitinas. Los oocitos de anfibios
tienen una cantidad sustancial de FPM almacenado. Este factor fue caracterizado en
Xenopus por Lohka y col., (1988); Gautier y col. (1990) y Dorée (1990).

En Carassius auratus (goldfish)(Katsu y col, 1993; 1999) y en Brachydanio
rerio (zebrafish) (Kondo y col., 1997), se observd que la maduracion de los oocitos
también es controlada por el complejo CDK-ciclina. Los oocitos de estos peces tienen
almacenado CDK y el ARN mensajero para ciclina B (mensajero disfrazado), pero no
ciclina B. Cuando ocurre el estimulo de la hormona estimuladora de la maduracion
(MIS), se sintetiza la ciclina a partir del mensajero almacenado, se forma el FPM y la
meiosis puede proseguir. Es decir que la aparicion de la subunidad reguladora del FPM
es suficiente para iniciar la maduracion.

Kajiura-Kobayashi y colaboradores (1999) encontraron en la Anguilla japonica
(Anguiliformes) ARN mensajero para ciclinas B, y B, y observaron que éstos aumentan

después de la iniciacion de la espermatogénesis y durante la proliferacion
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espermatogonial. Con hibridizacion in situ en testiculos tratados con GCH
(gonadotrofina corionica humana ) como inductor, demostraron que unas pocas
espermatogonias expresan ciclinas B, y B; antes del tercer dia de tratamiento.
Posteriormente a éste la mayoria de las espermatogonias presentan ARN mensajero para
ciclinas By y B,. El analisis por western blot detectd un aumento de ciclinas B, y B,
durante la proliferacion gonial que alcanza un meseta cuando las células
espermatogoniales se diferencian en espermatocitos.

Actualmente se sabe que, en las células somaticas hay varios factores que regulan
el ciclo celular. El ciclo de las células somaticas esta funcionalmente dividido en cuatro
estadios. Después de la mitosis (M) hay un periodo de prereplicacion (G1), después del
cual tiene lugar la sintesis de ADN (S). Luego del periodo de sintesis hay un estadio
premitotico (G2), el cual es seguido por la mitosis. La regulacion del ciclo celular
incluye procesos que conducen a una célula de una fase del ciclo a la siguiente. Esta
regulado por factores de crecimiento y por un sistema de control que esta constituido por
ciclinas y proteinkinasas (CDK) dependientes de ciclinas. Este sistema permite el pasaje
por dos puntos de control, G1 que lleva a 1a célula a la fase de sintesis y G2 a la mitosis.

Las ciclinas son proteinas que controlan la actividad de las CDK, éstas solo se
activan por union con las ciclinas. La concentracion de éstas varia en forma ciclica, es
decir que aumentan y disminuyen durante el ciclo celular. En mamiferos existen seis
ciclinas, denominadas A a F, pero es mas importante su clasificacion en ciclinas G1 y
ciclinas mitoticas. Las ciclinas G1 se unen a CDK durante G| y son necesarias para que
el ciclo supere el punto de control G1 y pase a la fase S. Las ciclinas mitoticas se fijan a
CDK durante G2 y son necesarias para que el ciclo supere el punto de control G2 y pase
a la mitosis. Al complejo que forman CDK-G2 también se lo llama factor promotor de la
mitosis (FPM). Las ciclinas y CDK son codificadas por los genes cdc.

La actividad del complejo CDK-ciclina comprende una serie de fosforilaciones.
Por ejemplo la fosforilacion de la histona H; que induce la condensacion de la
cromatina, las de las proteinas de la lamina nuclear que inducen la ruptura de la
membrana nuclear y las de las proteinas que forman los microtubulos del huso mitético,

favoreciendo la formacion de éste, entre otras.
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Hacia el final de la mitosis, en la transicién entre la metafase y la anafase, la
CDK del complejo CDK-ciclina, activa una enzima que degrada la ciclina, en
consecuencia la concentracion de ésta baja, por lo cual la CDK se inactiva. Esto tiene
por efecto, que se desfosforilen las proteinas de la lamina nuclear y se vuelva a formar la
membrana nuclear, por otro lado se controla que los cromosomas estén bien ubicados en
la placa metafasica y relacionados con el huso. Asi, la destruccion de la ciclina separa a
la célula de la mitosis y de la transicion a la fase G1, por lo que también se habla de un
punto de control de la metafase. Esta representa ademés un sitio de reduccion de la
velocidad, donde la célula realiza un “control de seguridad™, antes de iniciar un nuevo

ciclo.

PRESENCIA DE 38-HSD EN CELULAS DE LEYDIG Y SERTOLI

La abundancia de las células intersticiales varia con las especies de teledsteos.
Usualmente estan distribuidas aisladamente o en grupos entre los I6bulos de los
testiculos. Histoquimicamente, la 3-beta-hidroxi-delta5-esteroide-dehidrogenasa (38-
HSD) es una enzima involucrada en la sintesis de hormonas esteroideas, y ésto ha sido
demostrado en las células intersticiales de los testiculos de ciertos teledsteos, ejemplos:
Blennius sp. (Chieffi y Botte, 1964); Gobius paganelluus (Stanley y col., 1965); Tilapia
mosambica (Yaron, 1966, Hyder, 1970), Cymatogaster aggegata (Wiebe, 1969),
Carassius auratus (Yamazaki y Donaldson, 1969); Poecilia reticulata y Oryzias latipes,
(Takahashi y lwasaki, 1973a, b); Oncorhynchus mykiss (Van der Hurk, 1978a y b,
Kobayashi y col., 1996). En Monopterus albus (Tang y col., 1975) también se encontrd
actividad esteroidogénica en las células intersticiales. Lo mismo ha sido observado en
Anguilla anguilla (Grandi y Barbieri, 1987); Podogobius martensi (Cinquetti, 1994) y en
Oncorhynchus mykiss (Kobayashi y col., 1996); Esox lucius y E. niger (Grier y col,,
1989).

Como se mencionara en el capitulo anterior, observaciones al microscopio
electronico han demostrado que las células intersticiales de los tele6steos, tienen un
aspecto ultraestructural tipico de células productoras de esteroides. Estas son células
poligonales, caracterizadas por un abundante reticulo endoplasmitico liso y

mitocondnas con crestas de tipo tubular. Ejemplos: Poecilia reticulata (Follenius y
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Porte, 1960); Gasterosteus aculaetus (Follenuis, 1968); Oncorhynchus mykiss (Oota y
Yamamoto, 1966; Van der Hurk, 1978); Cichlasoma nigrofasciatum (Nichols y Graham,
1972); Oryzias latipes (Gresik, 1973); Gobius jozo (Colombo y Burighel, 1974);
Mollenisia latipinna (Van der Hurk y col., 1974); Oncorhynchus kisutch y O. Gorbuscha
(Nagahama y col., 1978); Anguilla japonica, (Sugimoto y Takahashi, 1979); Anguilla
anguilla (Grandi y Barbieri, 1987); Esox lucius y Esox niger (Grier y col., 1987) y
Padogobius martensi (Cinquetti, 1994).

Los cambios morfolégicos estacionales de las células intersticiales han sido
observados en algunos peces teledsteos (Guraya, 1976b; Grier, 1981; Nagahama y col.,
1982; Fostier y col., 1983; Callard, 1996). Estas observaciones indican claramente que
las células intersticiales son homoélogas a las de Leydig de mamiferos y serian el mejor
sitio de sintesis de androgenos (Pudney, 1998). Es interesante destacar que en
Oncorhynchus mykiss y cuando los estudios han sido hechos a través de todo el ciclo
sexual, la actividad esteroideogénica de las células intersticiales aparece en el momento
en que los espermatozoides estan presentes en el testiculo (Van der Hurk y col., 1978).

Algunos estudios histoquimicos revelaron también la presencia de actividad 3B-
HSD en las células de Sertoli de Cymatogaster aggregata (Wiebe, 1969), en Tilapia
mosambica;, en Fundulus heteroclitus (Bara, 1969), en varias especies viviparas y
oviparas comparativamente (Van der Hurk,1973); en Oncorhynchus mykiss (Van der
Hurk y col., 1978). Sin embargo, muchas de las observaciones al M.E. no refuerzan
estos resultados histoquimicos (Kobayashi y col., 1996). Las células de Sertoli de
muchos de los grupos estudiados hasta la fecha, tienen un aspecto ultraestuctural que
sugiere fagocitosis y participacion en el transporte de metabolitos. No obstante, en las
células de Sertoli de ciertas especies de teledsteos se encontr6 que tienen algin rasgo
ultraestructural, comunmente aceptado como caracteristico de células productoras de
esteroides, como por ejemplo las crestas tubulares de las mitocondnas, las cuales son
variables, el tamafio del reticulo endoplasmético agranular (aunque mucho menos
desarrollado que en las células de Leydig) y la presencia de gotas de lipidos (Nicholls y
Graham, 1972; Van der Hurk y col., 1974, 1978; Hourigan y col., 1991). Presentan
ademas, un aparato de Golgi prominente y conjuntos de granulos de glucégeno,

sugiriendo que las células de Sertoli son menos activas en la esteroidogénesis (Pudney,
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1998). Las células de Sertoli también poseen aspecto ultraestructural comparable al de
los mamiferos (Billard y col., 1972; Gresik, 1977) Por otro lado Kobayashi y col.,
(1996) encontraron en Oncorhinchus mykiss que las células de Sertoli no son
inmunoreactivas a 38-HSD.

De acuerdo con Godwin y Thomas (1993), en Amphiprion melanopus
(Pomacentridae), las células de Leydig: son las que tienen caracteristicas mas
sobresalientes respecto de la produccion de esteroides, mientras que en las de Sertoli la
esteroidogénesis es limitada.

Durante el curso de la diferenciacion sexual, el comportamiento de las células
somaticas dentro de la génada es a menudo sexo-especifico. Si las hormonas esteroideas
son criticas en la iniciacion de la diferenciaciéon sexual, la aparicién de las células
productoras de esteroides y las diferencias en la produccion de los mismos entre sexos,
deberia ser aparentemente anterior a la diferenciacion morfoldgica de la gonada. De
hecho, Nagahama (2000) examin6 las células productoras de esteroides durante el
desarrollo gonadal en tilapia, pudiendo clonar y secuenciar enzimas esenciales para la
esteriodogenesis: P450, P450SSC, 38-HSD, 178 hidroxilasa, etc.

Se sabe que los esteroides sexuales poseen un potente efecto en el proceso de la
diferenciacion sexual en peces gonocéricos como el medaka (Oryzias latipes) y en
goldfish (Carassius auratus). Las hormonas sexuales actian especificamente como
inductores del sexo: los estrégenos como feminizantes y los androgenos como
masculinizantes.

Estudios realizados en la llamada anguila amrocera, Monopterus albus,
(protoginica) fueron de particular interés dada su capacidad de reversién sexual natural.
La misma estuvo invariablemente asociada a la proliferacién de células de Leydig en el
intersticio de la lamela gonadal. Estas caracteristicas citoldgicas junto con el aumento en
la produccion de androgenos durante la fase de intersexo, indican que los cambios en el
perfil de secrecion de esteroides son concomitantes con la expresion de la fase macho.
En este caso, técnicas histoquimicas han demostrado la presencia de las enzimas 38-
HSD y 178-HSD asi como un aumento en la produccién de andrégenos durante la
reversion sexual (Yeung y col., 1985). Obviamente, la falta de anticuerpos especificos

contra esta enzima, hace que el andlisis de la misma sea dificultoso.
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Como ejemplo, la siguiente figura, presenta la biosintesis de esteroides en la
tilapia, Oreochromis niloticus y las enzimas involucradas (Tomado de Nagahama,
2000).
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I MATERIALES Y METODOS I

ITIA) CICLO ANUAL:

1) La metodologia utilizada en cuanto a la captura, transporte y mantenimiento de los

ejemplares asi como las técnicas utilizadas para microsocopia optica son las mismas que

en el capitulo 1.

2) DETECCION DE LA DIVISION CELULAR
Técnica inmunohistoquimica: PCNA (“proliferating cell nuclear antigen”).

El antigeno de proliferacion celular (PCNA) es una proteina nuclear no histonica
de 56 kDa altamente conservada, también conocida como ciclina. Fue inicialmente
identificada como un autoantigeno en pacientes con /upus eritematoso pero lucgo fue
demostrado su papel como proteina auxiliar del ADN en la replicacién. Esta es
sintetizada durante la fase G1 temprana y S del ciclo celular y es muy dtil como
marcador molecular de células en proliferacion (Okada y col., 1996).

Esta técnica inmunohistoquimica fue utilizada para detectar actividad de
proliferacion celular durante algunas etapas del ciclo reproductivo anual,
manifestandose en aquellas células que poseen alta expresion de ciclinas.

Pequeiios trozos de testiculo de diferentes periodos del afio fueron fijados en
soluciones de Bouin, Formol 4% y Alcohol 70°, combinando diferentes montajes como
albumina, gelatina 2% y Vectabond (Vector Laboratories, Burlingame, CA) a fin de
determinar experimentalmente el mejor fijador y medio de adhesion al portaobjeto.
Cortes de 4,5 pm incluidos en parafina, fueron montados y secados al aire, a
temperatura ambiente, durante una noche. Luego fueron desparafinados utilizando
xileno, hidratados en gradacién decreciente de etanol (100% a 50%) y posteriormente
dos lavados con PBS (buffer fosfato salino, 5 mM, pH 7,6) de 5 min. cada uno. Luego
de bloquear las peroxidasas enddgenas usando una solucién de peréxido de hidrégeno
(H20,) 3% durante 10 min., los cortes fueron lavados nuevamente con PBS en 2 series
de 5 min. cada una.

Debido al enmascaramiento que generan los fijadores sobre los antigenos, previo
a realizar la inmunomarcacion, se procedid a recuperar los mismos utilizando una de las
técnicas, conocida como antigen retrival (Shi y col., 1993 y de Portiansky y Gimeno,

1996), y modificada de acuerdo con Ortego y col. (1994) y Chapman y col., (1994).
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Los cortes ya montados fueron sumergidos en una solucién de sulfato de Zinc
1% y se los calenté en un microondas de 700 W de potencia a 100°C durante 2 min. Se
los dejo enfriar por 1min. y se repitié el procedimiento dos veces. Posteriormente se
lavé con agua destilada por 5 min. De este modo, el “mallado” formado por el fijador
sobre los antigenos, se rompia permitiendo su libre exposicion.

Los sitios inespecificos de unién, fueron bloqueados utilizando leche en polvo
descremada, 5% en PBS, por 40 min. y posteriormente, se incubaron con el anticuerpo
primario (monoclonal PC10 levantado en mouse, anti-PCNA; Enzo Diagnotics Inc,
N.Y., USA) en una dilucién 1:30, durante 1.30 hs. a temperatura ambiente. Luego de
lavar durante 5 min., se agreg6d el segundo anticuerpo biotinilado: anti-Mouse 1gG
levantado en caballo (Sigma Chemical Co., St. Louis,) en una dilucién de 1:15, durante
I h. a temperatura ambiente. Seguidamente, se lavo en PBS y se agrego el complejo
Estreptoavidina- Biotina (ABC- Vector Laboratories, Burlingame, CA) por 1 h. a
temperatura ambiente.

Para el revelado de las marcas se utilizé una solucion de 3,3’ diaminobencidina
en buffer Tnis 0,1 M, pH 7,2 (DAB-Vector Laboratories, Burlingame, CA) y peréxido
de hidrégeno (H;O,, 30%) al 0.02%. Los cortes fueron revelados bajo observacion
constante en microscopio y la reaccion fue detenida lavando los cortes en agua
corriente. Luego fueron déshidratados en gradiente de alcoholes y se les coloco un cubre
para su observacion. Algunas muestras fueron contracoloreadas con verde luz o
hematoxilina de Carazzi, previo a la deshidrataciéon y montaje definitivo en DPX o
Permount. Los cortes control fueron tratados con PBS en lugar del anticuerpo primario.

Las observaciones y fotografias fueron realizadas utilizando un Nikon-
Microphot FX y pelicula para diapositiva Fuji 100 asa y para papel color, Kodak Ultra
de 400 asa).

ANALISIS ESTADISTICO
Se utilizo el programa "Instat Graphic Pad" con ANOVA de 1 factor y el test de
Tukey-Kramer para comparaciones multiples. Las diferencias fueron consideradas

significativas cuando p< 0.05.
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IIB) LOCALIZACION DE LA ENZIMA 38-HIDROXIESTEROIDE
DESHIDROGENASA (38 HSD) EN CORTES DE TESTICULO.
Técnica histo-enzimdtica:

La técnica consiste en hacer reaccionar a la enzima presente en el tejido con su
sustrato y evidenciar la reaccion a través de una coloracion determinada. Para identificar
la enzima, se utiliza su capacidad de oxidar un esteroide con un grupo -OH en el
carbono 3 y en posicion B, en presencia del cofactor B~-NAD (B-nicotinamida adenin
dinucledtido), el cual se reduce. Se agrega una sal de tetrazolio, aceptora de hidrogeno,
que al reducirse deja una deposicidn violacea como fino granulado, en el interior de las
células que poseen actividad para esta enzima (Troyer, H., 1980; Bancroft y Stevens,
1990; Vizziano, 1995).

Pequefios trozos de testiculos frescos provenientes de animales de diferentes
épocas del afio, sin fijar, fueron criopreservados en sacarosa 10% por 1 h., pasados
luego a sacarosa 15% por 3hs. y a sacarosa 20% durante 20 hs, todo a 4°C. Las piezas
fueron incluidas en Tissue-Tek (Miles Inc., USA) dentro de tacos de papel aluminio y
guardadas en freezer a -20°C por al menos 2 hs. Luego fueron desmontadas y
seccionadas con micrétomo de congelacion -12°C. Cortes de 4p, fueron montados en
portas previamente lavados con una mezcla de HCl 10%- etanol 96° (50:50) para
desengrasarlos.

Se realizaron incubaciones con 3 medios diferentes durante 1,30 h. a 37°C:
“mezcla de reaccion completa”, “mezcla sin esteroide” (control de actividad endogena)
y “mezcla sin cofactor” (blanco). El disefio experimental se realizo de la siguiente
manera:

** Mezcla de reaccién completa:

- Sustrato: 100 pl de solucién de esteroide dehidroepiandrosterona (DHEA) (5-
androsten-38ol-17-ona). 2 mg en 1ml de dimetilsulféxido (DMSO).

- 100 pl de solucion de cofactor NAD: 7,5 mg en 500 ul de buffer fosfato 0,1 M, pH 7,6
(B.F.).

- 400 pl de solucion de Nitro Blue Tetrazolium (N.B.T.) [2,2'-Di-p-nitrophenyl-3,3'-
(3,3'-di-methoxy-4,4"-diphenylene) ditetrazolium chloride]. 5 mg en 2 ml de agua
desionizada.

-400 pl de B.F.

Volumen final de reaccion: Iml.
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** Medio sin esteroide
100 ul DMSO + 100 ul NAD + 400 ul NBT + 400 ul B.F.

Volumen final de reaccion: Iml.

** Mcdio sin NAD
100 ul DHA, 100 ul BF + 400 ul NBT + 400 ul B.F.

Volumen final de reaccion: 1ml.

Se utilizé un corte de musculo del animal como control negativo de 1a reaccion.
Finalizada la incubacion, los cortes fueron lavados en B.F. y se realiz6 una fijacion
suave del tejido en formol de Baker (10 ml. de formol neutro, 10 ml de solucién acuosa
de cloruro calcico anhidro 10% y 80 ml de agua destilada) a 4°C por 10 min. y
nuevamente un lavado rapido en B.F.

Los preparados fueron montados en glicerol/B.F. y algunos contracoloreados
posteriormente con verde luz. Fueron examinados y fotografiados, segun deteccion de
una deposicion azulada, con un microscopio Microphot FX Nikon, utilizando pelicula
Tmax 100 o Kodak color 400 asa.



Cap I1.: Ciclo anual de la espermatogénesis — Resultados

l RESULTADOS I

CICLO ANUAL

Basado en los cambios que tienen lugar en el epitelio germinal y los tipos de
células germinales presentes en el testiculo, el ciclo reproductivo anual fue dividido en 5
clases reproductivas: “regresada”, “maduracién temprana”, “maduracion media”,
“maduracion final” y “en regresién”. El compartimiento germinal, el cual esta delineado
por una membrana basal, esta organizado en I6bulos los cuales estin constituidos por
células de Sertoli y células germinales en distintas etapas de la espermatogénesis.
Durante las primeras clases reproductivas, los 16bulos crecen por divisiones mitéticas y
meidticas de las células que las componen, formando ramificaciones que se extienden
desde la region proximal hacia la periferia del testiculo (Figura 34a). En las clases
donde el proceso de maduracién esta avanzado, los 10bulos forman anastomosis en la
region proximal (Figura 36b). El esperma se desarrolla dentro de los denominados
espermatocistos cuyos bordes estin formados por procesos de células de Sertoli. El
compartimiento intersticial contiene prominentes células de Leydig, células mioides,
vasos sanguineos y fibras colagenas las cuales son detectadas tanto en la época no
reproductiva (Figura 34c) como en la reproductiva (Figura 37f). Se observan centros
melanomacrofagicos durante todo el afio pero éstos son particularmente abundantes
pasada la época reproductiva (Figura 38c), asi como durante el proceso de reversion
sexual.

A nivel de las distintas etapas del ciclo, no se observaron diferencias
significativas comparando el testiculo de un macho primario con el de un secundario

por lo cual se presentan indistintamente figuras de uno u otro.

CLASE REGRESADA: en estos testiculos, se puede observar que los 16bulos crecen y
se ramifican desde los conductos eferentes hacia la periferia del testiculo, terminando
alli en forma ciega (Figura 34a). La elongacién de la gonada se produce por divisiones
mitoticas de las células germinales y de Sertoli. Esta clase posee un epitelio germinal
continuo consistente en células de Sertoli conspicuas, espermatogonias tipo A (SPG A)
rodeadas por los procesos de las células de Sertoli y espermatogonias tipo B (SPG B)
agrupadas en numero variable dentro de los espermatocistos (Fig 34b). Esta clase

representa el comienzo de la fase proliferativa de la espermatogénesis. Se observa el
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Figura 34.

Clase regresada: A, B,CyD.

A) Corte transversal de un testiculo de S. marmoratus. Los 16bulos testiculares se
ramifican desde la regién proximal hacia la periferia (flecha). Hematoxilina-Eosina
Barra: 150 um

B) Detalle de 16bulos con epitelio germinal continuo en la periferia del testiculo.
Preponderancia de SPG A y B dentro de espermatocistos con 2 o mas células.
Hematoxilina-Eosina. Barra: 30 pm.

C) Compartimiento intersticial. Se observan células de Leydig, abundancia de fibras
colagenas y la presencia de células mioides. Hematoxilina-Eosina. Barra: 30 um.

D) Detalle de los conductos eferentes centrales con luz muy reducida (macho
secundario). Hematoxilina-Eosina. Barra: 300 um

Maduracién temprana: E y F.

E) Corte transversal de un testiculo de S. marmoratus. Los 16bulos, ya sin luz, se
elongan debido a las divisiones mitéticas de las células de Sertoli y las SPG y las
divisiones meioticas de los SPC. Se observan las ramificaciones. Preponderancia de
SPC I en diferentes estadios de la primera divisidn meiotica y escasos SPC II. La luz de
los conductos es algo mas amplia que en la clase anterior. Metanil yellow. F) detalle de

l6bulos con distintos estadios de la espermatogénesis. E) Barra: 75 um. F) Barra: 30

um.

Flecha: proceso de ramificacion; Bv: vaso sanguineo; C: espermatocisto; Ct: tejido
conectivo; CE: conductos eferentes; EGC: epitelio germinal continuo; FC: fibras
colagenas; It: tejido intersticial; L: 16bulo; Le: células de Leydig; LL: luz del 16bulo; m:
mitosis; My: células mioides; Ps: cavidad pseudovarica; RD: region distal; RP: region
proximal; S: célula de Sertoli; SC: espermatocitos; SG A: espermatogonia A; SG B:

espermatgonia B.
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tejido intersticial bien desarrollado (Figura 34c) y los conductos eferentes poseen luz
reducida (Figura 34d).

El esperma residual de la estacion reproductiva previa, es observado
frecuentemente en la luz de los 16bulos y en los conductos eferentes. La luz de los
lobulos esta ausente o es discontinua (Figura 34a y b).

La mejor marcacion de células en proliferacion, durante esta etapa, fue obtenida
fijando en formol 4%, montado en portas con Vectabond, incluido en parafina y cortado
a 4,5 um. La técnica inmunohistoquimica utilizada aqui presenta una reaccién positiva
contra PCNA en ambos tipos: células germinales y de Sertoli. La mayoria de estas
células, a lo largo de la pared de los l6bulos poseen reaccion positiva. Asi, se observa
que el epitclio germinal de las génadas de la clase regresada, poseen un alto nivel de
actividad mitotica (Figura 35a).

Los animales muestreados pertenecientes a esta clase reproductiva, se
encuentran principalmente entre los meses de abril y agosto (mediados de otofio a

mediados del invierno).

MADURACION TEMPRANA: durante el proceso de maduracién, los lébulos
testiculares continiian su elongacién debido a las divisiones mitdticas de las células de
Sertoli y de las SPG. Ademads, parte de las SPG B entran en el proceso de meiosis
transformandose en espermatocitos I (SPC I) y por lo tanto la elongacién de los 16bulos
por ramificacién, desde la region proximal hacia la distal, continia (Figura 34e). Esta
clase reproductiva esta definida por la presencia de un epitelio germinal continuo que se
extiende desde los conductos eferentes hasta la periferia del testiculo. Representa el
comienzo de la fase meiética, la cual se extendera hasta el inicio de la espermiogénesis.

El epitelio germinal esta representado principalmente por una yuxtaposicion de
espermatocistos que se extienden a lo largo de toda la longitud lobular. Se observa una
preponderancia de espermatocitos primarios (SPC I) en diferentes estadios de la primera
division meidtica y unos pocos espermatocitos secundarios (SPC II) (Figura 34e y f).

En esta clase, 1a ausencia de luz lobular es lo mas frecuente, si bien escasos
16bulos auin poseen una luz discontinua. Los conductos eferentes presentan una luz algo
mas amplia que en la clase regresada.

En esta clase se hace mas notorio un aumento, en alto como en ancho, del

testiculo (Figura 39).

63



Figura 3S.

Técnica inmunohistoquimica (PCNA). Marcas positivas en SPG y Sertoli

A) Clase regresada. Barra: 150 um. B) y C) Maduracién temprana. B: Barra: 150 pm.
C: 600x

L: 16bulo; S: célula de Sertoli; SG: espermatogonia; SPC: espermatocito.
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Al igual que en la clase regresada, la técnica de PCNA demuestra una reaccion
positiva en ambos tipos celulares, germinales (SPG y SPC) y de Sertoli (Figura 35b)
observandose una activa division celular a lo largo de todos los 16bulos.

Esta clase reproductiva se encuentra principalmente entre los meses de junio y

octubre (invierno a mediados de la primavera).

MADURACION MEDIA: la figura 36a muestra en corte transversal, una zona (desde
la penferia hasta los conductos) del testiculo en esta etapa. Esta clase se caracteriza por
la presencia de un epitelio germinal discontinuo en la regién proximal, cerca de los
conductos eferentes y un epitelio germinal continuo en la periferia del testiculo.

Durante esta clase se pueden encontrar todas los tipos de células germinales,
desde SPG a espermatozoide (SPZ). En ella comienza la etapa de espermiogénesis,
pudiendo encontrase todas las etapas de la diferenciacion del espermatozoide. La
produccion de esperma comienza gradualmente desde la parte proximal de los 16bulos
hacia la periferia del testiculo y el proceso de ramificacion de los mismos continua
(Figura 36a).

La region proximal, la cual poseia un epitelio germinal continuo, a medida que
la maduracién prosigue, se transforma en discontinuo. Un epitelio de células de Sertoli,
cuyos procesos citoplasmaticos formaban el borde de los espermatocistos, alternan
ahora con SPG A y espermatocistos dispersos, resultando en un epitelio de células de
Sertoli (Figura 37b). Un epitelio germinal compuesto solo por regiones de células de
Sertoli, altemando con regiones de células de Sertoli asociadas con células germinales
es lo que se define como un epitelio germinal discontinuo (Figura 37a). Esta
“discontinuidad” en el epitelio germinal, indica el comienzo de la clase maduracion
media. Las células germinales presentes en la region proximal, son las que finalizan la
espermatogénesis primero. El proceso de espermiacion (liberacién del esperma maduro
a la luz de los 16bulos) comienza en esta zona cercana a los conductos y por lo tanto
cambia la funcion de los 16bulos. Estos que en un principio contenian espermatocistos
en distintos estadios de la espermatogénesis, pasan a ser, dado el sentido de la
maduracion, almacenadores de esperma (Figura 36a). Simultineamente con este
proceso, los lobulos vecinos més proximales comienzan a fusionarse formando
anastomosis, elaborando un camino para la salida del esperma. Asi, la luz de estos

l6bulos se continua con la de los conductos eferentes (Figura 36b). Los l6bulos de la



Figura 36.

A) Maduracion media. Corte transversal mostrando conductos eferentes con luz mas
desarrollada. El epitelio germinal proximal es discontinuo y el distal continuo. Se
observan todos los estadios de la espermatogénesis. También pueden verse las
anastomosis entre las paredes de 16bulos vecinos que al fusionarse, permiten la salida
del esperma hacia los conductos. Metanil Yelow. Barra: 150 pum.

B) Maduracién final. Corte transversal. Lo mas destacado de esta clase es la
preponderancia de espermatozoides las anastomosis y la discontinuidad del epitelio

germinal desde la periferia. Metanil Yelow. Barra: 300 pum.

A: anastomosis; C: espermatocisto; CE: conducto eferente; EGC: epitelio germinal
continuo;, EGD: epitelio germinal discontinuo; It: tejido intersticial, L: 16bulo; SC:

espermatocito; SPG: espermatogonia; SPZ: esperma.
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Cap I1.: Ciclo anual de la espermatogénesis — Resuliados

zona periférica carecen de luz y su estado de maduracién esta retrasado respecto de los
proximales (Figura 37b). El testiculo continua creciendo durante esta clase (Figura 39).
Esta clase reproductiva se encuentra principalmente entre los meses de

noviembre y febrero (mediados de primavera - verano).

MADURACION FINAL: durante esta clase los testiculos se transforman
principalmente en drganos almacenadores de esperma (Figura 36b). Durante la
maduracion, la morfologfa de los l6bulos no se modifica al unisono dado que es un
proceso de tipo centrifugo que se inicia en la regién proximal y se propaga hacia la
perifenia del testiculo. Por lo tanto, si en un corte histolégico, un unico 1dbulo de la
periferia presenta un epitelio germinal discontinuo, éste es el criterio necesario y
suficiente que distingue a la clase de maduracién final de la maduracion media. De este
modo, el epitelio germinal discontinuo se extiende a todo el testiculo (Figura 37c y d).

Durante la maduracion final, los l6bulos se llenan de esperma y la produccién
del mismo esta restringida a la porcion periférica del testiculo (Figura 37d). Mas atn,
las paredes laterales de los l6bulos vecinos continian fusionidndose entre si, originando
una red de l6bulos anastomosados de considerable complejidad que se extiende hasta la
periferia del testiculo, formando de este modo el camino de salida del esperma hacia los
conductos eferentes (Figura 36b). Los lébulos se transforman en estructuras
almacenadoras de esperma.

A lo largo de las paredes de los 16bulos pueden observarse SPG esparcidas entre
espermatocistos aislados (Figura 37c y d). Solo una pequefia parte de los ldbulos
testiculares estd involucrada en el proceso de la espermatogénesis. Los conductos
eferentes estan llenos de esperma (Figura 37e). Durante esta clase reproductiva, los
testiculos alcanzan su mayor tamafio (Figura 39).

Esta clase reproductiva se encuentra principalmente desde finales de diciembre

hasta principios de marzo (verano).

CLASE EN REGRESION: en ésta se observa exclusivamente un epitelio germinal
discontinuo compuesto por células de Sertoli entre SPG dispersas (Figura 38a y b) que
persisten entre las estaciones reproductivas.

Se encuentran unos pocos espermatocistos con SPC I en proceso de
degeneracion. Sin embargo, la integridad de los 16bulos dentro del testiculo se mantiene

intacta (Figura 38a).
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Figura 37.

Maduracién media: Ay B.

A) Region proximal. Se observa la presencia de epitelio germinal discontinuo.
Hematoxilina-Eosina. Barra: 30 pm.

B) Regidn distal. Se observa la presencia de epitelio germinal continuo. Metanil yellow.
Barra: 30 um.

Maduracion final: C,Dy E.

C) y D) Region proximal y distal respectivamente. Ambas poseen un epitelio germinal
discontinuo. Hematoxilina-Eosina. Barra: 30 um.

E) Detalle de los conductos eferentes cargados de SPZ. Hematoxilina-Eosina. Barra: 75
pum

F) Elementos presentes en el tejido intersticial en la confluencia entre cuatro 16bulos.

Hematoxilina-Eosina. Barra: 30 pm.

C: espermatocisto; CE: conductos eferentes; EGC: epitelio germinal continuo; EGD:
epitelio germinal discontinuo; FC: fibras colagenas; It: tejido intersticial; L: 16bulo; Le:
célula de Leydig, LL: luz de 16bulo; Mc: centros melanomacrofagicos; My: célula
mioide; S: célula de Sertoli; SD: espermatidas; SG A: espermatogonia A, SG B:
espermatgonia B; SPC: espermatocitos; SPZ: esperma.






Figura 38.

Clase en regresion: A, By C.

A) Aspecto general de la gonada. Se observan espermatozoides residuales en lobulos y
conductos. El testiculo conserva su estructura lobular. Hematoxilina-Eosina. Barra: 300
pm.

B) Detalle de los 16bulos mostrando células de Sertoli y SPG y esperma residual. Los
lobulos mantiene su estructura y su luz es amplia. Se observa la discontinuidad del
epitelio. Hematoxilina-Eosina. Barra: 30 um.

C) Los centros melanomacrofagicos son particularmente abundantes pasada la época de

puesta. Hematoxilina-Eosina. Barra: 75 um.

CE: conductos eferentes, D: dorsal; It: tejido intersticial, LL: luz del 1o6bulo;, Mc:
centros melanomacrofagicos; S: célula de Sertoli; SG A: espermatogonia A; SR:

esperma residual, V: ventral.






Figura 39.
Altura del epitelio germinal de los machos secundarios durante el ciclo anual. Las barras
representan la media + S.E.M. Los grupos con diferentes letras son significativamente

diferentes utilizando el test de Tukey Test (p< 0.05).
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Cap I1.: Ciclo anual de la espermatogénesis — Resultados

Cuando el esperma deja los espermatocistos durante la espermiacion
(maduracion final), una espaciosa luz aparece en el lobulo asi como en los conductos
eferentes. El esperma residual es cominmente observable dentro de algunos lobulos asi
como en los conductos eferentes durante esta clase (Figura 38a).

Generalmente, se observa tejido intersticial con prominentes vasos sanguineos y
abundantes centros melanomacrofagicos. El testiculo reduce su tamafio en esta época
(Figura 38c y 6).

Esta clase reproductiva se encuentra principalmente desde finales de febrero

hasta abril (fines de verano — mediados de otofio).

La Figura 39 muestra la altura del epitelio germinal obtenida de machos
secundarios durante un ciclo anual completo. Se observo la misma tendencia para los
machos primarios pero no ha sido graficada dado que el tamafio de la muestra no fue
estadisticamente significativo debido a la baja presencia de machos primarios dentro de

la poblacion (s6lo un 20% dentro de la poblacion total de machos).

1IB) LOCALIZACION DE LA ENZIMA 3B-Hii)ROXIESTEROlDE
DESHIDROGENASA (38 HSD) EN CORTES DE TESTICULO.

El compartimiento intersticial, esta constituido por células de Leydig, mioides,
fibras colagenas y vasos sanguineos. Las células de Leydig presentaron marca positiva
en su citoplasma con la técnica de 38-HSD utilizando DHEA como sustrato.

La identificacion se realizd tanto para machos primarios como secundarios y
revertantes y aun en el periodo invernal lo cual confirma la funcion esteroidogénica de
este tipo celular. Los controles especificos fueron negativos en todos los casos (Figura
40). '

No se detecté marca alguna en las células de Sertoli utilizando esta técnica, en

ninguna época del afio para ambos tipos de machos.
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Figura 40.

Células de Leydig 3B-HSD positivas. A) Medio de reaccion completo, contra coloreado
con verde luz. La reaccion positiva se manifiesta por el color violaceo (macho
secundario). 100x. B) Control sin esteroide. 40x. C) Control sin NAD. 200x. D) y E)
Macho primario y secundario respectivamente. Detalles de las células de ‘Leydig con
deposicion de la sal de tetrazolio en su citoplasma. 600x. F) Gonada en pleno proceso
de reversion. Hematoxilina - Eosina. 200x. G) ldem con la técnica para deteccion de
3B-HSD. Las zonas violaceas corresponden a las células de Leydig del intersticio dentro

del tejido ya diferenciado a macho secundario. 200x. H) Detalle de las mismas (250x).

L: lobulo; Le: células de Leydig, Ooc: oocitos, SC: espermatocitos I, SG:

espermatogonias; Ti: tejido intersticial.
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CONCLUSIONES y DISCUSION

Durante el ciclo anual fueron descriptas cinco clases reproductivas. Estas estuvieron
basadas sobre la ocurrencia de cambios naturales en el epitelio germinal y en la
preponderancia de los diferentes estadios de la espermatogénesis. Estas son similares a lo
que ocurre durante el ciclo reproductivo anual en (Centropomus undecimalis (common
snook) (Perciformes) (Taylor y col., 1998; Grier y Taylor, 1998), la primer especie en la
cual los cambios en el epitelio germinal fueron utilizados para definir clases reproductivas.

Los cambios testiculares que ocurren durante el ciclo anual en S. marmoratus y C.
undecimalis proveen criterios nuevos y significativos para definir las mismas clases
reproductivas que probablemente ocurren en otros teleosteos. El epitelio germinal fue
definido por Grier (1993) y recientemente redefinido por él (2000) de modo que conforma
la definicion de epitelio de un libro de texto y es aplicable entre sexos y a través de los taxa
de cordados. Como tal, el epitelio germinal testicular esta constituido por células de Sertoli
y células germinales y apoya sobre una membrana basal, la cual lo separa del tejido
intersticial. En el epitelio germinal testicular de los peces teleosteos, el esperma madura en
espermatocistos (Callard, 1991; Grier, 1993): un conjunto de células germinales madurando
sincronicamente, que estan rodeadas por procesos de las células de Sertoli.

En §. marmoratus las clases regresada y maduracion temprana, presentan un epitelio
germinal continuo. En la maduracion media estan presentes ambos tipos de epitelio,
continuo y discontinuo, éste se vuelve discontinuo cerca de los conductos eferentes. En la
maduracién final y en regresion el epitelio es totalmente discontinuo.

En este estudio un epitelio germinal permanente alterna entre continuo y
discontinuo durante y entre ciclos reproductivos anuales. El crecimiento de los lobulos se
lleva a cabo por medio de ramificaciones en las clases regresada, maduracion temprana,
media y final. Este proceso de bifurcaciones azarosas permite la elongacion de los 16bulos
desde la region proximal hacia la distal y pareceria que el tejido intersticial crece en sentido
opuesto.

Durante la clase de maduracion final se observo facilmente que sélo una pequefia

porcion de los 16bulos testiculares esta involucrada en la espermatogénesis. En este periodo,
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los testiculos alcanzan su maximo tamaflo e IGS, pero no ocurre lo mismo en C.

undecimalis, donde los testiculos alcanzan su maximo tamaiio durante la maduracion media
(Gner y Taylor, 1998).

La siguiente tabla resume las caracteristicas utilizadas para definir las clases reproductivas:

CLASE EPITELIO |LUZ EN ESPERMA |CONDUCTOS |PREPONDRANCIA

GERMINAL |LOBULOS EFERENTES. |CEL.GERMINAL.

Continuo Discontinua o |esperma luz reducida | SPG
REGRESADA ausente residual

Continuo Ausente - luz més SPG, SPC1yll
MADURACION amplia
TEMPRANA

- Reg prox: |- Reg. prox: [cantidad luz conalgo |SPG,SPCLII,
MADURACION discontinuo |continua con |reducida de esperma SPD y SPZ
MEDIA

los conductos
eferentes

- Reg. distal: |- Reg. distal:

continuo ausente

discontinuo | Continua con |méaxima luz muy SPZ
MADURACION cond. efer. cantidad amplia con
FINAL

esperma

discontinuo | presente esperma luz reducida | SPG
EN residual con esperma
REGRESION .

residual

La liberacion del esperma (o espermiacion) es un proceso complicado porque los

l6bulos estan cerrados y no hay una luz continua entre ellos y los conductos eferentes. Las

paredes de los l6bulos adyacentes se fusionan gradualmente desde los l6bulos proximales

hacia la periferia, creando numerosas anastomosis laterales de considerable complejidad,
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dando lugar a un camino para el egreso del esperma. En S. marmoratus éstas anastomosis
laterales se extienden mas periféricamente que en C. wndecimalis. (Grier y Taylor, 1998).
En los machos primarios las anastomosis se forman mas tempranamente, a diferencia de lo
que ocurre en C. undecimalis que se forman a partir de la maduracion media.

Es bastante comun encontrar esperma residual durante la clase en regresion, esto se
debe a que la produccion de esperma es mayor que el eyaculado, como en C. undecimalis.
Esto varia entre especies y aun dentro de la misma especie (Billard, 1990). En C.
undecimalis hay mayor cantidad de esperma que en S. marmorarus y gran parte de él puede
salir desde el testiculo por un proceso enteramente pasivo, después de la estacion de cria
(Grier y Taylor, 1998). Es posible que ocurra un proceso similar en S. marmoratus. Luego,
los testiculos estaran listos para la restauracion gonadal a través de las divisiones mitdticas
de las SPG y las células de Sertoli y el proceso de crecimiento lobular, por medio de
ramificaciones.

En muchos peces, se encuentra frecuentemente una poblacion residual de células
germinales (SPG) dentro de los l6bulos después de la estacion de puesta (Jones, 1949;
Henderson, 1962; Rai, 1965; Ruby y McMillan, 1970; Shresta y Khanna, 1976). Estas
cumplen la funcion de repoblar los 1obulos testiculares luego de la regresion y asi reiniciar
el proximo ciclo reproductivo. Este proceso es mucho mas rapido en S. marmoratus que en
C. undecimalis (Perciformes) y en Gambussia affinis (Atheriniformes).

En cada ciclo espermatogénico sucesivo, debe ocurrir una renovacion continua de
las poblaciones de células de Sertoli y germinales. En S. marmoratus no se encontraron
evidencias de un total reemplazo de células de Sertoli y SPG, entre una estacion de cria y la
siguiente. Algunas de estas células persisten (clase en regresion). Se observan SPG
esparcidas a lo largo de las paredes de los lobulos, pero esto es bastante distinto en C.
undecimalis, donde solo se encuentran conjuntos periféricos de células espermatogoniales
(Grier y Taylor, 1998). En ambos casos, las SPG son el origen de la renovacion de las
células germinales en los testiculos, entre estaciones de cria.

En los peces Perciformes, un significativo cambio morfologico tiene lugar en el
epitelio germinal entre estaciones reproductivas: el testiculo primero sirve como un 6rgano

para la produccion de esperma, luego para la produccion y almacenaje, y finalmente para

69



Cap. Il. Ciclo anual de la espermatogénesis — Conclusiones y Discusién

almacenaje, antes de la regresion. Estos cambios en la funcion son observados
histologicamente y permiten definir tipos de epitelio germinal continuo y discontinuo
(Grier, 1993) y utilizar estos cambios para definir clases reproductivas (Grier y Taylor,
1998; Taylor y col. 1998). Estas observaciones son mucho mas significativas cuando son
aplicadas, aqui, al ciclo testicular anual de S. marmoratus, un pez que esti separado
evolutivamente de los Perciformes. A pesar de la divergencia evolutiva, el mecanismo
basico de la maduracién testicular ha sido retenido entre estas dos especies de peces.

Este hecho y la definicion y reconocimiento de tipos de epitelios continuo y
discontinuo, permite pensar que la evolucion de un epitelio germinal permanente coincide
con la evolucion de un compartimiento germinal permanente en los testiculos de los
cordados (Grier y Taylor, 1998). Por lo tanto, en los cordados, aparece primero un epitelio
germinal permanente en los peces y no en los anfibios como habia sido originalmente
reportado por Lofts (1974, 1984, 1987).

Respecto de las células de Sertoli, algunos autores opinan que degeneran luego de la
espermiacion, como en Gambusia affinis (Melden, 1950; Billard, 1969a; 1970a). Otros
autores indican que estas células podrian transformarse en células de los conductos
eferentes (incluyendo como conducto a la luz de los 16bulos que se comunica finalmente
con ellos) (Van der Hurk y col, 1974; Grier, 1981; 1980). Segin Grier (1993), los
conductos eferentes de los Poecilidae son una region de recambio celular involucrando la
hipertrofia de las células de Sertoli y la transformacién en células del conducto. En S.
marmoratus, las células de Sertoli permanecen entre estaciones reproductivas.

Los centros melanomacrofagicos son comunes durante la clase en regresién y se
encuentran en el tejido intersticial. La presencia de estos centros, podria ser parte de un
mecanismo generalizado de regresion gonadal en peces y en otros animales con ciclo
reproductivo anual.

La espermatogénesis se desarrolla a través del aflo y esto fue puesto en evidencia
por la deteccion de division celular utilizando inmunohistoquimica. La técnica de PCNA
indico que durante las clases regresada y de maduracién temprana hay proliferacion de
espermatogonias y espermatocitos. Esta conclusion coincide con la de Kajiura-Kobayashi y
colaboradores (1999) quienes encontraron que, en la Anguilla japonica (anguila japonesa)

hay un aumento de ciclinas B, y B; durante la proliferacion gonial que alcanza una meseta

70



Cap. II. Ciclo anual de la espermatogénesis — Conclusiones y Discusion

cuando las células espermatogoniales se diferencian en espermatocitos. Todos estos
resultados también confirman que en S. marmoratus la espermatogénesis es un proceso
continuo. Las células de Sertoli también presentaron respuesta positiva con la técnica de
PCNA, quedando demostrado que hay un repoblamiento de los 16bulos testiculares y por lo
tanto una contribucion a la formacion de nuevos espermatocistos. El hecho de no encontrar
marca mas alla del estadio de SPC I temprano, en las células de Sertoli, coincide con lo
definido por Schultz y col., (2000). Ellos concluyeron que la proliferacién de las células de
Sertoli cesa cuando el espermatocisto se aproxima al nimero de células germinales
predecible. Por otro lado, especularon que la regulacion de la proliferacién de las células de
Sertoli esta funcionalmente relacionada con la de Ia espermatogénesis. Aparentemente,
estan asociadas a un nimero especifico y finito de células germinales. En los peces
proliferan durante la espermatogénesis temprana y pueden constituir otra poblacién de
células madre.

La marca obtenida para 3B-HSD en células del tejido intersticial (células de
Leydig), confirma que éstas son esteroidogénicas. Estos resultados concuerdan con los
observados para ME (capitulo I). La presencia de marca positiva en los revertantes,
coincide con lo observado en M. albus (Yeung y col, 1975), donde se demostr6
inmunohistoquimicamente la presencia de 3B-HSD, asi como un aumento de los
androgenos durante la reversion sexual. Por otro lado, en S. marmoratus se encontré marca
durante todo ailo en ambos tipos de machos, contrariamente a lo que ocurre en otras
especies como (). mykiss que s6lo presenté marca cuando hay SPZ presentes en el testiculo
(Van der Hurk, 1978).

EL CONCEPTO UNIFICADOR

El testiculo de los cordados probablemente ha evolucionado desde los tipos
preespermatocistico (Agnatha) y luego a los tipos tubular anastomosado y lobular, en
teledsteos (Grier, 1993). Esta hip6tesis de la evolucion del testiculo de los cordados ha
permitido unificar conceptos de nomenclatura describiendo la morfologia testicular a través
del phylum. Como cientificos, nosotros podriamos utilizar una nomenclatura uniforme para

mejorar el entendimiento de la morfologia.
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Los cnterios histologicos utilizados aqui, para definir clases reproductivas son bien
notorios y podrian ser aplicados a otras especies de teledsteos. La extensién con la cual

estos cambios reflejan el ciclo testicular anual en otros teledsteos, esta a consideracion.
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Cap. Il - Variantes moleculares de GnRI1. Induccion hormonal de la espermiacion — Introduccion

!' INTRODUCCION l

LA HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROFINAS (GnRH).

En los peces teledsteos, como en el resto de los vertebrados, la regulacion de la
actividad reproductiva es ejercida por el sistema nervioso central (S.N.C.). El cerebro,
como un integrador de las sefiales provenientes del exterior, esta altamente
comprometido en todos los pasos del ciclo reproductivo (Kah y col., 1993).

En los ultimos diez afios el avance de las investigaciones permitio precisar el
grado y tipo de participacion de diferentes sistemas neuronales y territorios cerebrales
implicados en el control de crecimiento y maduracion de las gonadas y del
comportamiento sexual (Kah y col., 1993; Kawauchi, 1994; Fradinger y col., 2000).

Las distintas variantes de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) son
sintetizadas en distintas areas cerebrales (Muske, 1997). La neuronas que expresan
GnRH ubicadas en el area preoptica, alcanzan la glandula hipofisis directamente (como
en peces teledsteos) o a través del sistema porta-hipofisario (como en vertebrados
tetrapodos) (Peter y col., 1990).

Los peces teledsteos carecen de un sistema vascular portal para transportar
neuropéptidos, neurohormonas o neurotransmisores desde el cerebro hasta la
adenohipofisis. Las células adenohipofisarias estan directamente inervadas por fibras
hipotalamicas que forman la denominada neurohipofisis anterior (Peter y col., 1990).

Es sabido que son captadas diferentes sefiales por el S.N.C. y estimulan la
sintesis y secrecion de GnRH. En peces, esta molécula es liberada por fibras nerviosas
provenientes de células neurosecretoras preoptico-hipotalamicas, y actian directamente
sobre la hipofisis. Es importante destacar que GnRH también puede expresarse en
regiones extrahipotalamicas, como el bulbo olfatorio, telencéfalo anterior, el nicleo del
nervio terminal y el techo del mesencéfalo (King y Millar, 1997; Muske 1997, Stefano y
col,, 2000). GnRH es la principal molécula regulatoria en la reproduccion de los
vertebrados. La misma es vertida hacia la hipofisis anterior estimulando la secrecion de
las gonadotrofinas hipofisarias (GtHs), las cuales via torrente sanguineo, tendran como
organo blanco principal a las gonadas. GnRH, ademas estimula, en algunos peces
teleosteos, la liberacion de la hormona de crecimiento (GH) (Melamed y col., 1995;
Marchant y col., 1989b;), de prolactina (PRL) (Weber y col.,, 1997) y de somatolactina
(SL) (Kakisawa y col., 1997, Stefano, 1999; Vissio y col. 1999).
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En forma simultanea se desarrolla una compleja red de controles inhibitorios que
actian a modo de retroalimentacién ("feedback") regulando todos los mecanismos que
componen el proceso reproductivo. Uno de estos sistemas de inhibicidn estaria dado,
por la accion de la dopamina que se postula como el inhibidor primario de la liberacién
basal de gonadotrofinas (mas precisamente GtH-II, hormona homdloga a LH de
vertebrados tetrapodos) (Yu y Peter, 1990; 1992) tanto en el cerebro como en hipdfisis
(Peter y col., 1991). Existen también otros factores que intervienen en este sistema de
controles, como neurohormonas y esteroides sexuales (Guiguen y col., 1993; Trudeau y
col. 1991, 1993).

Respecto de la secrecion de GnRH a nivel gonadal en vertebrados inferiores,
existirian s6lo algunos datos preliminares (Sherwood y col., 1997), sin embargo Pati y
Habibi en 1998, identificaron sGnRH (variante denominada “salmén”) (ver mas
adelante), por andlisis de su secuencia en el ovario de Carassius auratus (goldfish).
Ademas se ha demostrado la presencia de sitios de uniéon a GnRH en ovario de goldfish,
carpa y bagre (Pati y Habibi, 1992; 1993a y b; Habibi y Pati, 1993b; Habibi y col.,
1994;) asi como en testiculos de varias especies de anfibios (Chieffi, y col., 1991).
También, se ha detectado ARN mensajero de GnRH en las gonadas de un pez del
Superorden Paracanthopterygii, Porichthy notatus (Grober y col., 1995) y en el ovario

de Carassius auratus (Liny col., 1996).

LA MOLECULA DE GnRH

El primer factor neuroenddcrino reconocido como estimulador de
gonadotrofinas fue la "hormona liberadora de gonadotrofinas" de mamiferos 1lamada
mGnRH. A partir de la caracterizacion de la estructura primaria de GnRH en porcinos y
ovinos (mGnRH) (Matsuo y col., 1971; Burgus y col., 1972), se logr6 identificar y
secuenciar otras 13 variantes en vertebrados y procordados.

Las distintas variantes de GnRH presentes en los vertebrados, parecen haber
evolucionado a partir de cambios producidos en nucledtidos de ADN y no a partir de
empalmes (“splicings”) diferenciales del ARN mensajero o de un procesamiento post-
traduccional (Sherwood, 1987). Como otros neuropéptidos, GnRH es producto del
clivaje de una molécula precursora de mayor tamaifio que es sintetizada a partir de ARN
mensajero en el cuerpo neuronal.

Las hormonas liberadoras de gonadotrofinas son neuropéptidos constituidos por

diez aminoacidos y a pesar que se presume la existencia de un nimero mayor de
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variantes, hasta el presente se han reconocido y secuenciado 14 formas de esta
molécula, 12 en vertebrados y 2 en procordados; siendo la variante denominada
“salmon”, sGnRH la primera que se identificd en peces.

El nombre de cada una de estas variantes proviene de la especie en la que fue

descripta por primera vez (Tabla I).

Tabla I: denominacion de cada variante y primera referencia

Mammalia  (mGnRH) Matsuo y col., 1971; Burgus y col., 1972
Chicken I (cGnRH-I) King y Millar, 1982a y 1982b
Seabream (sb GnRH) Powell y col., 1994

Catfish (cfGnRH) Ngamvongchon y col., 1992a
Salmon (sGnRH) Sherwood y col., 1983
Herring (hrGnRH) Carolsfeld y col., 2000
Guinea-pig  (gp GnRH) Jimenez-Lifan y col., 1997
Dogfish (dfGnRH) Lovejoy y col., 1992a
Chicken Il  (cGnRH-II) Miyamoto y col., 1984
Lampreyl  (IGnRH-I) Sherwood y col., 1986a.
Lamprey III  (IGnRH-III) Sower y col., 1993

TunicateI  (tGnRH-I) Powell y col., 1996a
Tunicate I  (tGnRH-II) Powell y col., 1996a

Pejerrey (pjGnRH) Montaner y col., 2000.

A su vez, se identifico la expresion de una variante hidroxilada de mGnRH:
(Hyp’)mGnRH, originada por una modificacion post-traduccional en anfibios y

mamiferos (Gautron y col., 1991).

Se considera que todas estas variantes pertenecen a la misma familia por poseer

las siguientes caracteristicas comunes:
a) son decapéptidos.

b) El extremo carboxilo terminal (-COOH) se encuentra amidado (Gly-amida) y el

amino terminal (-NH) esta ciclado formando un piroglutamato (pGlu).
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¢) Cuatro residuos en posicion 1, 4 9 y 10 estan conservados (Jiménez Lifian y col.,
1997; Montaner y col., 2000).

En la Tabla II se indica la secuencia primaria de estos neuropéptidos:

Tablall: secuencia primaria de las 14 variantes de GnRH

Posic. Aminoac. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10-NH,
mGnRH pGlu  His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly-NH,
cGnRH-I pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Gln Pro Gly-NH,
sbGnRH pGlu  His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro Gly-NH,
cfGnRH pGlu  His Trp Ser His Gly Leu Asn Pro Gly-NH,
sGnRH pGlu  His Trp Ser Tyr Gly Trp Leu Pro Gly-NH,
hrGnRH pGlu  His Trp Ser His Gly Leu Ser Pro Gly-NH,
gpGnRH pGlu  Tyr Trp Ser Tyr Gly Val Arg Pro Gly-NH,
dfGnRH pGlu  His Trp Ser His Gly Trp Leu Pro Gly-NH,
c¢GnRH-11 pGlu  His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly-NH,
IGnRH-111 pGlu  His Trp Ser His Asp Trp Lys Pro Gly-NH,
IGnRH-1 pGlu  His Tyr Ser Leu Glu Trp Lys Pro Gly-NH,
tGnRH-1 pGlu  His Trp Ser Asp Tyr Phe Lys Pro Gly-NH,
tGnRH-1I pGlu  His Trp Ser Leu Cys His Ala Pro Gly-NH,
piGnRH pGlu His Trp Ser Phe Gly Leu Ser Pro Gly-NH,

La conservacién de los extremos amino y carboxilo sugiere que estas regiones
son relevantes para la union al receptor, la resistencia a la degradacion enzimatica y el
disparo de los eventos mediados por el receptor en la liberacion de las gonadotrofinas
(ver revision en Stefano, 1999). Tomadas en conjunto, estas caracteristicas hacen pensar
que GnRH es una molécula asociada a la reproduccion que aparecié hace al menos 500

millones de afios con el surgimiento de los agnatos.

DISTRIBUCION TAXONOMICA DE GnRH

Como se mencionara antes, las variantes de GnRH tomaron su nombre de la
especie en la que fue descripta por primera vez. Posteriormente se demostré que muchas
especies pertenecientes a distintos grupos de vertebrados expresaban la misma variante.

La mayor parte de estos estudios se realizaron, utilizando cromatografia liquida de alta
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presion (HPLC) para separar las diferentes formas de GnRH; radioinmunoensayos
(RIA) utilizando antisueros especificos; bioensayos en cultivos primarios de células
hipofisarias y ensayos de unién al receptor.

Estos andlisis dieron a conocer las formas de GnRH de un gran nimero de
especies, y por ende aportaron valiosa informacion acerca de la distribucién taxonémica
de las diferentes variantes. Muchos de estos datos fueron confirmados definitivamente
con la determinacion directa de la secuencia aminoacidica.

En agnatos, se identificaron tres variantes de GnRH, denominadas IGnRH-I, Il y
[II. Dos de ellas: IGnRH-I y IGnRH-III han sido ya secuenciadas (Sherwood y col.,
1986a; Sower y col., 1993) mientras que de la variante IGnRH-II se conoce su
composicion pero no ain su secuencia (Sherwood y col., 1993a).

En peces cartilaginosos, se identificaron tanto cGnRH-II como dfGnRH vy
formas nuevas aun no secuenciadas (Powell y col., 1986a; Lovejoy y col., 1992a y b;
1993). En peces teleosteos, se identificéd la presencia de cGnRH-II junto con mGnRH,
sGnRH, cfGnRH, sbGnRH o una variante nueva de GnRH (Amano y col., 1986; Powell
y col., 1986a; Yu y col., 1988; Ngamvongchon y col., 1992a; Gothilf y col., 1993; Joss
y col., 1994; King 1985, 1990b, 1995a; Sherwood y col., 1983; 1984; 1989; 1991;). En
estos ultimos afios se ha comprobado que muchas especies expresan tres variantes de
GnRH: ¢GnRH-II, sGnRH, con sbGnRH, hGnRH, o pjGnRH (sbGnRH: Powell y col.,
1994, 1997, Somoza, 1994; hrGnRH: Carlosfeld y col., 2000; pjGnRH: Montaner y
col., 2000; Okubo y col., 2000).

En los anfibios estudiados, se determiné la expresién de tres formas de GnRH:
c¢GnRH-II, mGnRH, y una variante nueva con propiedades similares a sGnRH (King y
Millar, 1986; Conlon y col., 1993; Northcutt y col., 1994; Muske y Moore 1994,
Sherwood y col., 1986b; Somoza y col., 1996; Miranda y col., 1998).

En los reptiles estudiados, predominan cGnRH-I y ¢cGnRH-II, aunque también
existen evidencias de la presencia de variantes nuevas (Powell y col., 1985; 1986b;
Sherwood y col., 1988; Tsai y Licht, 1993; Montaner y col., 2000). Mientras que en
aves (Aves), solo se describio la presencia de cGnRH-1 y cGnRH-II (King y col., 1982a;
1982b; Miyamoto y col., 1984; Powell y col., 1987; Mikami y col., 1988; Millan y col.,
1993).

En mamiferos, se han identificado tres formas moleculares d¢ GnRH: mGnRH,
c¢GnRH-II y gpGnRH. En varias especies de metaterios (King y col., 1989; 1990a;

1994) y en algunas especies de euterios de evolucion temprana como los insectivoros,
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(Dellovade, y col., 1993; Kasten, y col., 1996) estan presentes cGnRH-II y mGnRH,
mientras que en la mayoria de las especies de euterios mas evolucionados ha sido
identificada solamente mGnRH (King y col., 1988; Kelsall, y col., 1990; Gautron, y
col., 1991); aunque recientemente se determiné la presencia de cGnRH-II en distintas

especies de este grupo (Lesheid y col., 1997; Chen y col., 1998; White y col., 1998ay b;
Montaner y col., 1998; 1999).

En la tabla III se presentan los datos de distribucion taxonémica de GnRH para

peces cartilaginosos y 0seos.

Tabla III: Distribucién taxonémica de GnRH para peces.

Especies Variante Molecular Tipo de identificacién Autores
Vertebrata

Chondrichtyes

Hydrolagus colliei ClI P Lovejoy y col., 1991a
Torpedo marmorata CIl - Df HyR King y col., 1992
Squalus acanthias CII - Df P Lovejoy y col., 1992
Scyliorhinus canicula CI1-M -8 -Df ? HyR D’ Antonio y col., 1995
Porderma africanum CIl ? HyR Powell y col., 1986
Osteichtyes

Calamoichthyes calabaricus Clil-M HyR Sherwood y col., 1991
Acipenser gueldustaedti Cll -M P Lescheid y col., 1995
Acipenser transmontanus CII - M HyR Sherwood y col. , 1991
Lepisosteus spatula Cll-M HyR Sherwood y col., 1991
Anguilla anguilla Cli-M HyR King y col.,, 1990
Clarias gariepinus Cll-Cf HyR Sherwood y col., 1989
Clarias macrocephalus  Cll - Cf P Ngamvongchon y col., 1992a
Clupea harenus pallasi  CI1 - S -H P Sherwood y col., 1997b
Chanos chanos CIl-S HyR Sherwood y col., 1984
Carassius auratus Cll-S HyR Yuy col, 1988
Synbranchus marmoratus CII - § HyR Lo Nostro y col., 1996
Onchorynchus keta CIl-S P Sherwood y col., 1983
Onchorynchus masou ClI-S HyR Amano y col. , 1992
Salmo gairdneri Cll-S HyR Sherwood y col., 1984,

Okusawa y col, 1990
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Brachydanis rerio Cll-S HyR Powell y col., 1996
Orzias latipes Cll-S HyR Powell y col., 1996
Sebastes rastrelliger CII-S-Sb HyR Powell y col., 1996
Merluccius capensis Cll-S HyR King y Millar, 1985
Gadus morhua morhua Cl1 - § P Wuy col., 1986
Tilapia sparrmanii Cll-S ? HyR King y Millar, 1985
Coris julis ClI-S HyR Powell y col., 1986
Centropistis striatus Cll-S HyR Sherwood y col., 1993
Mugil cephalus CII-S-Sb- HyR Sherwood y col., 1984
Piaractus mesopotamicus CI1 - § — Sb - P Powell y col., 1997
Prochilodus lineatus ClI-S-Sb HyR Somoza y col., 1994
Centropomus undecimalis Cll - S - Sb HyR Sherwood y col., 1993
Haplocrhomis burtoni  CII - S - Sb HyR;cDNA  Powelly col., 1995;

White y col. , 1995
Spaurus aurata Cll-S-Sb HyR;cDNA  Powelly col., 1994;

Gothilf'y col., 1995
Morone saxalatis CII-S-Sb cDNA Gothilf'y col., 1995
Pseudochaemicthys georgianusCI1 - S - Sb ? HyR Miranda y col., 1998
Chaenocephalus aceratus CI1 - S - Sb ? HYR Miranda y col., 1998
Notothenia rossi CII-S-Sb HyR Miranda y col., 1998
Neroceratodus forstei Cll M HyR Joss y col., 1994
Protopterus annactens  CI1 -M - HyR King y col., 1995
Lepomis gibbosus Cll-S-Sb HyR;P. Powell y col., 1995
Odontesthes bonariensis CIl - S — pj P Montaner y col., 2000
Herring Cll-S-hr P Carolsfeld y col., 2000
REFERENCIAS:

?: forma no identificada. Identificacion: H y R: HPLC y RIA respectivamente; P: secuenciacion de

péptidos; eDNA: secuenciaciéon de cDNA; ICQ: técnicas inmunocitoquimicas.

GnRH EN PECES

GnRH es considerada la “hormona reproductiva” y cada especie puede expresar
mas de una variante de GnRH. En la mayoria de los vertebrados, incluso en los
humanos, es sabido que coexistirian al menos dos de estas formas en el sistema
nervioso: una altamente conservada, cGnRH-II, mientras que las otras formas varian de
acuerdo con la especie (King y Millar, 1985; 1992, Lepretre y col., 1993; Stefano, 1993,
Sherwood y col. 1993b; Powell y col. 1994, 1996a y b; Somoza y col., 1994), aunque

no todas las formas serian reproductivamente activas.

79



Cap. 111 - Variantes moleculares de GnRH. Induccién hormonal de la espermiacion - Introduccion

En teleésteos, la distribucion neuroanatémica varia en las diferentes especies y
por lo general cGnRH-II se expresa en cuerpos neuronales localizados en el diencéfalo
posterior o cerebro medio mientras que las otras formas de GnRH descriptas (sGnRH,
mGnRH, cfGnRH, hrGnRh y pjGnRH) se encuentran asociadas con el ganglio del

nervio terminal o con el nucleo predptico paraventricular.

Como se mencionara anteriormente, GnRH cumple un rol fundamental no sélo
en el desarrollo y el mantenimiento de la funcién reproductiva por la estimulacion de la
sintesis y liberacion de las gonadotrofinas (GtH I y GtH II) hipofisarias sino también en
los cambios comportamentales relacionados con la reproduccion (Trudeau y col., 1997).
Las diferencias en la ontogenia y la localizacién de diferentes formas de GnRH dentro
de una misma especie, indican que esta molécula podria encargarse de una variedad de
funciones reproductivas en un organismo.

Asi mismo, las bases fisiologicas de la reversion sexual dentro del orden han
sido objeto de numerosos estudios (Chan y col., 1975; Chan 1977; Chan and Yeung,
1983; Tao y col, 1993; Yeung y col. 1993), pero este proceso aun no ha sido
claramente entendido. En especies relacionadas como Monopterus albus (Zuiew), ha
sido demostrado que GnRH podria jugar un importante rol en el proceso de induccion
de la reversion sexual (Tao y col., 1993) aunque algunos autores no lograron demostrar
el mismo efecto utilizando otros anadlogos de GnRH en un esquema similar (Yeung y
col., 1993).

Vissio y colaboradores (1996), realizaron el analisis inmunocitoquimico de la
adenohipdfisis de S. marmoratus, detectando la presencia de células productoras de
prolactina (PRL), corticotrofinas (ACTH), hormona de crecimiento (GH), células
productoras de tirotrofinas (TSH) y gonadotrofinas (GtH), detectadas en el area central
de la pars distalis proximal y en el borde externo de la pars intermedia.

Suzuki y col,, (1988) y Nozaki y col., (1990), reportaron que las GtH I es
predominante en la hipdfisis de los teledsteos durante la vitelogénesis y Ia
espermatogénesis temprana, mientras que la expresion de GtH II es mayor al momento
de la ovulacién y/o espermiacién. Asf mismo, las diferencias en las secreciones de
poblaciones de células productoras de GtH han sido relacionadas con los cambios

estacionales en Oncorhynchus masou (Salmoniformes) (Amano y col., 1993).
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En el siguiente esquema, tomado de Nagahama (2000), se ilustran los posibles
caminos de varios mediadores hormonales a partir del efecto e las gonadotrofinas, en la

espermatogénesis de Anguila japonica (Anguiliformes):

Gonadotropin

— Test/s
@)

Leydig cell <- ¢>

11-Ketotestosterone

<

Activin B

Somalic cells

A\
Spermatogonium \y B
CDK/Cyclin

Germ cell

Meijosis-initiating substance v
(?) \ T~ MII&sls

Meiosis (Spermatocyte)

INDUCCION DE LA ESPERMIACION

La reproduccién sexual es uno de los mas intrigantes y fascinantes fenomenos
que pueden ser observados en la naturaleza. Ella permite que una pareja pueda dar
nacimiento a nuevos individuos, los cuales llevan la misma informacion genética y
contribuiran a la supervivencia de las especies. Por lo tanto el éxito de la reproduccion
necesita no solo de intcracciones complejas a lo largo del eje hipotalamo-hipofisario-
gonadal, en orden de establecer un estatus endocrino apropiado dentro del individuo,
sino que también requiere de la sincronizacién entre dos individuos al tiempo de la
puesta. Esto se llevard a cabo por respuestas apropiadas de comportamiento y
endocrinas por cada miembro de la pareja, a las sefiales emitidas por el otro y por el
ambiente que los rodea (Kah y col., 1993).

En la naturaleza, el desarrollo reproductivo y la puesta de los peces estan
controlados por factores ambientales tales como temperatura, fotoperiodo, nutricién,
calidad del agua (salinidad, nivel de oxigeno, etc.) y presencia de un sustrato para la

puesta. En acuicultura, no siempre es posible o econémicamente factible imitar las
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condiciones ambientales, especialmente cuando algunas especies son mantenidas a una
distancia considerable de su localizacién geografica original. Asi las manipulaciones
endocrinas o una combinacion de endocrinas y ambientales son utilizadas para facilitar
la reproduccion.

El sistema endocrino, el cual regula el desarrollo reproductivo, es conocido
como eje hipotalamo-hipofisisario-gonadal. Los cambios en los factores ambientales,
son detectados por el sistema sensorial y transmitidos al cerebro. El hipotalamo,
produce variantes moleculares de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y
factores que inhiben la liberacién de gonadotrofinas (dopamina), los cuales regulan la
sintesis y liberacion de las gonadotrofinas (GtH) por la hipéfisis. Las gonadotrofinas
son secretadas a la sangre, las cuales llegan al testiculo donde ellas estimulan la sintesis
de andrégenos como 11-KT (11 cetotestosterona), que esta involucrada en el proceso de
espermatogénesis, y progestagenos tales como 17a,20B dihidroxiprogesterona implicada
en la produccion de esperma maduro.

En el siguiente esquema se representa el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal en

peces y medios para estimular la espermiacion:

HIPOTALAMO
GnRH (+) Dopamina (-)
\ / Inhibidores de dopamina (-):
' domperidona, pimozide,
HIPOFISIS metaclopramide
GtH1 GtHII
(espermatogénesis) (maduracion final y espermiacion)
\ / analogos de hormonas liberadoras de
gonadotrofinas (+):
TESTICULO -glandulas pituitarias secas
-gonadotrofinas de peces
l -gonadotrofina coriénica
humana
ESPERMA
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Existen dos gonadotrofinas secretadas por la pars distalis de los peces, GtH 1 y
GtH 1I, las cuales son estructuralmente similares a la hormona foliculoestimulante
(FSH) y luteinizante (LH) de vertebrados tetrapodos respectivamente (Querat, 1994). La
GtH I ha sido aislada y tiene un papel importante en la esteroidogénesis gonadal (Van
Der Kraak y Wade, 1994; Breton y col, 1998), sin embargo hay poca informacién sobre
el control neuroendocrino (Blazquez y col, 1998). En contraste existe una vasta
informacion sobre GtH 1I la cual estimula la esteroidogénesis gonadal, gametogénesis y
liberacion de esperma y oocitos (Yaron, 1995). Se ha comprobado que GH también
estimula la esteroidogénesis gonadal en varias especies (Le Gac y col., 1993).

Como se mencionara anteriormente, varias formas de GnRH y sus analogos
juegan un papel fundamental en regular la funcién reproductiva a través de la liberacion
de GtH II. Esto fue originalmente demostrado en Carassius auratus (Marchant y col.,
1989), en Cyprinus carpio (Lin y col.,1993) y en Oreochromis sp. (Melamed y col.,
1995). En varias especies gonocoricas la maduracion final y la puesta puede ser
inducida con GnRH natural o analoga, aunque Ia ultima suele ser mas efectiva.

Los esteroides sexuales modulan muchos aspectos del eje neuroendocrino.
Estudios realizados en Carassius auratus, indican que la testosterona (T) a través de su
aromatizacion a estradiol (E;) mejora la liberacion de GtH II en la gonada intacta de
machos y hembras, estimulados por GnRH. Este efecto de retroalimentacion positiva de
la T, esta dirigido a nivel de la hipéfisis donde ella mejora la liberacion de GtH II por un
mecanismo dependiente de sintesis de proteinas (Trudeau y col., 1991; 1993), sin
embargo este mecanismo estd pobremente entendido. En tilapia los esteroides sexuales
tienen acciones de retroalimentacién positiva y negativa sobre la expresion del ARN
mensajero para GtH 1. La retroalimentacion negativa de los esteroides sexuales, al
menos en Carassius auratus (Trudeau y col., 1993), Oncorhynchus mykiss (trucha arco
iris) (Linard y col., 1995) y Clarias gariepinus (bagre africano) (Vermeulen, 1994)
actuan predominantemente a través de la activacion del sistema inhibitorio de la

dopamina, inhibiendo la liberacion de GtH II .

ANALOGOS DE HORMONAS LIBERADORAS DE GONADOTROFINAS Y
ANTAGONISTAS DOPAMINERGICOS.
Existen péptidos sintéticos los cuales son andlogos de las hormonas liberadoras

de gonadotrofinas naturales, las cuales son encontradas en el hipotdlamo de todos los
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vertebrados. Los andlogos de GnRH son formas sintéticas muy potentes las cuales han
sido desarrolladas por modificacion de la secuencia natural de aminoacidos. El
reemplazo del amino4cido 10, una glicina, por una etilamida le confiere una mayor
potencia, tal como el reemplazo del aminoacido en posicion 6, por un aminoacido D
adecuado. Uno de los andlogos de GnRH mads populares para inducir liberacién de
gametas en acuicultura es el analogo de mGnRH (LHRH), sustituido con una D alanina
en posicion 6, conocido como (D-Ala, des-Glyl0) LHRH etilamida. Este analogo ha
sido utilizado para inducir ovulacion y espermiacion en muchas especies de peces de
agua dulce, salobre y salada, de agua fria, templada y tropical en todo el mundo (Zohar,
1989).

Otros analogos de GnRH estan disponibles en el mercado. Estos pueden estar
sustituidos en posicion 6 por D triptofano (DTrp) o D serina(Dser). Otro muy utilizado
en acuicultura es el GnRH de salmoén, sGnRH (DArg6, des Gly10) etilamida, el cual
tiene una D arginina en posiscion 6 (Blazquez y col., 1998).

Las especies como la carpa y el bagre, donde la dopamina juega un papel
importante en la inhibicion de la liberacién de gonadotrofina (GtH II), requieren un
tratamiento simultdneo con GnRH y un antagonista dopaminérgico. Los antagonistas de
la dopamina han sido utilizados con éxito, junto con LHRH, para inducir ovulacién.
Entre los mas comunes se encuentran: domperidona, metocloropramide, pimozide y
sulpirida (ver esquema anterior). La domperidona es el antagonista de la dopamina més
ampliamente utilizado debido a que no atraviesa la barrera hematoencefalica (Blazquez
y col., 1998).

Todos los teledsteos que han sido investigados hasta ahora pueden ser inducidos
exitosamente a ovular o espermiar con analogos de hormonas liberadoras de
gonadotrofinas, ya sea solos o conjuntamente con antagonistas de dopamina.

En Abramis brama (besugo), mGnRH sola no es efectiva en inducir la liberacién
de gametas, pero si lo hace cuando es inyectada junto con un antagonista de dopamina.
Los machos con una dosis de 4 pg de mGnRH y 4 mg de metoclopramide’/kg de peso,
espermian a las 24-32 hs. Glubokov et al., 1991). En Cuplea harengus pallasi, una
inyeccion de 200 ug de mGnRH/kg provoco la espermiacion en 3 a 6 dias. (Carosfeld y
col., 1988).

También, dentro de este contexto, se han utilizado hipéfisis homodlogas y

heter6logas, hormonas liberadoras de gonadotrofinas naturales y andlogos sintéticos asi
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como GCh (gonadotrofina coriénica humana) pero no todos los teledsteos han
respondido a éstos inductores (Zohar, 1989; Donaldson, 1996; Patifio, 1997).

El papel del hipotalamo en el control de la funcién gonadal en teledsteos
hermafroditas, especificamente relacionado con la reversién del sexo, es mucho menos
entendido. En Thalassoma bifasciatum (Bloch), pez protoginico, se demostré que las
gonadotrofinas proveen un disparador interno para la transformacion de ovario en
testiculo (Koulish y Kramer, 1989 a, b). En la misma especie tres inyecciones de
sGnRH-A (D-Args, Prog, Net-) LHRH en combinacién con domperidona inducen la
reversion sexual. Hacia el fin de la cuarta semana de tratamiento el 72 % de las hembras
originales mostraron signos de reversion. A las seis semanas, el 92% de las hembras
tenian ovarios que habian sufrido transformacién. Sin embargo ninguna de ellas

progresé mas alla de los estadios tempranos (Kramer y col., 1993).
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I MATERIALES y METODOS I

PARTE III A)
CARACTERIZACION DE LAS VARIANTES ENDOGENAS DE GnRH:

1) OBTENCION DE CEREBROS E HIPOFISIS. PROCESAMIENTO DE LAS
MUESTRAS PARA EXTRACCION DE LOS PEPTIDOS.

Se llevaron a cabo dos experimentos utilizando cerebros de anguilas adultas
provenientes de la provincia de Corrientes, compradas a un proveedor local. El primero
fue realizado con animales de otofio y el segundo con individuos de primavera. Cada
muestra estuvo constituida por 50 ejemplares.

Los animales fueron anestesiados en solucion acuosa de benzocaina (0,1 g/l)
para su mejor manipulaciéon. Se decapitaron y fueron extraidas la génada y el cerebro
conjuntamente con la hipdfisis. A estos ultimos se accedié por medio de un corte
longitudinal en la masa muscular de la regién dorsal de la cabeza. Las muestras fueron
inmediatamente congeladas en hielo seco hasta su posterior almacenamiento en freezer
a-70°C.

En el caso de la hipéfisis, se utilizaron las 100 glandulas obtenidas, en un solo
ensayo a fin de que la concentracion de GnRH presente fuera detectable.

Para la extraccién de los péptidos, se utilizo una adaptacion del método de
Sherwood y col., 1984 y Somoza y col., 1994. Tanto los cerebros como las hip6fisis,
fueron procesados con homogeneizador tipo Ultraturrax, en 10 ml. de acetona:HCl] IN
(100:3, V/V). Por cada 2 g de tejido se utilizo un volumen minimo de extraccién de 10
ml. La extraccion se llevo a cabo a 4°C durante 3 horas bajo agitacion constante y se
filtr6 con papel Whatman N° 1. El material insoluble fue reextraido con acetona:HCl
0,01N (80:20, V/V) en dos quintos del volumen del fluido original de extraccion bajo
agitacion a 4 °C durante 5 min. y se lo filtré nuevamente. Los filtrados combinados
fueron entonces extraidos con éter de petréleo (bp. 30-60°C) para remover la acetona,
lipidos y otras sustancias hidréfobas. La relacién de éter de petréleo con el filtrado fue
de 1:4, (V/V) por cada una de las cinco extracciones realizadas sucesivamente. La fase
acuosa final fue concentrada hasta un volumen de 1 ml. en un evaporador rotatorio

mantenido a temperatura ambiente.
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2) CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA PRESION, FASE REVERSA (RP-
HPLC).

Previamente a la separacion cromatografica, siguiendo el protocolo de
Sherwood y col., 1986, cada extracto obtenido fue filtrado mediante filtro Millipore HA
0,45um e inyectado a través de un loop de inyeccion de 1 ml. a una Columna RP18
Lichospher Merck 100 (4 x 250 mm, tamaifio de particula: 5 um; Merck, de fase
reversa) unida a una pre-columna del mismo material. El flujo fue programado para 1
ml/ min. y en cada corrida cromatografica se recolectaron 70 fracciones.

El programa comenzé con 10 min. de corrida isocratica de solventes: -fase A-,
acetonitrilo al 17% en TEAF (4cido férmico 0,25 M llevado a pH 6,5 con trietilamina).
Luego la concentracion de acetonitrilo fue aumentada linealmente hasta un 24% en un
pcriodo de 7 min. -fase B- y se continué con cstc porcentaje hasta el final de la
cromatografia.

La inyeccidn de cada extracto fue precedida por una corrida blanco en la cual se
inyectd fase movil (1 ml). Estas fracciones también fueron analizadas para descartar
cualquier contaminacion. La posicion de elucidn de los 5 estindares sintéticos
utilizados (variantes moleculares sintéticas de GnRH: mGnRH, IGnRH-I, ¢cGnRH-I,
c¢GnRH-II y sGnRH como forma mas hidrofébica; adquiridos en Peninsula Laboratories
Inc., San Carlos, CA, USA) se determind por absorcion U.V. a 280 nm. En cada caso se
mezclaron 250 ng de estandar en fase A en 1 ml de volumen final. Todas las formas
sintéticas fueron gentilmente cedidas por el Dr. G. Somoza, quien supervis6 todos los

experimentos.

3) RADIO INMUNO ANALISIS (RIA)

Todas las fracciones colectadas (blanco, muestra y estindares) fueron
evaporadas y liofilizadas. Para determinar la inmunoreactividad a GnRH (ir-GnRH), las
fracciones fueron resuspendidas en buffer para radioinmunoensayo (PBS-BSA 0,5%,
pH 7,5).

Como primer sistema de deteccion, se utilizaron tres antisueros poliespecificos

elevados contra distintas variantes moleculares de GnRH:
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cII#678: generado en conejo contra ¢cGnRH-II y utilizado en un sistema con mGnRH
como standard y como molécula marcada, con las siguientes reactividades cruzadas
contra variantes conocidas de GnRH:

mGnRH: 100%, cfGnRH: 36%, cGnRH-I: 416%, dfGnRH: 18%, cGnRH-II: 81%,
IGnRH-I: 3%, sGnRH: 473%.

Este antisuero fue ggentilmente cedido por la Dra. J.A. King (Universidad de Ciudad
del Cabo, RSA) al Dr. Gustavo Somoza.

PBL#45: generado en conejo contra Lys®-mGnRH y utilizado en un sistema con sGnRH
como standard y como molécula marcada con las siguientes reactividades cruzadas
contra variantes conocidas de GnRH:

mGnRH: 100%, cGnRH-I: 133.3%, cGnRH-II: 25.9%, IGnRH-I: 24%, sGnRH: 100%,
dfGnRH: 1.58%.

Gentilmente cedido por el Dr. W. Vale, The Clayton Foundation, USA al Dr. Gustavo

Somoza.

PBL#49: generado en conejo contra sGnRH y utilizado en un sistema homélogo con las
siguientes reactividades cruzadas contra variantes conocidas de GnRH:

mGnRH: 93%, cGnRH-I: 333.3%, cGnRH-II: 32.6,%, IGnRH-I: 2%, sGnRH: 100%,
dfGnRH: 4,59%.

Idem anterior.

Tabla 1: porcentaje comparativo de reactividades cruzadas de los antisueros utilizados

con las variantes sintéticas conocidas de GnRH.

Variante de GnRH CII#678 PBL#45 PBL#49
Dilucién final 1:32.000 1:150.000 1:250.000
Dosis minima 3.65 pg/100ul 2.36 pg/100pul 1.49 pg/100ul

detectable

GnRH-I'* mGnRH sGnRH sGnRH
(radio-iodinado)
GnRH estidndar mGnRH sGnRH sGnRH
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mGnRH 100% 100% 93%
c¢GnRH-I 416% 133.3% 333.3%
c¢GnRH-II 81% 25.9% 32.6%

sGnRH 473% 100% 100%
IGnRH-I 3% 24% 2%
dfGnRH 18% 1.58% 4.59%
cfGnRH 36% nd nd

nd: no se han determinado aun los valores de reactividad cruzada.

Como segundo sistema de deteccidn de mayor especificidad, se utilizaron tres
antisueros monoespecificos. Se realizaron andlisis por diluciones sucesivas de las

fracciones con inmunoreactividad.

cII#675 (concentracion final 1:160.000).

Reactividad cruzada: mGnRH (<0.01%), c¢GnRH-I (<0.01%), cGnRH-II (100%),
sGnRH (3%), IGnRH-I (<0.01%).

Gentilmente cedido por la Dra. J.A. King al Dr. Gustavo Somoza.

s#1668 (concentracion final 1:10.000).
Reactividad cruzada: mGnRH (<0.01%), cGnRH-I (<0.01%), cGnRH-II (0.7%), sGnRH
(100%), 1GnRH-I (0.2%).

Idem anterior.

sGnRH#2 (concentracién final 1:300.000).

Reactividad cruzada: mGnRH (<0.01%), c¢GnRH-1 (<0.01%), c¢GnRH-II (1.58%),
sGnRH (100%), IGnRH-I (<0.08%).

Gentilmente cedido por el Dr. K. Aida (University of Tokio, Japon) al Dr. Gustavo

Somoza.
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Tabla 2: porcentaje comparativo de reactividades cruzadas de los antisueros

monoespecificos utilizados, con las variantes de GnRH conocidas.

Variante de cII#675 s#1668 sGnRH#2
GnRH (dil. final 1:160000) | (dil. final 1:10000) | (dil. final 1:300000)

mGnRH <0.01% <0.01% <0.01%
¢GnRH-I <0.01% <0.01% <0.01%

¢GnRH-II 100% 0.7% 1.58%
sGnRH 3% 100% 100%
IGnRH-I <0.01% 0.4% <0.08%
dfGnRH nd nd 398

nd: no se han determinado aun los valores de reactividad cruzada.

Para evaluar el grado de desplazamiento de las curvas ensayadas respecto de las
obtenidas con las hormonas estiandar se utilizo un test d&e ANOVA, modificado por el

Dr. Enrique Marschoff del Lab. de Biometria de 1a FCEyN (U.B.A)

En el homogenato obtenido de 100 hipofisis, se realizd también Ia
inmunodeteccion con antisueros poliespecificos en los mismos sistemas heterdlogos a

fin de determinar qué variantes se encontraban presentes en esta especie.
Todas los experimentos fueron llevadas a cabo en forma conjunta con el Lic.

Mario Ravaglia, del Laboratorio de Embriologia Animal, FCEyN, UBA; quien

desarrollé el mismo protocolo de trabajo con grupos de hembras.
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PARTE IIIB)
INDUCCION DE LA ESPERMIACION

1) OBTENCION Y TRATAMIENTO PREVIO DE LOS ANIMALES
Se utilizaron ejemplares adultos, provenientes de la provincia de Corrientes,
comprados a un proveedor local.

Los animales, una vez en el laboratorio, fueron inducidos a sedacién para su
mejor manipulacién con una solucién acuosa de benzocaina (0,1 g/1) a fin de medir
todos los caracteres morfométricos definidos (capitulo 1, item 3). Los peces de los
experimentos, denominados I y II, no fueron sexados por el método de biopsia (ver
detalle de la técnica mas adelante), pero si lo fueron aquellos de los experimentos ITI y
IV. En este ultimo caso, el material extraido por biopsia fue procesado
histologicamente.

Los peces de los experimentos I y II fueron separados en lotes de 12 individuos
en base a la semejanza de la talla y el peso. Los individuos para los experimentos III y
IV, fueron biopsados previamente y fueron agrupados teniendo el cuenta el sexo, estado
de madurez de la gonada, y por peso y talla semejantes. Bajo el efecto de la sedacion,
cada animal fue identificado con caravanas plasticas numeradas, unidas mediante hilo
de nylon a la region dorsocaudal del cuerpo.

Cada lote fue ubicado en un caja plastica de 50 1t. de capacidad, conteniendo
agua declorada, la cual fue renovada cada 2 dias. Los animales fueron mantenidos a
temperatura ambiente y con fotoperiodo natural.

Previamente al inicio de los experimentos de induccién, los animales biopsados
fueron dejados en observacién durante una semana, a fin de ver su evolucion. Tanto en
este periodo como durante los diferentes experimentos, todos los animales, bajo
sedacion, fueron alimentados con una papilla de carne de pescado e higado vacuno
utilizando una sonda bucogastrica plastica que era introducida hasta el estomago,

tomando como referencia la mitad del largo del animal.

2) MONITOREO DE LA ESPERMIACION BASAL ESPONTANEA (PREVIO
AL EXPERIMENTO)
Posteriormente a inducir sedacién y medir todos los caracteres, se coloc6 a cada

animal en posicién ventral y por medio de masaje abdominal en sentido antero -
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posterior (stripping), se registré la emision espontinea de gametas. Este monitoreo se

realizé diariamente durante cada experimento.

3) BIOPSIAS

Esta metodologia permiti6 conocer el sexo y el estado de madurez de la gonada
del ejemplar, dado que externamente es imposible distinguirlos. De este modo se pudo
realizar la técnica de induccidn, con la certeza que se estaba trabajando con machos, y
conociendo previamente el estado de madurez de las gonadas.

Tres meses antes de comenzar con los protocolos de induccién del segundo
periodo (experimentos III y IV), y para poner a punto la técnica, se utilizaron 8
ejemplares de diversas tallas. Dado el tipo de animal a tratar, se utilizaron protocolos
conocidos (Chan, 1972; Underwood, 1986), con algunas modificaciones:

Los ejemplares fueron anestesiados con solucion acuosa de benzocaina (0,1 g/l),
pesados y medidos como se detallé anteriormente. (Cap. I, item 3).

Se coloco al animal decubito dorsal y aproximadamente a media distancia entre
el ano y el opérculo, se inyectaron intramuscularmente 0,25 ml de clorhidrato de
procaina (Fadacaina) como anestésico local parenteral.

Se realiz6 una incision longitudinal en un punto medio entre el ano y el opérculo
de 2 a 3 cm, con bisturi y se colocé un separador dinamico. El higado y el intestino
fueron suavemente desplazados hasta dejar expuesta la porcién cefélica de la gonada.

Se procedio a la intervencién de la gonada, la cual fue sujetada con pinzas y
ligada con hilo de sutura sintético por debajo de la zona de corte, a 1,5 cm de su
extremo anterior para evitar perdida de fluidos. Previo a la sutura, se colocé en la
cavidad abdominal sulfa peritoneal para evitar infecciones.

Se suturaron en forma perforante y con puntos separados los planos musculares
y la piel. Para ello se usé aguja curva e hilo sintético no-reabsorbible. Luego de la
sutura, se recubrieron los puntos con Povidona lodo 10% como antiséptico, bactericida
y fungicida. Finalmente se sello la zona con pegamento instantineo de tipo
Cianocrilato.

Los animales intervenidos fueron identificados con caravanas plasticas unidas por hilo
de nylon a la aleta dorsal.

Para su recuperacion, se los colocé en recipientes con agua declorada y azul de

metileno (0,1%) como agente profilactico. Durante 96 horas se los mantuvo en ayunas
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para controlar su evolucién. Pasado este periodo los animales fueron llevados a piletas
acondicionadas convenientemente como se indicara anteriormente a fin de reproducir
su hdbitat natural, donde fueron alimentados periédicamente. Las muestras de gonadas
obtenidas fueron fijadas, conservadas y procesadas para su estudio histolégico de

acuerdo con la metodologia descripta previamente (Cap. I).

4) DISENO EXPERIMENTAL

** EXPERIMENTO I (enero)

Biopsias para sexado previo: no

Duracion total: 18 dias

N por caja: 12 animales elegidos por peso y talla homogénea
Disefio de lotes:

lote 1: grupo control: sol. salina/ sol. salina

lote 2: grupo domperidona: sol. salina / domperidona.

lote 3: grupo GnRH: sol. salina / sGnRH-a.

lote 4: grupo GnRH/domperidona: sGnRH-a / domperidona.

Dosis ensayadas: las drogas fueron previamente disueltas y suspendidas en solucién
salina para peces (NaCl al 0.7%, P/V) e inyectadas intramuscularmente en las siguientes
concentraciones:

- 2ul de sol. salina / g de peso del animal.

- 0.05 pug sGnRH-a/ g de peso del animal (en 2 pl/g de solucién salina como vehiculo).

- Sug DOM/g de peso del animal (en 2 pl/g de solucidn salina como vehiculo).

GnRH utilizado: sGnRH-A (andlogo) ([D-Arg®,Trp’,Leu®Des Gly'°JGnRH-
Ethylamide, Peninsula Laboratories Inc.).
Domperidona: Janssen Pharmaceutical, Buenos Aires, Argentina. Vida media en

sangre: 36 a 48 hs.
Calendario del tratamiento:

Tanto el grupo control como el tratado recibieron una unica inyeccién intramuscular el

dia 0 del experimento.
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Extraccién de sangre y obtencién de sueros para dosaje de esteroides

Las muestras de sangre de aproximadamente 1 ml por animal, se extrajeron por
puncion post-anal de la vena caudal utilizando jeringas de tuberculina. La misma se
mantuvo a 4°C hasta la retraccion del coagulo (toda la noche) y se extrajo el suero por
centrifugacion a 3000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. Con pipeta Pasteur plastica se
trasvaso el suero a tubos Khan y se almacen¢ a -20°C hasta su utilizacion para el dosaje
de niveles de 17B-estradiol y androgenos circulantes por RIA. segun trabajos previos en
el tema (Sangalang & Freeman, 1977, Guiguen y col. 1993; Trudeau y col. 1991, 1993;
Venkatesh y col. 1989).

Calendario de extraccion de sangre: basal (dia 0, antes de cualquier inyeccion), a las
24 hs del tratamiento y a los 3, 6, 10, 16 y 18 dias.

Calendario de sacrificio. posteriormente a la extraccion de la muestra de sangre, y para
correlacionar los posibles cambios en el perfil de esteroides con la histologia gonadal,
se sacrificaron 2 animales por vez los mismos dias de extraccion de sangre como se

indicara anteriormente.

** EXPERIMENTO 1I (enero-febrero)

Biopsias para sexado previo: no

Duracion total; 16 dias

N por caja: 12 animales elegidos por peso y talla homogénea
Disefio de lotes:

lote 1: grupo control: sol. salina/sol. salina.

lote 2: grupo domperidona: sol. salina/domperidona.

lote 3: grupo GnRH: sol. salina/sGnRH-a.

lote 4. grupo GnRH/domperidona: sGnRH-a/domperidona.

Dosis ensayadas:

- 2ul de sol. salina como vehiculo/g de peso del animal
- 0.05 pug sGnRH-a/g de peso del animal

- Spug DOM/ g de peso del animal
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Calendario del tratamiento:

El grupo control recibié una inyeccion intramuscular de solucion salina 0,7% (2ul/g de
peso del animal) los dias 0 y 7 del experimento.

Los grupos tratados recibieron una inyeccion intramuscular los dias 0 y 7 del
experimento.

Calendario de extraccion de sangre: basal, a las 24 hs del tratamiento y a los 3, 6, 10 y
16 dias.

Calendario de sacrificio: se sacrificaron 2 animales por vez los mismos dias de

extraccion de sangre como se indicara anteriormente.

** EXPERIMENTO III (enero-febrero)

Durante los periodos de enero-febrero, febrero-marzo del afio siguiente, se
realiz nuevamente el protocolo antes mencionado con una serie de modificaciones en
base a los resultados obtenidos el afio anterior.

Los experimentos se realizaron con machos primarios y secundarios utilizando
como criterio de selecciéon que poseyeran un diametro gonadal de 0,5 a 0,7 mm, que
corresponde a un estadio de maduracién media (Lo Nostro y Guerrero, 1996).

Si bien se realizo la biopsia a un total de 50 animales, las limitaciones en las

gonadas halladas, redujeron el ensayo a 2 lotes de 8 animales.

Biopsias para sexado previo: si

Duracion total: 22 dias

N por caja: 8

Diserio de lotes:

lote 1: grupo control: sol. salina/sol. salina.

lote 2: grupo GnRH/domperidona: sGnRH-a/domperidona.

Dosis ensayadas:

- 2ul de sol. salina /g de peso del animal

- 0.1 ug sGnRH-a (dosis duplicada)/g de peso del animal
- Sug DOM/g de peso del animal

95



Cap. Il Variantes moleculares de GnRH. Induccion hormonal de la espermiacion — Mat. y métodos

Calendario del tratamiento:

Todos los grupos recibieron una inyeccion intramuscular segun dosis, los dias 1, 7 y 14

del ensayo.

Calendario de extraccion de sangre: basal (dia 0), los dias 1 y 3 de cada semana y el
dia 22.

Sacrificio: al final del experimento

La gonada de cada animal sacrificado tanto tratado como control, fue procesada
utilizando técnicas histologicas convencionales segun se indica en detalle en el cap. 1.
con el objeto de estudiar el estado de maduracion gonadal. Los preparados fueron

analizados y fotografiados con un microscopio optico Nikon Microphot FX.

** EXPERIMENTO IV (febrero-marzo)
Biopsias para sexado previo: si

Duracion total: 49 dias (7 semanas)

N por caja: 5 para el lote control y 8 para el tratado
Diserio de lotes:

lote 1: grupo control: sol. salina/sol. salina.

lote 2: grupo tratado: sGnRH-a/dompendona.

Dosis ensayadas:

- 2ul de sol. salina como vehiculo/g de peso del animal
- 0.1 ug sGnRH-a/g de peso del animal

- 5ug/g DOM/g de peso del animal

Calendario del tratamiento:

Los lotes fueron inyectados los dias 1 y 4 de cada semana.

Calendario de extraccion de sangre: basal (dia 0) y dias 21 y 49 (corresponde al dltimo
dia de la 3° y 7° semana).

Sacrificio: al final del experimento (idem Exp. III).
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5) DOSAJE DE ESTEROIDES SEXUALES CIRCULANTES POR EL METODO
DE RIA.

Cada muestra de sangre tomada el dia 0 (muestra basal) y los dias indicados
segun cada protocolo, fueron colocadas inmediatamente en hielo y luego en heladera a
4°C toda la noche hasta retraccién del coagulo. Como se indicara previamente, luego de
la centrifugacion el suero se almacené a -20°C hasta la determinacién de los esteroides
por RIA, segiun Venkatesh y col., 1989, con algunas modificaciones: la extraccion de
esteroides se realizo dos veces con 5 volimenes de éter dietilico. La fase orgénica asi
obtenida fue evaporada en bafio termostético a 37°C, y con atmésfera de nitrégeno.

Las muestras secas fueron resuspendidas en buffer fosfato con gelatina 0,1%
(PBS-gel), a razén de 2 volumenes de éste, por volumen de la muestra original, y
conservadas a -20°C hasta su utilizacion.

La puesta a punto de la técnica de radioinmunoensayo para 178-estradiol y
testosterona se realizo segun Van der Kraak y col., 1984.

Los antisueros utilizados, anti-estradiol y anti-testosterona, fueron adquiridos al
Dr. Gordon Niswender (Animal Reprod. and Biotech. Lab., Dept. of Physiology,
Colorado State Univ., USA) y utilizados en dilucion final de 1:120.000 y 1:250.000
respectivamente.

Ensayos previos a estos experimentos, demostraron que el antisuero anti-
testosterona, presentaba una reaccion cruzada de aproximadamente 37% contra 11
cetotestosterona (11-KT). Teniendo en cuenta esta reactividad cruzada, y la
imposibilidad de diferenciarla de la testosterona presente sin previa separacion
cromatografica, los valores de hormona medidos se expresan como "niveles de
androgenos" circulantes.

Por otro lado se realizd un ensayo de paralelismo de las curvas, haciendo
diluciones sucesivas del suero extraido y comparandolo con una curva estandar de
testosterona..

Los niveles séricos de andrégenos fueron analizados utilizando un test de
Student, comparando los niveles de esteroides sexuales obtenidos en el grupo control

vs. El grupo tratado. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05.
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Todos los experimentos fueron llevados a cabo en forma conjunta con el Lic.
Mario Ravaglia, del Laboratorio de Embriologia Animal, FCEyN, UBA; quien

desarroll$ el mismo protocolo de trabajo con grupos de hembras.
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RESULTADOS I

VARIANTES DE GnRH PRESENTES EN EL CEREBRO

Las fracciones obtenidas de cerebro utilizando RP-HPLC, mostraron la

presencia de dos picos principales inmunoreactivos, coincidentes con la posicién de
elucion de las formas sintéticas cGnRH-II (fracciones #25-#27) y sGnRH (fraccién #46-
48) (Figura 41). La coincidencia de estas determinaciones realizadas con 3 sistemas de
RIA distintos y la posicion de elucidn de los estdndares sintéticos permitiria suponer la
expresion de estas dos variantes en el cerebro de S. marmoratus.

Se realizaron ensayos de RIA especificos para los dos picos principales
detectados: clIGnRH y sGnRH. Las pruebas de inmunodeteccion llevadas a cabo
mediante la dilucion de las fracciones en estudio y de estandares conocidos utilizando
los antisueros monoespecificos correspondientes, reforzé los resultados obtenidos y
mostrados en la figura 41. El paralelismo de las curvas obtenidas por la dilucién de
estas muestras no fue estadisticamente diferente al obtenido con los estdndares
sintéticos (Figura 42).

Por otro lado, con este mismo sistema se detectaron dos picos inmunoreactivos a
GnRH de menor magnitud, en las fracciones 29 y 31 que no eluyeron en la posicion de
ninguna de las variantes sintéticas de GnRH ensayadas (cfGnRH, IGnRH-I, mGnRH,
c¢GnRH-I, ¢cGnRH-II y sGnRH). Estos picos fueron inmunodetectados usando los tres
sistemas de RIA, pero no tuvo reaccién cruzada con el sistema ensayado con cllI675, ni
con los dos sistemas especificos utilizados para sGnRH.

Los resultados obtenidos fueron semejantes en ambos experimentos, no
habiendo diferencias significativas entre los mismos.

El analisis de los extractos de hipdfisis con los mismos sistemas no presento

ningun tipo de inmunodeteccién de GnRH con el sistema ensayado.

INDUCCION DE LA ESPERMIACION

Durante los meses de verano, se realizaron una serie de experimentos tendientes
a lograr la induccion de la maduracién final y liberaciéon de gametas mediante la
utilizacién de sGnRH-a y domperidona.

El propésito de los experimentos I y II, fue poner a punto el sistema de

mantenimiento de ejemplares en cautiverio, dado que no existian antecedentes de
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Figura 41.

RP-HPLC de extractos de cerebro de S. marmoratus ensayados con: a) antisuero clI678,
b) antisuero PBL#49, c) antisuero PBL#45. Las flechas indican la posicién de elucion,
de izquierda a derecha: cfGnRH, mGnRH y 1GnRH-I, cGnRH-], cGnRH-II y finalmente
sGnRH.
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Figure 42.

a) Paralelismo de diluciones seriadas de las fracciones 24-25 obtenidas por RP-HPLC
de extractos de cerebro con referencia a la forma de la curva de clIGnRH sintética
usando clI675 como antisuero.

b) Paralelismo de diluciones seriadas de las fracciones 45-49 obtenidas por RP-HPLC
de extractos de cerebro con referencia a la forma de la curva de sGnRH sintética usando
s1668 como antisuero.

c) Paralelismo de diluciones seriadas de las fracciones 45-49 obtenidas por RP-HPLC
de extractos de cerebro con referencia a la forma de la curva de sGnRH sintética usando
sGnRH como antisuero.

El grado de paralelismo entre las muestras y los estandares sintéticos no mostro

diferencias significativas.
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Cap. Il Variantes moleculares de GnRH. Induccion hormonal de la espermiacion — Resuliados

ensayos en cautiverio esta especie, extraccién de muestras de sangre, y administracion y
respuesta a las drogas ensayadas.

El experimento I, no indujo la liberacién de gametas, en ninguna de las pruebas
realizadas. Durante el experimento II, a las 144 hs postinyeccion (dia 6 ), se produjo la
liberacion de gametas en un sélo un macho del lote GnRH/DOM, por masaje
abdominal.

Es de remarcar que la mortandad durante estos experimentos fue elevada y la
respuesta a la induccion fue baja. En base a estos primeros resultados y a la bibliografia
especifica consultada, (Kreiberg y col., 1987; Milonas y col., 1992; Tao y col., 1993;
Lee y col., 1993; Kramer y col., 1993;) se programaron dos nuevos experimentos (III y
IV) para el verano siguiente.

Las modificaciones introducidas fueron: no sacrificar mas animales durante el
tratamiento sino al final del mismo, y aumentar, no sélo la dosis diaria sino el numero
de inyecciones. La utilizacion de la técnica de biopsia permitié obtener muestras de
gonadas de animales en cautiverio para conocer previamente el sexo, y el estado de
madurez de la misma. Es importante destacar que se observo tanto en los animales del
lote de puesta a punto de la técnica, como en estos dos expeaimentos posteriores, una
excelente cicatrizacion externa en cada ejemplar intervenido, e internamente la génada

remanente no presento alteraciones morfo-anatémicas visibles (Figura 43).

Los tratamientos realizados en el experimento III, condujeron a la espermiacion
de 2 machos del lote GnRH/DOM durante la tercera semana (17 dfas).

En el experimento IV, en el lote GnRH/DOM, se obtuvo a los 17 dias de
tratamiento un 50% de machos espermiantes, a la 4ta. semana (dia 29) un 70% y a la
Sta. semana del tratamiento (dia 38), se produjo la liberacién de semen en el 100% de
los machos tratados. No se obtuvo liberacién de gametas en el lote control durante las 7

semanas (Tabla 1).

El semen obtenido por masaje abdominal durante'el experimento IV fue
colectado en un tubo de tipo Eppendorf como se indicara en materiales y métodos del
Cap. 2 y utilizado para M.E.S. Los resultados obtenidos se indicron en el mismo

capitulo.
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Figura 43.

Método de biopsado de las gonadas: a) anestesia local; b) apertura de la cavidad
abdominal a la altura de la region cefilica de Ia gonada; c), d), e) ligado y corte del
tejido; f) colocacion de cicatrizante de tipo peritoneal; g), h), i) sutura de la herida, j)
sellado de la herida con pegamento a base de cianocrilato; k) hisopado con solucién
antibiotica, 1) identificacion del ejemplar con marcas plasticas, m) herida cicatrizada al
cabo de 10 dias.
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Tabla 1. Porcentaje de machos espermiantes durante los 49 dias de tratamiento (Exp.
V).

Dias de Lote Tratado Lote Control
tratamiento GnRH/DOM

(n=8) (n=5)
0 0 0
3 0 0
7 10 0
10 10 0
14 12.5 0
17 S0 0
21 50 0
24 50 0
28 875 0
31 87.5 0
35 87.5 0
38 100 0
42 100 0
49 100 0

ANALISIS HISTOLOGICO DE LAS GONADAS.
Experimentos [ y II:

No se observaron diferencias significativas a nivel histolégico entre las gdnadas
tratadas con sGnRH/DOM, sGnRH solo o DOM solo y el control. El tnico macho
espermiante present6 un testiculo con el aspecto caracteristico de la clase maduracion

final.

Experimentos Il y 1V
En ambos experimentos se observaron diferencias histolégicas importantes a

nivel de la gonada entre los animales tratados y los controles tanto para machos

primarios como secundarios.
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El analisis histoldgico de las génadas de los machos del grupo control al final de
cada experimento, mostrd la presencia lobulos esperméticos conteniendo
espermatocistos con diferentes estadios de la espermatogénesis. Las gonadas se
encontraban en clase maduracion media (Figura 44a, experimento IV).

En el experimento III, los machos tratados que no espermiaron, presentaron
testiculos caracteristicos de la clase maduracién media o final.

Por otro lado las génadas de ambos tipos de machos, pertenecientes al lote
tratado con GnRH/DOM (al final del experimento), en los experimentos Il y IV,
mostraron la presencia de l6bulos esperméticos con SPG, algunos SPC Iy Il y SPZ
residuales en la luz de los 16bulos asi como en los conductos eferentes, como una fuerte
evidencia de haber finalizado la espermiacion (Figura 44b,c, experimento IV). El

aspecto de estos testiculos se corresponde con el de la clase en regresion.

DOSAJE DE ESTEROIDES SEXUALES

Para verificar el efecto inductor de las drogas usadas (GnRH y DOM.), se
midieron con RIA estradiol (E) y testosterona (T) presentes en sangre, como una forma
indirecta de evaluar la liberacién de gonadotrofinas hipofisarias, ya que no se disponia
de un sistema directo de medicién de estas hormonas. La curva realizada con diluciones
sucesivas del extracto de suero fue paralela a la curva estandar de T.

En el caso de los experimentos I y II, los niveles de E; y de andrégenos
circulantes medidos fueron muy heterogéneos, presentando errores estandar muy
elevados (datos no mostrados). Aun asi, no se enmascar$ el hecho que en el grupo
tratado con sGnRH-a/DOM,, se pudieran observar a las 24hs de la administracion de las
drogas, niveles de androgenos varias veces superiores a los de los otros tratamientos
(GnRH s6lo o DOM sélo).

Se tomaron en cuenta los valores de andrégenos del experimento IV dado que
eran los mas significativos en cuanto a porcentaje de machos que espermiaron. Todos
los valores fueron significativamente mayores a los del grupo control. Luego de 24 y 42
dias de tratamiento, los niveles séricos de andrégenos fueron aproximadamente 23 y 28
veces mas altos que los valores de los controles respectivamente (p < 0.01) (Tabla2 ay
b y Figura 45).

Sélo en 3 machos tratados del experimento 4 y durante la séptima semana del
protocolo de induccién, se lograron medir niveles de estradiol y fueron muy
heterogéneos entre si (datos no mostrados). En el resto de los casos, no se detectaron
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Figura 44.

Detalle histologico de las gonadas de animales utilizados en la experiencia de induccion
de la espermiacion.

A) Corte histologico de la gonada de un macho primario del grupo control mostrando
diferentes estadios de la espermatogénesis. 200x.

B) Corte histologico de un macho primario del grupo tratado con GnRH y domperidona.
Presenta espermatogonias y espermatozoides residuales dentro de la luz lobular. 200x.
C) Corte histolégico de un macho secundario del grupo tratado con GnRH y

domperidona. Presenta espermatogonias y espermatozoides residuales dentro de la luz
lobular. 200x.

LT: I6bulo testicular; SPG: espermatogonias; SPZ: espermatozoides.






Figura 45.

Niveles de androgenos (ng/ml) en el grupo de machos al principio del experimento, y
luego de 3 y 7 semanas de tratamiento respectivamente. Las barras representan la media
+/- error estandar (grupo control N: 5; grupo tratado N: 8). ** p < 0.01 comparado con

los valores del control.
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Cap. 1l - Variantes moleculares de GnRH. Induccion hormonal de la espermiacion - Resultados

niveles de E; con el sistema utilizado. La dosis minima detectable de estradiol es de

aproximadamente 20 pg/ml, y la de andrégenos 15 pg/ml.

Tabla 2. Niveles de androgenos dosados en sangre en el experimento IV.
a) GRUPO CONTROL (sol. salina). N: 5 animales (1 a 5)

BASAL DIA 24 DIA 42
10,555 | 0225 0,286
2) 1,253 0,334 0,443
3)0,431 0,158 0,264
4) 0,457 0,160 0,349
5) 0,632 0,164
0,666
e o}15

b) GRUPO TRATADO (GnRH + domperidona). N: 8 animales (1 a 8)

BASAL DIA24  DIA 42
1)0,839 | 5,526 8,560
2) 0,806 10,032 18,556
3)1,253 | 28,106 33,260
4) 1,055 12,822 21,580
5)0,800 | 30,800 28,900
6)0,762  |32,300 wen
7)0,396 | 30,800 45,360
8) 0,0,649
0,820..
+0,09°;

NOTA: Cada fila corresponde aun amma] ensayado La ultima fila (gris) corresponde al promedio + el
error estandar. Todos los valores estin expresados en ng/ml

NOTA: Cada ﬁla corresponde a un animal ensayado La ultima fila (gris) corresponde al promedio + el
error estandar. Todos los valores estin expresados en ng/ml. *** dato faltante.
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Cap. IlI - Variantes moleculares de GnRH. Induccion hormonal de la espermiacion -
Conlusiones y Discusion

I CONCLUSIONES Y DISCUSION I

Los resultados obtenidos al analizar los extractos de cerebro, utilizando una

combinacion de RP-HPLC y RIA, sugieren que S. marmoratus tiene al menos dos
vanantes diferentes de GnRH: ¢cGnRH-II y sGnRH. En peces éseos, cGnRH-II es la
forma mas conspicua. Ademas de esta variante, la mayoria de las especies de peces
presentan también mGnRH (King y col,1990, Sherwood y col,1991), sGnRH
(Sherwood y col.,1984, Yu y col.,1988), cfGnRH (Ngamvonchon y col.,1992; Bogerd y
col.,1994), sbGnRH (Powell y col.,1994, 1996), hrGnRH (Carlosfeld y col., 2000) o
piGnRH (Montaner y col., 2000), como se ha indicado anteriormente.

La caracterizacion de las fracciones obtenidas por RP-HPLC con 3 sistemas de
RIA distintos mostraron, en todos los casos, dos picos que eluyeron en la misma
posicion que las formas sintéticas: cGnRH-II y sGnRH. El paralelismo de diluciones
seriadas de las fracciones inmunoreactivas de cGnRH-II y sGnRH, comparado con
curvas preparadas con péptidos homologos sintéticos, soportan las evidencias provistas
en los primeros experimentos.

Se detectaron ademas dos pequeiios picos inmunoreactivos, eluyendo entre las
dos formas antes mencionadas. Las hipotesis posibles, respecto de la identidad de estos
picos serian basicamente dos: la primera, es suponer que se trata de productos de
degradacién o precursores de alguna de las formas presentes, y que, a pesar de las
modificaciones sufridas respecto de la molécula original, aun pueden ser reconocidas
por los antisueros. La segunda seria suponer que se trata de una forma distinta a las
conocidas y a las reconocidas por los antisueros utilizados. Respecto de la primera, es
poco probable que tres antisueros poliespecificos distintos, con distintos sitios de unién
y distintas correactividades, inmunodetecten este tipo de fracciones en posiciones tan
definidas y constantes como se presentan en los sistemas realizados.

En cuanto al pico menor que eluye a los 29 minutos, al momento de la escritura
de este trabajo no encontramos explicacion alguna; sin embargo, el pico
inmunorreactivo a GnRH que eluye a los 31 minutos de corrida podria corresponder a la
variante recientemente descripta y denominada pjGnRH por Montaner y col., (2000).
Esto estaria de acuerdo con las nuevas evidencias que sefialan que la mayoria de los
teledsteos, presentan tres variantes diferentes de GnRH en el cerebro, siendo una de

ellas la que posee actividad gonadotrofica en hipofisis (White y col., 1995, Stefano,
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1999, Carlosfeld y col., 2000). Sin embargo para realizar una conclusion definitiva es
necesario llevar a cabo una serie de pruebas de especificidad, seguidas de un
aislamiento y secuenciacion de la/las moléculas incognita que permitan conocer su
estructura molecular.

En peces teledsteos la hipofisis anterior esta directamente inervada por fibras
hipotalamicas (Peter y col.,, 1990). La valoracion de la inmunoreactividad a GnRH en
fracciones de extracto hipofisario obtenidas por RP-HPLC de fase reversa, se llevo a
cabo para determinar qué forma de GnRH inerva la hipéfisis de esta especie, sugiriendo
de esta manera una actividad regulatoria sobre las hormonas hipofisarias. El hecho de
no haber detectado inmunoreactividad en las muestras de hipofisis de S. marmoratus,
puede deberse entre otras cosas, a que la concentracion de los péptidos presentes en esta
glandula es normalmente baja (el péptido solo se encuentra en terminaciones nerviosas),
al bajo numero de glandulas utilizadas en el experimento, y/o a que las hipofisis
utilizadas provenian en su mayoria de animales fuera del periodo reproductivo.
Respecto de este punto, es sabido que las concentraciones de GnRH varian con el
estadio de maduracion sexual en peces (Okuzawa y col., 1990, Amano y col., 1992,
Dufour y col., 1993). Otra posibilidad es que la variante de GnRH que llega a la
adenohipofisis no sea ninguna de las dos que se encuentran bien representadas en el
tejido cerebral. En este contexto seria necesario entonces trabajar con un nimero mayor
de hipofisis provenientes de animales maduros sexualmente para corroborar o descartar
las hipotesis planteadas. La forma cGnRH-1I predomina en areas cerebrales
extrahipotalamicas, mientras que la otra variante esta localizada en el hipotalamo y la
hipofisis (King y col., 1990; Okusawa y col., 1990, Ngamvonchon y col., 1992; Dufour
y col., 1993) y en algunos casos cGnRH-II ha sido detectada en la hipofisis (Yu y col,,
1988).

La actividad gonadotrofica de las variantes de GnRH ha sido bien documentada
en peces teledsteos (Ngamvonchon y col.,1992; Sherwood y col.,1993b; King y Millar,
1995) y ha sido demostrado que tanto sGnRH como cGnRH-II tienen actividad
biologica en la hipofisis. Este fenomeno se debe sin duda alguna a la gran similitud
molecular que existe entre todas las formas de GnRH. Lamentablemente la mayoria de
los antisueros utilizados en inmunohistoquimica, presentan reaccion cruzada con mas de
una forma de GnRH, haciendo dificultoso conocer inequivocamente la variante presente

en un determinado tipo celular (Habibi y col., 1992; Zohar y col., 1995).
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En machos, el tratamiento utilizando con sGnRH-A y domperidona indujo la
maduracion, la espermiogénesis y la liberacion de semen por masaje abdominal. Como
es sabido, la secrecion de GtH en peces teledsteos es estimulada por la secrecion de
GnRH e inhibida por dopamina en la mayoria de las especies estudiadas (Peter y col,,
1986; 1988a;, 1991). El bloqueo de la accion de dopamina a través del uso de un
antagonista dopaminérgico, en este caso domperidona, podria estar potenciando la
actividad de GnRH en la secrecion de GtH. El efecto del tratamiento fue evaluado
midiendo los niveles de androgenos séricos a diferentes tiempos durante el protocolo
experimental dado que se carecia de un sistema de deteccion de GtH en esta especie. El
sistema de RIA para testosterona usado aqui posee un 37% de reactividad cruzada con
11KT, un androgeno considerado como caracteristico de peces 0seos (Kime, 1993). Es
por ello que hablamos de “niveles séricos de androgenos”.

A pesar que, los niveles de andrégenos se incrementaron en comparacion con los
controles, los niveles de E2 no fueron detectables en las mediciones efectuadas en los
machos y hembras del grupo tratado. Esto podria deberse al hecho de que las gonadas
de estos animales no estuvieran secretando cantidades importantes de E2 en el momento
en que fue realizado el experimento y/o que los niveles presentes fueran menores a la

dosis minima detectable por el sistema utilizado.

Resulta interesante resaltar que, en nuestro laboratorio, utilizando este mismo
tratamiento en hembras se indujo la reversion sexual del 100% de las mismas, a machos
secundarios (Ravaglia y col., 1997). Estudios realizados en M. albus (protoginico)
demostraron que la induccion con LH ovina (oLH) indujo parcialmente la reversion
sexual en hembras post-puesta pero no en aquellas en época de pre-puesta (Tang y col.,
1974b; Yeung y col., 1993). Sin embargo, el tratamiento en esta misma especie con
varias inyecciones de homogenato de hipofisis de carpa, no indujeron la reversion pero
si el crecimiento ovarico (Tao y col., 1993). Billard (1976) realizando ensayos de
induccion con hCG, demostro que ciertas especies no responden al tratamiento. Si bien
es altamente efectiva en la anguila japonesa (Miura, 1991) o en el goldfish (Billard,
1976), no tiene accion alguna en una especie muy relacionada como la carpa (Billard,
1989).
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En conclusion, nuestros resultados han demostrado la presencia de dos variantes
moleculares de GnRH. No hay hasta el momento estudios respecto de otros miembros
de la familia Synbranchidae y mas aun, no existen dentro del Orden, lo que nos hubiese
permitido, de alguna manera, poder establecer comparaciones en relacion a las variantes

moleculares de esta hormona en grupos relacionados.

Por otra parte, sc logré no sélo poner a punto la técnica de biopsia sino la
manipulacion y mantenimiento en cautiverio de esta especie asi como la induccion de la
espermiacion en forma artificial. El andlisis experimental aqui expuesto, nos ha
permitido demostrar la efectividad de esta hormona sobre las funciones reproductivas
sobre la base de una metodologia de sencilla aplicaciéon. El uso de un andlogo
superactivo de GnRH y un antagonista dopaminérgico, permitié obtener cantidades
apreciables de semen, lo que abre nuevas perspectivas dentro del campo de la

acuicultura de esta interesante especie protoginica diandrica. ~
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CONCLUSIONES GENERALES

S. marmoratus presenta machos primarios y secundarios, por lo tanto es una especie
protoginica diandrica para las zonas muestreadas, y no monandrica como habia sido
determinado por Liem (1968) para Argentina. Los machos primarios nacen como

tales y los secundarios provienen de la reversion sexual de hembras funcionales.

La proporcion de machos es de un 20% para los primarios y de un 80% para los

secundarios. Estos tultimos poseen un IGS marcadamente menor.

El testiculo en ambos machos es impar y de tipo lobular irrestricto. Es bilobulado en
los primarios y lamelar en los secundarios. Esta caracteristica -ademas de la
persistencia de la cavidad pseudovarica, la cavidad ovarica y una capsula ovarica
primaria en los machos secundarios- es fundamental para el diagnostico de la

protoginia.

En 8. marmoratus, los conductos eferentes de los machos secundarios se desarrollan
dentro del tejido conectivo de neoformacion. En los machos primarios se encuentran de

10 a 12 conductos eferentes ubicados centralmente.

La proporcion de revertantes fue de 9.8% y segun la clasificacion de Sadovy y Shapiro

(1987), corresponde a una gonada “no limitada tipo 1”

Se caracterizaron los distintos estadios de la espermatogénesis, no encontrandose
diferencias entre machos primarios y secundarios a nivel optico y electronico. Esta
especie posee un tipo primitivo de SPZ, donde la cabeza es redonda, sin acrosoma y

con 2 flagelos. De acuerdo con la clasificacion de Mattei (1991), pertenece al “tipo I”.

Las células de Sertoli, por sus caracteristicas ultraestructurales, sintetizarian esteroides

y proteinas.
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El tejido intersticial en ambos tipos de machos no sufre modificaciones a lo largo del
afio y es importante destacar la abundancia de fibras colagenas, en especial en los
machos primarios. Las células de Leydig son prominentes tanto al microscopio optico
como al electronico y poseen caracteristicas tipicas de células esteroidogénicas, lo cual

ha sido confirmado por la presencia de 30-HSD.

Se describieron cinco clases reproductivas durante el ciclo anual basandose en los

cambios naturales del epitelio germinal y en la preponderancia de los diferentes

estadios de la espermatogénesis.

El crecimiento de los 16bulos se lleva a cabo por medio de ramificaciones desde la
region proximal hacia la distal y pareceria que el tejido intersticial crece en sentido
opuesto. Los testiculos alcanzan su mayor tamafio durante la maduracion final

(diciembre-marzo).

En S. marmoratus, la espermatogénesis se desarrolla a lo largo del afo y esto fue
puesto en evidencia por el namero de células en proliferacion. Entre estaciones de cria,
permanece una poblacion residual de células de Sertoli y germinales demostrandose asi

la presencia de un epitelio germinal permanente.

Los criterios histologicos utilizados aqui, para definir clases reproductivas son
facilmente identificables y podrian ser aplicados a otras especies de teledsteos. La
clasificacion propuesta, permitiria la unificacion de la nomenclatura, la cual hasta el

momento es anarquica.

Los resultados obtenidos al analizar los extractos de cerebro, sugieren que S.
marmoratus tiene al menos dos variantes diferentes de GnRH: ¢cGnRH-II y sGnRH. Se
detectaron ademas dos pequefios picos inmunoreactivos. El que eluye a los 31 minutos,
podria corresponder a la variante recientemente descripta y denominada pjGnRH

(variante pejerrey).
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¢ Utilizando un analogo superactivo de GnRH y un antagonista dompaminérgico, se
indujo la maduracién, la espermiogénesis y la liberacion de semen por masaje
abdominal de un 50 % de machos a la tercera semana, y de un 100% de los mismos a
partir de la quinta semana de tratamiento (49 dias). Esto se corroboré a nivel
histologico y evaluando los niveles de androgenos en sangre respecto de los animales
control. El disefio experimental propuesto aqui, es un paso fundamental para lograr

inseminacion artificial y cria en cautiverio.

Los resultados obtenidos en este trabajo, representan aportes originales al
conocimiento de esta especie de potencial importancia econdmica. Esta
especie es un buen modelo experimental que podra ser utilizado en nuevas
lineas de investigacion sobre la biologia reproductiva de los peces de agua
dulce y permitira la comprensioén de los mecanismos que encierra el cambio

de sexo...

DRA.GRACIELA A.GUERRERO

s oAb
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