PEDECIBA BIOLOGIA — NEUROCIENCIA
TESIS DE MAESTRIA

Estudio de la neuroplasticidad en peces del género
Austrolebias frente a cambios en la luminosidad

Inés Berrosteguieta

Orientadora: Dra. Anabel Fernandez
Co-orientador: Dr. Carlos Passos

Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica

Diciembre 2020



Estudio de la neuroplasticidad en peces del género Austrolebias frente a cambios en la luminosidad

A mi orientadora Anabel, que desde el 2013 me viene guiando en este
camino sin fin que es el aprendizaje y la creacion de la ciencia. A mi cotutor
Caco que me introdujo al mundo de la etologia y me enseiid mucho.

A mis companferos de Laboratorio del IIBCE que sieeempre estan ahi ya sea
para cambiar el agua de una pecera, sostener un pez mientras lo inyecto o
recordarme por décima vez la concentracion de la gelatina-albumina,
Maxito, Laurita y JC. También a los compas de mi segundo lab en Ciencias,
Fede, Andrés y Nicolas.

A mi familia, que siempre me apoya para seguir avanzando, especialmente
a mi madre. Finalmente, a mis amigos que me bancaron mil canceladas de
planes porque “estoy con la tesis” y me aguantaron la cabeza en varias
ocasiones.

Tesis de Maestria PEDECIBA Biologia — Neurociencias  Inés Berrosteguieta



Estudio de la neuroplasticidad en peces del género Austrolebias frente a cambios en la luminosidad

El género Austrolebias presenta un ciclo de vida anual, enfrentdndose a cambios
ambientales extremos a lo largo de su vida, siendo uno de ellos la disminucién de la
luminosidad, producto del aumento de la turbidez en el charco en plena época reproductiva.
Esta tesis se propone responder si los cambios luminicos propios de su habitat, generan
modificaciones que desencadenan una plasticidad adaptativa. Los antecedentes sobre
neurogénesis en estructuras sensoriales como el bulbo olfatorio (BO), tectum éptico (TO),
torus longitudinalis (TL) y retina, sumado a la utilizacién de pistas quimicas y olfativas para
distinguir al homoespecifico, convierten a las Austrolebias en un excelente modelo para

estudiar la plasticidad frente a cambios en la luminosidad.

Con el fin de comprender si los cambios luminicos generan procesos plasticos tanto en
estructuras sensoriales relacionadas con la vision y olfaccién, asi como cambios
comportamentales, se realizaron dos abordajes variando las condiciones de luminosidad: 1.
un analisis en la proliferacion celular mediante marcadores como BrdU (Bromo-
desoxiuridina), CldU (cloro-desoxiuridina) e IdU (lodo-desoxiuridina), en estructuras
sensoriales como retina, BO, TO y TL; 2. ensayos comportamentales que evallan la
capacidad de las hembras de distinguir al homoespecifico utilizando el sentido de la vision
u olfaccion. Este trabajo fue realizado en adultos de dos especies: Austrolebias reicherti y

charrua.

La cuantificacidn y analisis estadistico de los nucleos proliferantes en A. reicherti mostro
gue: los peces mantenidos en oscuridad presentaron mayor proliferacion en el BO y menor
proliferacién en el TO y TL, respecto a los criados en luz natural. La retina de A. charrua
mostré un mayor nimero de células proliferantes en la zona marginal ciliar (ZMC) y su zona

contigua, en aquellos peces criados en oscuridad.

Asi mismo en A. reicherti, en un ensayo para testear la vision, las hembras criadas en
condiciones de luz natural fueron mdas acertadas distinguiendo al homoespecifico que
aquellas criadas en condiciones de oscuridad. De igual forma, en un ensayo para testear la
olfaccion, las hembras criadas en condiciones de oscuridad fueron mas acertadas que

aquellas criadas en luz natural, en distinguir al homoespecifico.
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Los resultados de esta tesis ponen en evidencia una capacidad adaptativa que produce
modificaciones en la proliferacién celular, indicando una compensacién sensorial
acompafiada de cambios en la actividad comportamental. Estos datos sugieren la existencia
de un fendmeno plastico adaptativo que podria aumentar la sobrevida de la especie, asi

como disminuir procesos de hibridacién.
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Abreviaturas

BF: buffer fosfato

BFT: buffer fosfato triton
BMR: banda migratoria rostral
BO: bulbo olfatorio

BOzv: zona ventricular del bulbo olfatorio
BrdU: bromodesoxiuridina
CldU: clorodesoxiuridina
CCE: capa celular externa
CCl: capa celular interna
ECL: capa celular externa
GL: capa glomerular

ICL: cala celular interna

IdU: iododesoxiuridina

LV: luz ventricular

NT: nervio terminal

MOT: tracto olfatorio medial
PAF: paraformaldehido

Tel: telencéfalo

TeV: ventriculo tectal

TL: torus longitudinalis

TO: tectum 6ptico

ZMC: zona marginal ciliar

ZMT: zona marginal tectal
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ZMTd: zona marginal tectal dorsal
ZMTv: zona marginal tectal ventral
ZSG: zona subgranular

ZSV: zona subventricular
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Diversidad en teledsteos

El encéfalo de los vertebrados puede variar en tamano desde unos pocos miligramos hasta
mas de 10kg. La variaciéon de los encéfalos es de gran interés por su potencial relacion
funcional con la performance comportamental y cognitiva, esto ademas se cree permite
diversificacion adaptativa que genera que las poblaciones colonicen habitats novedosos
(Striedter, 2005). Los peces teledsteos aparecen a mediados de la era Mesozoica y para el
final de la misma, ya eran el tipo de pez dominante (Romer, 1959). En la actualidad
presentan mas de 26000 especies, lo que los convierte en el linaje mas grande de todos los
grupos vertebrados. Se propone que la generacion de tal diversidad en un periodo
relativamente corto de tiempo se debe a dos factores desencadenantes. El primero consiste
en un cambio en el programa genético de desarrollo en un ancestro comun, en donde
ocurrié una duplicacién entera del genoma (Furutani-Seikia & Wittbrodr, 2004; Ohno, 2013).
El segundo desencadenante son los cambios ambientales que generan habitats favorables
para las especies emergentes, nuevos nichos ecolégicos y oportunidades para los
descendientes, lo que puede haber provocado una radiacién importante. La combinacién
de estas causas, extrinseca e intrinseca, parecerian ser cruciales para esta diversificacion
(Ito et al., 2007). Esta enorme variedad de nichos ecoldgicos habitados por los teledsteos
implica y conlleva a una gran capacidad de adaptabilidad por su parte, esto se ve reflejado
en las caracteristicas anatomicas y fisiologicas de las especies, pudiendo desarrollar
estructuras muy distintas. Su capacidad de adaptarse estd intimamente relacionada con el

abanico de sentidos que han desarrollado los teledsteos.

Generalidades del encéfalo en teledsteos

El encéfalo en teledsteos comparte las tres subdivisiones generales con los demas
vertebrados, el 1. prosencéfalo: compuesto por el telencéfalo (bulbos olfatorios (BO) y
I6bulos telencefalicos) y el diencéfalo (tdlamo e hipotadlamo); el 2. mesencéfalo (tectum
Optico (TO)) y el 3. rombencéfalo: compuesto por el metencéfalo (cerebelo y la

protuberancia) y el mielencéfalo (médula espinal) (Figura 1).
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Areas especificas o combinaciones de dareas, procesan distintos tipos de informacion.
Estudios en donde se lesionan distintas partes del encéfalo en peces, contribuyen a la
compresidon de los aspectos funcionales de las distintas regiones (Salas et al., 1996;
Portavella et al., 2002; Folgueira et al., 2004a y 2004b; Broglio et al., 2005; Rodriguez et al.,
2005; Salas et al., 2006; Broglio et al., 2010). El tamafio relativo de algunas regiones del
encéfalo es generalmente asociado a condiciones ambientales que requieren habilidades
sensoriales particulares (Clutton-Brock & Harvey, 1980; Kotrschal & Junger, 1988; Schellart,
1991; Kotrschal & Palzenberger, 1992; Van Staaden et al., 1994).

Esta tesis centra su estudio en estructuras del sistema nervioso especificas relacionadas con
la visién: el TO, torus longitudinalis (TL), retina y la olfaccion: el BO. Tales estructuras, asi

como su relacién, serdn explicadas mas adelante.

Variedad encefalica en teledsteos en relacion a condiciones ecoldgicas

Una forma de evidenciar como los diferentes habitats moldean las caracteristicas de las
especies es estudiar sus estructuras encefdlicas. Como mencionan Ito y colaboradores
(2007), distintos nichos ecoldgicos tienen la capacidad de moldear las estructuras
encefalicas, en donde como resultado evolutivo se obtienen estructuras mas o menos
desarrolladas. En la Figura 1 se observan distintos niveles de desarrollo de las estructuras
encefdlicas segln los habitos de vida determinados por las condiciones ecoldgicas, de
diferentes especies. La especie Gymnothorax kidako, de habitos nocturnos utiliza la
olfaccion para capturar sus presas, esto se refleja en un bulbo olfatorio (BO)
extremadamente desarrollado (Figura 1.A). La especie Stephanolepis cirrhifer, habita en
fondos arenosos de costas poco profundas y los individuos se comunican entre si cambiando
la posicidn de la primera aleta dorsal y el patrén de colores de su cuerpo, para alcanzar dicha
agudeza visual la especie tiene un TO de gran tamafio (Figura 1.B). La especie Prionurus
scalprum vive en arrecifes en cardimenes de cientos de peces y presenta patrones
comportamentales complejos, para lograr el nado sincrénico y los patrones ha desarrollado
los musculos del tronco, esto se refleja en un corpus cerebelli complejo y voluminoso (Figura

1.0).
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Figura 1. Variedad de encéfalos de teledsteos que presentan distintos habitats y caracteristicas ecolégicas. BO: bulbo
olfatorio; TE: telencéfalo; TO: tectum dptico; CC: corpus cerebelli; CR: crista cerebelli; EG: eminencia granularis; LL:
I6bulo de la linea lateral; FL: I6bulo facial; VL: I6bulo vagal; SP: médula espinal. Tomada de Ito et al., 2007

Silurus asotus posee grupos neuronales (nucleos) receptivos (mecanosensitivo, vestibular y
electrosensitivo) asociados a la crista cerebelli formando el Iébulo de la linea lateral (LL),
esta estructura es de gran tamafio y prominente dorsolateralmete (Figura 1.D). Finger
(1986) sugiere que esto puede tener funcionalidad significativa en la navegacion,
orientacién, deteccidn de presas e interaccién social. La corvina Argyrosomus argentatus es
nocturna y habita en aguas de gran oleaje, por esta razén el sistema vestibular esta bien
desarrollado; los nucleos vestibulares son grandes y elevan a la crista cerebelli dorsalmente

(Figura 1.E).

Ademas de la diversidad interespecifica, se ha observado variabilidad del encéfalo dentro
de las especies. Por ejemplo, en Medaka (Oryzias latipes), la morfologia del encéfalo varia
entre cepas, con diferencias en el volumen de distintas estructuras (TO, cerebelo, etc) (Yuji
Ishikawa, 1999). Estas diferencias a nivel anatomico entre cepas diferentes, se relacionan
con caracteristicas comportamentales: a mayor tamafio del TO aumenta la agudeza visual
de los individuos (Hyodo-Taguchi, 1991). También se han realizado estudios en dos
fenotipos (ecotipos) diferentes de la especie Lepomis gibbosus, con preferencias ecoldgicas
marcadas, en donde se evidencid que el ecotipo pelagico tiene un encéfalo mayor que el
bentdnico, pudiendo relacionarse con una mayor complejidad espacial y requerimientos de

forrajeo (Axelrod et al., 2018).
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Plasticidad fenotipica

La diversidad bioldgica, como se menciond ocurre a distintas escalas y tanto a nivel inter
como intraespecifico. Esta diversidad puede verse como el resultado de una plasticidad
adaptativa a lo largo de la evolucion. Los procesos plasticos pueden generar que un mismo
individuo manifieste distintos fenotipos. Los fenotipos emergen de interacciones complejas
entre los genes y el ambiente (Gilbert & Epel, 2008), la plasticidad fenotipica es la capacidad
de un genotipo de producir diferentes fenotipos en respuesta a variaciones en el ambiente
(Fordyce, 2006). Por lo tanto, el ambiente que el pez habita, ya sea natural o artificial, provee
estimulos que moldean e influencian la plasticidad neural, asi como el comportamiento

(Salvanes et al., 2013).

Plasticidad neural

La plasticidad neural hace referencia a modificaciones dentro del sistema nervioso que
estan asociadas a cambios en la fisiologia debido a estimulos sociales y ambientales, en este
sentido la experiencia puede cambiar la estructura fisica y la organizacién funcional del
encéfalo (Knudson, 2004; Ebbesson, 2012). Los cambios estructurales de la plasticidad
neuronal incluyen variaciones en el tamano de la poblacién celular (neurogénesis o
apoptosis), cambios en la conectividad entre diferentes nucleos a través del crecimiento
axonal o conexiones sindpticas (Zupanc & Heiligenberg, 1989; Cline, 2001; Shors, 2012). La
eficacia de esta plasticidad y la capacidad de respuesta de los circuitos depende de la
permanencia en el tiempo de estos cambios, asi como de la ubicacién y composicién de
unidades moleculares como canales idnicos, neurotransmisores, receptores vy
neuromoduladores (Oliveira, 2009). Al mismo tiempo la plasticidad se potencia con la
actividad: cuanto mads se usa un sistema, incrementa el desarrollo de la estructura que es
demandada (a nivel neurogénico y de conectividad) (Cline, 2001; Ohno, 2013). Desde una
perspectiva evolutiva, como se menciond inicialmente, cuanto mds importante es un
sistema neuronal para los peces, mayor es la proporcion de la regién del cerebro asociada

con ese sistema (Kotrschal et al., 1998; Ito et al., 2007).

La neurogénesis adulta es un proceso que se define como la generacidn de nuevas neuronas
a partir de una célula madre neural. La neurogénesis puede clasificarse en

constitutiva/fisioldgica y regenerativa, siendo la primera la encargada del mantenimiento
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de la organizacién histoldgica y funcional de los circuitos nerviosos del sistema y la segunda
activandose frente a dafos en los tejidos (Chapouton et al., 2007; Kaslin et al., 2007; Alunni
& Bally-Cuif, 2016). La neurogénesis construye el encéfalo durante la vida embrionaria y
disminuye luego del nacimiento, volviéndose mds limitada a medida que avanzamos en la
escala zoolégica (Nottebohm, 1985; Polenov & Chetverukhin, 1993; Font et al., 2001;; Rakic,
2002; Taupin & Gage, 2002; Zupanc & Sirbulescu, 2011). En contraste con los mamiferos,
donde la neurogénesis es restringida durante adultez, en los peces este proceso se mantiene
durante toda la vida (Zupanc et al., 2005; Torres-Pérez et al., 2017; Fernandez et al., 2020).
Por ejemplo, la neurogénesis adulta en el encéfalo de los mamiferos se limita a dos regiones
principales: zona subventricular (ZSV) del sistema olfativo y la zona subgranular (ZSG) del
hipocampo (Gould, 1999; Gould & Gross, 2002), mientras que la proliferacion y la
neurogénesis estan muy extendidas en el encéfalo y retina de peces adultos (Zupanc et al.,

1996; Ekstrom, 2001; Zupank, 2001; Candal et al., 2005; Kaslin, 2007;).

Efectos ambientales y plasticidad neural

Existen varios estudios que muestran los efectos del ambiente en estructuras del sistema
nervioso. Un efecto que modifica el tamafio de una estructura puede ser la complejidad del
ambiente, Kihslinger y Nevitt (2006) mostraron que en Oncorhynchus tshawytscha, mientras
mas complejo era el ambiente durante el desarrollo temprano, mayor era el tamafio del
cerebelo. Un estudio en Danio rerio evidencidé que el enriquecimiento del ambiente en peces
de cautiverio aumenta las células PCNA (proliferating cell nuclear antigen) positivas en todo
el cerebro anterior (Von Krogh et al., 2010). Este aumento en la proliferacion también se
registro en el pez eléctrico Brachyhypopomus gauderio, cuando se comparaban ambientes
naturales complejos versus situaciones de cautiverio (Dunlap et al., 2011). De estos estudios
se desprende que existen diferencias en la proliferacion en el encéfalo asociadas a la

complejidad fisica del ambiente, esto puede asociarse a distintos inputs sensoriales.

Se ha reportado que cambios ambientales especificos, como la luminosidad, pueden tener
efectos en estructuras del sistema nervioso relacionadas con la visién como el TO y la retina.
En mamiferos, se observd que la privacion de luz genera reduccion o deformacion en las
espinas dendriticas en neuronas piramidales de la corteza visual en conejos y ratones,

(Globua & Scheibel, 1967; Valverde, 1967). En aves, se evidencio una correlacidn entre el
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tamafio del nucleo involucrado con el sistema de canto y el fotoperiodo, en donde en los
machos aumentaba el tamafio de dicho nucleo a medida que aumentaban las horas de luz
diarias, relacionado con la época reproductiva y de mayor demanda de volcalizaciones (Kirn
etal., 1989). En peces, G. Jeserich y H. Rahmann (1979) describen los efectos de la oscuridad
permanente durante el primer mes posteclosion (periodo de vital importancia para la
sinaptogénesis) de Salmo gairdneri. Observaron que en el TO ocurrié una reduccién en: el
numero de sinapsis por unidad de area, el tamafio de las zonas de contacto sindptico y en
el nimero de vesiculas sindpticas por terminal nerviosa. Fenédmenos similares han sido
estudiados en la retina. En Danio rerio se observd que, en experimentos de oscuridad,
aumentaba la proliferacion celular de precursores de bastones (Lahne et al., 2018). Se ha
reportado que, cuando las condiciones de cautiverio son de oscuridad, se aprecia una
modificacién en el tamafio y forma del ojo, asi como un aumento en la generacion de
neuronas retinianas en varias especies (Gottlieb et al., 1987; Tian & Copenhagen, 2001;

Akimov & Renteria, 2014; Kannan et al., 2016).

Modificaciones en el enriquecimiento en aromas del ambiente también genera cambios en
estructuras relacionadas con el procesamiento olfatorio como el BO. Se observé que el BO
de ratones adultos criados en un ambiente mas enriquecido en aromas presentaba mayor
proliferacién, neurogénesis y sobrevida de neuronas recientemente generadas, en
comparacién con aquellos en ambientes aromaticos mas simples (Petreanu & Alvarez-
Buylla, 2002; Rochefort et al., 2002; Mandairon et al., 2006). Por otro lado, la privacion
olfatoria disminuye la sobrevida de neuronas recientemente generadas en la ZSV, la banda
migratoria rostral (BMR) y las células grano en ratones adultos (Mandairon et al., 2003;

Yamaguchi & Mori, 2005).

Visidon y olfaccion

Los animales obtienen informacién del ambiente que los rodea mediante distintos sentidos,
dicha informacidn sensorial es critica para localizar alimento, encontrar pareja y evitar ser
depredados. Los peces cuentan con una gran variedad de sentidos, pudiendo ser estos la
visidn, quimiorrecepcidon (gusto y olfato), audicion, ultrasonido, mecanorrecepcién vy
electrorrecepcion (Emde et al., 2004). La vision y la olfaccidon son de gran relevancia en los

peces y permiten una adaptacion exitosa a los diversos habitats (Ledo et al., 2006; Zupanc,
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2006). Se ha documentado ademads que las claves quimicas y visuales tienen un papel
importante en el reconocimiento de homospecificos, pudiendo funcionar como un
poderoso mecanismo de aislamiento reproductivo (Rafferty & Boughman, 2006; Berois et

al., 2016).

Como fue mencionado, ambas modalidades pueden ser modulables por el entorno,
reflejandose en procesos plasticos que involucran proliferacion y neurogénesis. La
neurogénesis adulta en BO y TO se ha evidenciado en géneros de teledsteos como Danio,
Gasterosteus, Carassius, Gymnotus, Medaka y mas recientemente en Austrolebias
(Fernandez et al., 2011; Olivera- Pasillio et al., 2014; Rahmann, 1968; Torres-Pérez et al.,
2017; Zupanc & Horschke, 1995). El BO recibe ademas neuronas generadas en la zona
subventricular que migran a lo largo de la BMR hasta alcanzar su posicién final (Luskin et al.,
1991; Lois & Alvarez-Buylla, 1994). Estudios realizados en Danio rerio mostraron que la
entrada olfatoria esta implicada en la modulacidon de la sensibilidad visual (Maaswinkel & Li,
2003). Se ha reportado que existe un vinculo anatdomico entre la visidn y la olfaccidn, el par
craneal 0 o nervio terminal (NT) (Rosillo et al., 2013.) La via centrifuga descrita del NT esta
formada por cuerpos neuronales localizados en el BO a modo de ganglios, cuyos axones via
central y a través del nervio dptico, alcanzan la capa plexiforme interna de la retina donde

establecen sinapsis (Figura 2) (Whitlock, 2011).

Olfactory
epithelium

Olfactory
bulb

Optic nerve

Figura 2. Esquema que representa el complejo del
nervio terminal en el pez cebra. Un Grupo de neuronas
localizadas en los BO cuyos axones terminan en la capa
nuclear interna de la retina. Tomada de Whitlock, 2011.
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Efectos ambientales y plasticidad comportamental

Existen varios estudios que evidencian los efectos del ambiente en los sentidos y su
repercusién en el comportamiento. Un ejemplo, es el estudio del efecto de la turbidez en
diversidad de conductas de Gasterosteus aculeatus. Se observd que en aguas turbias los
machos G. aculeatus son generalmente mds activos en los comportamientos de cortejo
(Engstrom—0st & Candolin, 2007), las hembras necesitan mas tiempo y energia en encontrar
pareja (Candolin et al., 2007), la realizacion de los nidos toma mas tiempo y los territorios
de los machos son mas densos (Candolin, 2004; Candolin & Salesto, 2006). Wong et al.
(2007) encontraron que los machos en malas condiciones fisicas cortejaban menos, por lo
gue el cortejo era un indicador honesto del estado del macho. En agua clara esta diferencia
entre el esfuerzo del cortejo era mucho mayor que en el agua turbia, la honestidad de la
clave fue, por lo tanto, reducida en el agua turbia. Hay evidencia que demuestra que cuando
la eleccidon por parte de las hembras utilizando claves visuales se ve comprometida, aumenta
la importancia de las claves olfativas (Heuschele & Candolin, 2007).

Se ha reportado también que alteraciones en el medio quimico pueden modificar procesos
de seleccién sexual, como es el caso de Xiphophorus birchmanni. Las hembras X. birchmanni
exhiben una fuerte preferencia por las claves quimicas del macho homoespecifico, sin
embargo, en la naturaleza hibridiza con Xiphophorus malinche. Un estudio con hembras
provenientes de la naturaleza utilizando una prueba de preferencia entre un macho
coespecifico y otro de X. malinche mostré que, si la prueba se realiza en agua limpia, las
hembras prefieren al macho coespecifico. Sin embargo, si la prueba se realiza en aguas
residuales o de escorrentia agricola, las hembras no exhiben ninguna preferencia frente a
los machos estimulo (Fisher et al., 2006). Esto es debido al aumento en la concentracidn de
acido humico que impide identificar las sefiales quimicas del coespecifico, generando que

las hembras pierdan selectividad al inhibirse la sefial que determina la eleccién.

Compensacion sensorial

Una gran cantidad de estudios ha documentado efectos sorprendentes en la privacion
sensorial en una modalidad sobre el desarrollo de las modalidades restantes. Estos indican
gue los cambios ocurren no solo a nivel del comportamiento sino en la reorganizacién de
las estructuras del sistema nervioso de las otras modalidades (Bavelier & Neville, 2002). La

15
Tesis de Maestria PEDECIBA Biologia — Neurociencias  Inés Berrosteguieta



Estudio de la neuroplasticidad en peces del género Austrolebias frente a cambios en la luminosidad

plasticidad fenotipica compensatoria permite que los organismos respondan eficazmente a

cambios ambientales.

Un estudio en ratas reveld que, frente a la enucleacion ocular o la remocién de las vibrisas,
se genera un aumento en la densidad neuronal y el nimero de espinas dendriticas en la
corteza auditiva (Ryugo et al., 1975). De forma similar, en ratones criados en oscuridad
desde el nacimiento hasta los 3 meses, ocurre un aumento en el tamano de los nucleos de
células de la corteza auditiva (Toldi et al., 1994). Otro estudio mostré que el drea 19, que es
predominantemente visual en monos videntes, es reclutada por inputs tactiles en monos

gue son privados de luz durante su primer afio de vida (Hyvarinen et al., 1978a).

Experimentos con distintos niveles de luminosidad realizados en guppys (Poecilia reticulata)
son un ejemplo de cémo el ambiente puede moldear el comportamiento. Chapman et. al
(2010) observaron que los guppys criados en condiciones de baja luminosidad tenian una
respuesta mucho mayor frente a claves quimicas de alimento, respecto a aquellos criados
en condiciones de mayor luminosidad. Cuando fueron puestos a prueba para claves visuales,

los guppyes criados en condiciones de mayor luminosidad exhibieron una mayor respuesta.

Modelo bioldgico y antecedentes

Austrolebias: ecologia y ciclo de vida

Los peces del género Austrolebias viven en charcos temporales, un habitat particular y
cambiante, lo que conlleva a un ciclo de vida anual. Su ciclo de vida comienza en marzo-
abril, época en la que la temperatura permite que disminuya la evaporacion y se formen los
charcos y los huevos eclosionan, y finaliza por el mes de noviembre cuando el aumento de
la temperatura hace que los charcos se sequen, para volver a formarse la temporada
siguiente (Berois et al., 2016). El género Austrolebias posee 42 especies distribuidas en los
ambientes temporales de las cuencas del Rio Parana medio y bajo, el Rio Uruguay y el
sistema Laguna de los Patos-Laguna Merin (Costa, 2006; Loureiro et al., 2011). Austrolebias
reicherti y A. charrua son especies hermanas con divergencia reciente que tienen
distribuciones parapatricas a lo largo de la Laguna Merin, en los humedales del este de
Uruguay, con un area superpuesta en la cuenca baja del rio Cebollati (Loureiro et al., 2008;

Garcia et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de distribucion de A. charrua (circulos negros), y A. reicherti (puntos blancos).
Los cuerpos de agua se indican con las siglas: YR: Rio Yaguarion, TR: Rio Tacuari, PS: Corriente
del Parao, OR; Rio Olimar, CR: Rio Cebollati, SLR: Rio San Luis, NL: Laguna Negra, CL: Laguna
de Castillos. Barra de escala: 20km. Tomado de Loureiro & Garcia, 2008.

Neuroanatomia de Austrolebias

A continuacion, se detalla la neuroanatomia de las estructuras a estudiar, en el género
Austrolebias, todas ellas relacionadas con la vision y olfaccién.

En la Figura 4 se observa un encéfalo de A. charrua, en donde pueden verse las estructuras
encefdlicas encargadas del procesamiento de la visién y la olfaccion, el TO y BO
respectivamente.

Los BO, son estructuras pares ubicadas en el prosencéfalo, adyacentes a los Iébulos
telencefdlicos en posicidon rostro ventral, son prominentes y sésiles. Presentan capas
celulares dispuestas de forma alineada con la luz ventricular, estas se denominan: capa
celular interna (ICL), siendo esta la mas interna, contiene las células grano; capa celular
externa (ECL), ubicada mas alejada de la luz ventricular, contiene las células mitrales; por
ultimo, la capa glomerular (GL), donde se encuentran los glomérulos sinapticos (Figura 4).
Existe también una linea de células entre la ICL y el liquido cefalorraquideo, que constituye
una region de proliferacion celular denominada zona ventricular del BO (BOzv) (Torres-

Pérez, 2016; Rosillo, 2017).
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Figura 4 Izquierda: esquema de vista lateral, ventral y dorsal del encéfalo adulto de A. charrua. OB: bulbo olfatorio TD: 4rea
dorsal del telencéfalo; TLa: torus lateralis; TO: tectum &ptico; LCa: I6bulo caudal; EG: eminencia granular; CCb: corpus
cerebelli; CC: crista cerebellaris; LX: [6bulo vagal; MS: médula espinal; TV: area ventral del telencéfalo; TH: hipotdlamo; Hyp:
hipdfisis; IL: I6bulo inferior del hipotdlamo; MO: médula oblonga; Hab: habénula; TL: torus longitudinalis; barra de calibracion
1mm. Derecha: cortes transversales del cerebro anterior con la técnica de Nissl. Tel: telencéfalo; barra de calibracion 200um.
Tomado de Torres-Pérez 2019.

El TO es una estructura que forma parte del mesencéfalo, compuesto por dos cascos en el
dorso del encéfalo, en su parte media e internamente se encuentra el TL (Figura 5). El TO
posee una compleja estructura de siete capas dispuestas desde el ventriculo hacia la
superficie pial: SPV-L1 (estrato periventricular), SAC-L2 (estrato olbo central), SGC L3-L4
(estrato gris central), SFGS-L5 (estrato fibroso y gris superficial), SO (estrato optico) y SM
(estrato marginal). Dorsalmente uniendo ambos cascos se encuentra el TL, que es una
eminencia medial de células granulares. En la zona dorsal del TL discurre la comisura
intertectal (Ctec), que se presenta como multiples cordones de fibras que atraviesan el TL
contactando ambos casquetes tectales siendo mds grueso en la regidn rostral y va

disminuyendo su grosor caudalmente.
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Figura 5. Superior: corte transversal de encéfalo A. charrua adulto a nivel del mesencéfalo con
la técnica de Nissl, barra de calibracién 200um. Inferior: corte transversal de encéfalo de A.
charrua adulto donde se observa con la técnica de azul de metileno, las 7 capas que constituyen
al tectum dptico, de ventriculo a superficie pial: SPV-L1: estrato periventricular, SAC-L2: estrato
olbo central, SGC (L3-L4): estrato gris central, SFGS-L5: estrato fibroso y gris superficial, SO:
estrato dptico, SM: estrato marginal. PGZ: zona gris periventricular. TO: Tectum dptico. Barra
de calibracion 50um. Tomado de Torres-Pérez, 2019.

La retina, conjunto de capas celulares mas interna del ojo, es la encargada de recibir los
estimulos visuales del ambiente y la estructura sensitiva que determinara la informacion
que llega al TO para ser procesada (Figura 6). Su estructura en A. charrua ha sido
previamente descrita, y se ha determinado su nicho neurogénico en la zona marginal ciliar
(Berrosteguieta, 2016). Esta zona periférica de la retina se encuentra en un proceso
continuo y secuencial de proliferacion celular, y constituye una regién histolégicamente

distintiva, en la cual se encuentran células multipotentes que poseen la capacidad de
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generar todos los tipos celulares retinianos excepto los bastones (Johns & Fernald, 1981).
Los bastones son generados por la glia de Miiller, presente en la capa nuclear interna de
toda la retina (Lahne et al., 2018). La zona marginal ciliar se divida en tres: la zona central,

media y periférica (Figura 6).

En A. charrua se ha evidenciado la presencia del nervio terminal, conexién anatémica y
funcional entre las aferencias sensitivas de la visidon y olfaccidon, formada por cuerpos
neuronales en el BO, cuyos axones llegan a través del nervio éptico a la retina (Rosillo et al.,

2013).

mature retina

Zona central

Figura 6. Superior: esquema de la zona marginal ciliar en la retina de vertebrados. Imagenes tomadas de Otteson & Hitchcock, 2003 (izquierda)
y Hitckcock et al., 2004 (medio y derecha). ZMC: zona marginal ciliar; RPE: epitelio pigmentario de la retina; ONL: capa nuclear externa; INL: capa
nuclear interna; GCL: capa de células ganglionares. Inferior: imagenes de microscopia electrénica de transmision, dptica y azul de metileno de
la retinay la ZMC (zona marginal ciliar).
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Aspectos comportamentales y ecoldgicos

Figura 7. Coloracidn caracteristica de A. charrua (izquierda) y A. reicherti (derecha)
adultos, las hembras en la posicién superior y los machos en la inferior. Tomado
de Rivas, 2018.

Como un rasgo caracteristico del género, las dos especies presentan dimorfismo sexual
(Figura 7), las hembras tienen una apariencia criptica mientras que los machos presentan
un patroén de coloracion y bandeo que permite identificar la especie. Los machos de ambas
especies presentan un patrén de bandas verticales claras y oscuras alternadas a lo largo del
cuerpo: en A. charrua las bandas oscuras son mas anchas y poseen puntos claros en la base
de las aletas dorsal, caudal y anal, mientras que en A. reicherti las bandas claras son de
mayor grosor y no presentan puntos claros (Garcia et al., 2009). Este patron distintivo,
sumado a cambios en la intensidad de la coloracién asociados al estatus social producto del
comportamiento agonistico y elaboradas pautas comportamentales durante el cortejo,
(Passos et al., 2013, 2016, 2019), sugieren que las claves visuales son de gran importancia y

gue seguramente jueguen un rol en el reconocimiento de especies por parte de la hembra.

El olfato también juega un rol importante, Passos y colaboradores (2013b) documentaron
que los machos A. reicherti producen claves quimicas durante el cortejo que generan
cambios comportamentales en las hembras homoespecificas. Ademas, las hembras A.
reicherti son capaces de distinguir los machos de su especie utilizando solo claves quimicas

(Reyes et al., 2017).

El habitat presenta grandes variaciones temporales en distintos pardmetros ecolégicos,

particularmente en la turbidez del agua. Los charcos son poco profundos y con abundante
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vegetacidn, y se vuelven mas turbios a medida que avanza la temporada y comienzan a
secarse gradualmente (Passos et al., 2014; Berrosteguieta et al., 2019) (Figura 8). En este
contexto, es probable que la importancia de ambas modalidades sensoriales puede cambiar
a lo largo de la estacidn en funcion de las condiciones del ambiente. Por otro lado, se ha
documentado que las preferencias de apareamiento de las hembras muestran variacién
estacional: mientras al inicio de la estacidn las hembras prefieren a los machos de mayor
tamafio, al final de la estacidon esta preferencia disminuye. Una posibilidad es que la
plasticidad en la preferencia de las hembras pueda estar asociada a cambios en la

importancia relativa de las modalidades sensoriales (Passos et al., 2014).
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Figura 8. Fotos superiores: charco al inicio (izquierda) y al final (derecha) de la temporada. La grafica muestra como
disminuye la luminosidad en el charco a lo largo de la temporada (Tomado de Berrosteguieta et al., 2019).

Si bien A. reicherti y A. charrua hibridan en cautiverio y en poblaciones naturales (Passos
2013, Garcia et al 2019), la eleccién de pareja homoespecifica por parte de las hembras
favorece el aislamiento reproductivo (Passsos 2013), enfatizando la importancia de las

modalidades sensoriales y su posible variacién en funcidn de las caracteristicas ambientales.
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Hipotesis y objetivos

Los cambios drasticos en las condiciones ambientales, particularmente en la turbidez del
agua, los antecedentes sobre neurogénesis en estructuras sensoriales como BO, TO y retina,
sumado a las particularidades del par de especies A. reicherti-A.charrua y a los antecedentes
sobre el uso de la visién y el olfato durante el comportamiento reproductivo, convierten a
las Austrolebias en un excelente modelo para estudiar la plasticidad frente a cambios en la
luminosidad. Esta tesis se propone estudiar si existen cambios en la proliferacién celular en
estructuras encargadas de procesar la informacién visual y olfativa, asi como cambios
comportamentales en la capacidad de detectar machos homoespecificos utilizando una
modalidad sensorial o la otra, en grupos de hembras criados en distintas condiciones

luminicas.

Hipétesis:

H1: Los machos A. charrua criados en condiciones de oscuridad diferiran cualitativamente
en la tasa de proliferacion de los distintos tipos celulares de la retina respecto a aquellos
criados en condiciones de luz natural. Estos cambios estaran vinculados a la generacién de

mayor cantidad de bastones.

H2: En pruebas comportamentales de eleccién dual en base a pistas quimicas solamente,
las hembras A. reicherti criadas en condiciones de oscuridad, seran mas acertadas en

distinguir al homoespecifico que aquellas criadas en condiciones luminicas naturales.

H3: En pruebas comportamentales de eleccidn dual en base a pistas visuales solamente, las
hembras A. reicherti criadas en condiciones luminicas naturales, seran mds acertadas en

distinguir al homoespecifico que aquellas criadas en condiciones de oscuridad.

H4: Las hembras A. reicherti criadas en condiciones de oscuridad tendran un aumento en la
proliferacién celular del bulbo olfatorio, respecto a aquellas criadas en condiciones de luz

natural.
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H5: Las hembras A. reicherti criadas en condiciones de luz natural tendrdn un aumento en
la proliferacion celular en el tectum éptico y torus longitudinalis, respecto a aquellas criadas

en condiciones de oscuridad.

Objetivo general

Evaluar la proliferacién celular en BO, TO, TL y retina y el uso de pistas visuales y olfativas
como mecanismo de aislamiento reproductivo en hembras mantenidas en distintas

condiciones de luminosidad durante periodos prolongados.

Objetivos especificos:

Obj. 1: Detectar las células proliferantes mediante el uso combinado de pulsos cortos (1 dia

CldU) y largos (30 dias IdU) en grupos criados en luz natural y oscuridad total, en A. charrua.

Obj. 2: Determinar mediante cuantificacion de nucleos marcados con IdU, CldU e IdU/CldU
las diferentes poblaciones proliferantes de la ZMC y retina adyacente, en grupos criados en
luz natural y oscuridad total. Este objetivo nos permitird valorar modificaciones en las

poblaciones celulares proliferantes en respuesta a cambios en la luminosidad.

Obj. 3: Indagar la poblacién de células bastones en la retina de A. charrua mediante la
utilizacion de un marcador especifico, en grupos criados en condiciones de luz natural y

oscuridad total.

Obj. 4: Por medio de pruebas comportamentales de eleccién dual, evaluar la capacidad de
las hembras A. reicherti criadas en condiciones de luz natural y oscuridad, de distinguir al

homoespecifico a través de pistas quimicas.

Obj. 5: Por medio de pruebas comportamentales de eleccién dual, evaluar la capacidad de
las hembras A. reicherti criadas en condiciones de luz natural y oscuridad de distinguir al

homoespecifico utilizando claves visuales.

24
Tesis de Maestria PEDECIBA Biologia — Neurociencias  Inés Berrosteguieta



Estudio de la neuroplasticidad en peces del género Austrolebias frente a cambios en la luminosidad

Obj. 6: Mediante aplicacion de un pulso corto de BrdU (bromodesoxiuridina), y revelado por
inmunohistoquimica evidenciar las células proliferantes en ambos grupos criados en luz

natural y oscuridad en las zonas de interés para su cuantificacién en A. reicherti.

Obj. 7: Cuantificacion de nucleos marcados con BrdU en ambos grupos experimentales para
determinar si la poblacién celular proliferante del BO, TO y TL, varia en respuesta al cambio

en la luminosidad.
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CAPITULO 1

Proliferacion celular en retina de A. charrua criados

en diferentes condiciones luminicas
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Con el objetivo de determinar si las condiciones de luminosidad modifican la proliferacion
celular en la retina de A. charrua, se realiza la administracién de 2 pulsos de marcadores
proliferativos. Ademas, se utiliza un marcador especifico de bastones, con el fin de evaluar

si la luminosidad influye en su cantidad.

Obtencién y mantenimiento de animales

Machos de A. charrua fueron obtenidos por colecta en La Coronilla, Rocha, Uruguay en el
mes de julio. Estos fueron mantenidos en el acuario del IIBCE (Instituto de Investigaciones
Bioldgicas Clemente Estable) a una temperatura constante de 19°C, alojados en peceras (14
X 22 x 30 cm) con oxigenacion y recambio parcial de agua cada 2 dias y alimentados

diariamente con Tubifex (Tubifex rivolorum).

Tratamientos

Los especimenes se dividieron en dos grupos experimentales. Un grupo permanecié en
condiciones de luz y oscuridad naturales (tratamiento luz, n=3 machos, originalmente
fueron 6 pero 3 inyecciones fallaron), y el otro en condiciones de oscuridad constante
(tratamiento oscuridad, n=6 machos). Para crear las condiciones de oscuridad, las peceras

fueron colocadas en una estanteria forrada con doble nylon negro en su totalidad.

Administracion de marcadores de proliferacién celular

Marcadores de proliferacion celular

El BrdU es un nucleésido sintético analogo a la timidina que puede ser incorporado en la
fase S del ciclo celular, sustituyendo a la timidina durante la replicacién del ADN. Esta
sustancia es administrada a los especimenes, pudiéndose realizar pulsos de diferentes
ventanas temporales. La deteccidn de la sustancia a nivel de los nucleos celulares se realiza
mediante inmunohistoquimica. El desarrollo de anticuerpos monoclonales que reconocen

al BrdU (Gratzner, 1982), ofrece la posibilidad de identificar las células proliferantes de
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forma simple y relativamente rdpida, ademas de proveer una alta fidelidad en la marcacién
de los nucleos que es clara y bien definida (Carbajo et al., 1994). Ademds, se han
desarrollado diferentes compuestos halogenados andlogos a la timidina, donde el grupo
bromo es sustituido por yodo o cloro, formando asi IdU y CldU, conservando todas las
ventajas propias del método. Este avance proporciona la posibilidad de marcar dos
poblaciones celulares que proliferan en diferentes tiempos. Administrando pulsos de ambos
marcadores en el mismo animal a diferentes tiempos, se pueden identificar dos poblaciones
celulares proliferantes, sin que presenten reacciones cruzadas (Vega & Peterson, 2005). En
este capitulo el IdU y CldU fueron utilizados en diferentes ventanas temporales para
estudiar la proliferacion en la retina en A. charrua, mientras que en el siguiente capitulo se

muestra la proliferacion en el encéfalo de A. reicherti mediante la aplicacion de BrdU.

Para distinguir dos poblaciones proliferantes distintas se realizé la administracion
intraperitoneal de dos marcadores proliferativos con una ventana temporal de 29 dias
(Figura 9). A los 5 dias de haber iniciado el tratamiento se realizo la inyeccion del primer
marcador de proliferacién: IdU (concentracion de 57,5 mg/Kg), pasados 29 dias se inyecto
el segundo marcador: CldU (concentracion de 42,5 mg/Kg). La sobrevida fue de 24 horas y

luego se procedid a realizar la fijacién y perfusién.
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Figura 9. Esquema metodoldgico para estudio de la retina de A. charrua adultos. Luego de la pesca, los animales

se separan en 2 tratamientos (luz y oscuridad), a los 5 dias se inyecta el primer marcador proliferativo I1dU, a los
29 el segundo, CldU, al dia se realiza la perfusion.
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Fijacion y perfusion

Transcurridas las 24 horas luego de la administracidn del marcador CldU, los peces fueron
anestesiados con Eugenol (Eugenol 10% en etanol 96%) en concentracién 1:1000. Como
plano anestésico profundo se considerd la disminucion del movimiento opercular, pérdida
del reflejo de escape y su flotabilidad. Una vez anestesiados se realizd la perfusion
intracardiaca. Para esto, se removié la sangre del aparato circulatorio realizando un lavado
con solucion salina, la cual tiene un vasodilatador (Nitrito de sodio, NaNO2 al 1%) para
facilitar el paso de las soluciones y evitar el colapso de los vasos; y un anticoagulante (Citrato
de sodio, NaH2(C3H50(COO0)3 al 2%), para evitar que se generen trombos al contactar el
fijador con la sangre. Una vez realizado el lavado cada pez fue perfundido con
paraformaldehido (PAF) al 10% en buffer fosfato (BF) 0.1 M pH=7.2. Luego se realizd una

postfijacion por inmersion de 24 horas (en el mismo PAF al 10%).

Técnica de diseccidn, encastre y realizacion de los cortes

Finalmente se realizo la diseccién de los ojos bajo lupa (NIKON, SMZ800) y se encastraron
en una mezcla de gelatina (1.5%)-albimina (45%) disuelta en solucidn salina de cloruro de
sodio (0.9%) con glutaraldehido (0,25%), obteniendo un bloque cuya consistencia permitio
realizar los cortes. Cada bloque se colocd, fijo y cortd en un vibratomo (LEICA VT100S). Los

cortes fueron seriados de 60um de grosor en planos de corte sagitales.

Detecciéon de inmunohistoquimica

Los anticuerpos encargados de detectar el CldU e Idu (Tabla 1) reconocen estas sustancias
en el ADN monocatenario. Para lograr esto los cortes deben ser previamente tratados
mediante la incubacién en HCI diluido en buffer fosfato tritén (BFT) al 0,3% (HCI 2N - BFT
85%). El BFT desorganiza la estructura lipidica y genera agujeros en las membranas
biolégicas, permitiendo que el HCl ingrese a las células y desnaturalice el ADN doble cadena,
exponiendo los antigenos donde estan unidos el IdU y CldU a los anticuerpos especificos.
Una vez que los antigenos fueron expuestos, se incubaron los cortes con el anticuerpo
primario y luego con el secundario conjugado a un fluoréforo para su detecciéon mediante

inmunofluorescencia, utilizando microscopia laser confocal.
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Tabla 1. Descripcion de anticuerpos primarios y secundarios utilizados, marca comercial y
dilucién recomendada.

Anticuerpos Marca Dilucién
primarios
Rata anti-BrdU(CldU) Accurate 1/500
Raton anti-BrdU Becton Dickenson 1/500
(1dU)

Anti-rod XAP-2 Hybridoma Bank 1/20
Anticuerpos Marca Dilucién
secundarios

Biotilinado, burro Jackson 1/500
anti-rata

Burro anti-raton Molecular probes 1/1000

Alexa 488
Estreptavidina de Jackson 1/500

uniodn a la biotina Cy3

El procedimiento se realizé siguiendo el protocolo:

1- Se lavaron tres veces los cortes en BF, sobre un agitador, durante 10 minutos cada lavado.
2- Se incubaron los cortes en la solucion de BFT-HCI, durante 40 minutos.

3- Se realizaron tres lavados en BF, sobre un agitador, durante 10 minutos cada lavado.

4- Se incubaron los cortes en los anticuerpos primarios toda la noche en BFT.

5- Se realizaron tres lavados en BF, sobre un agitador, durante 10 minutos cada lavado.

6- Previo a la incubacién con los anticuerpos secundarios conjugados se realizd una
incubacidén con un anticuerpo secundario biotinilado.

7- Se realizaron tres lavados en BF, sobre un agitador, durante 10 minutos cada lavado.

8- Se incubaron los cortes en anticuerpos secundarios conjugados con flourocromos, en BFT
durante una hora y media en oscuridad.

9- Se realizaron tres lavados en BF, sobre un agitador, durante 10 minutos cada lavado.

Una vez aplicado el protocolo, los cortes fueron montados y mantenidos en heladera
evitando procesos de crecimiento de microorganismos, y en cajas opacas para que los
conjugados fluorescentes no se vieran excitados por la luz, evitando asi la pérdida de la
intensidad de la seial.
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Para evaluar la situacién de los bastones en los peces de ambas condiciones luminicas, se
utilizé un anticuerpo especifico que reconoce el segmento externo de los bastones (Harrys
& Messersmith, 1991) (Tabla 1). Su revelado se realizé en conjunto con los marcadores de

proliferacién. No se realizé cuantificacion.

Controles del marcador de proliferaciéon

Durante la puesta a punto de la técnica de reconocimiento del CldU e IdU se utilizaron
secciones histolégicas de intestino de pez (que presenta gran proliferacion celular) como
controles positivos. En otros casos, se incubaron simultdaneamente cortes de retina de pez
sin anticuerpos primario o sin anticuerpo secundario como control negativo. También se
realizaron controles con cortes histoldgicos que no recibieron los marcadores de

proliferacién.

Observacion y fotografiado de los cortes

Los preparados histolégicos, fueron observados y analizados con un Microscopio Confocal
Olympus FluoView™300 asistido por el software para Windows® FluoView™300. Para la
visualizacién de los preparados se utilizd el laser apropiado para cada fluorocromo
conjugado al anticuerpo secundario:

-Laser de argdn azul, de 488 nm de longitud de onda, que excita al conjugado Alexa-fluor
488, de esta forma se obtiene una sefal de color verde, que corresponde a las moléculas de
ADN que portan al IdU. Los datos obtenidos por este laser se visualizan en el canal 1.
-Laser de helio-nedn verde, de 543 nm de longitud de onda, que excita el conjugado Cy3, de
esta forma se obtiene una seiial de color rojo, que corresponde a las moléculas de ADN que
portan al CldU. Los datos obtenidos por este laser se visualizan en el canal 2.

Las fotografias se realizaron individualmente en cada canal, es decir que se obtuvieron 31
fotografias del canal 1 (488 color verde, se observan nucleos |dU positivos), 31 del canal 2
(543 color rojo, nucleos CldU positivos) y 31 de la superposicion de las imagenes de ambos
canales. Gracias al método de apilamiento brindado por el software del microscopio,
también se pudieron apilar las 31 imagenes de cada grupo, obteniendo asi una imagen de
cada uno de los tres grupos, en donde las 31 imagenes individuales se encuentran

superpuestas. En estas imagenes se visualiza la informacion de los nicleos marcados en la
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ventana indicada en canales por separado y unidos. Las fotografias son de la ZMC dorsal y

ventral de cada corte.

Para la visualizacién de los cortes revelados con el anticuerpo especifico de bastones se
utilizé el ldser de diodo 405nm con color azul. De igual forma que en el caso de los

marcadores proliferativos, se realizaron apilados de 31 cortes.

Cuantificacion celular

Una vez obtenidas las imagenes de las superposiciones, se cargaron estas imagenes en el
programa Imagel. Para cada trio de imdagenes de cada corte, en la imagen del canal 1 se
realizd la cuantificacién de los nucleos IdU+, en la imagen del canal 2 se realizd la
cuantificacion de los nucleos CldU+ y en la imagen de ambos canales se realizd la
cuantificacion de doble marcados IdU+/CldU+. La cuantificacion se realizé sobre las
imagenes apiladas de las tres opciones (canal 1, canal 2 y ambos), recurriendo al desglose
de las 31 imagenes por separado de ser necesario. Otra herramienta utilizada para confirmar
la veracidad del doble marcado, fue la utilizacion de los planos ortogonales que proporciona
el programa para analizar la imagen apilada. La zona de interés fue la ZMC y las 200um

contiguas (Figura 10).

Figura 10. A. Imagen panoramica de un corte sagital de un ojo de A. charrua. B. Corte sagital
de un ojo de A. charrua donde se observa la zona de estudio: zona marginal ciliar de la retina
(ZMC) y las 200um contiguas. R: retina, NO: nervio dptico, A: anterior; P: posterior; D: dorsal.
V: ventral.
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Analisis de datos

Para el analisis estadistico se utilizé el programa Past de libre acceso. Se utilizaron test no
paramétricos por el valor bajo del n, utilizandose el test de Mann Whitney para comparar
el porcentaje de las 3 poblaciones proliferantes (IdU, CldU, IdU/CldU) y el test de Kruskal

Wallis para comparar el total de células proliferantes entre los tratamientos y el promedio

de células por corte para cada poblacién de cada tratamiento.
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Se estudiaron las caracteristicas histoldgicas y proliferativas de dos grupos de machos A.
charrua, que permanecieron 35 dias en luz natural (tratamiento luz, n=3) u oscuridad
permanente (tratamiento oscuridad, n=6). Esto se realizé con 2 pulsos de marcadores
nucleares proliferativos: un pulso con un periodo de sobrevida largo (30 dias, IdU) y un pulso

con un periodo de sobrevida corto (1 dia, CldU) (Figura 9).

Mediante el revelado inmunohistoquimico pudieron identificarse los nucleos que
incorporaron los marcadores proliferativos IdU (verde) y CldU (rojo) (Figuras 11 y 13). Esto

permitio visualizar tres poblaciones celulares:

-Poblacién 1: compuesta por células que incorporaron IdU en el dia O (5 dias de iniciados los

tratamientos, 30 dias de sobrevida de IdU).

-Poblacién 2: compuesta por células que incorporaron CldU en el dia 29 (34 dias de iniciado

el tratamiento, 1 dia de sobrevida de CldU).

: compuesta por células que incorporaron IdU y CldU (amarillas), es decir que

se encontraban en la fase S del ciclo celular en el dia O y el dia 29.

Las zonas de estudio fueron la ZMC y las 200 micras contiguas (Figuras 11y 13).

Localizacidn y analisis estadisticos de las poblaciones celulares proliferantes de los peces
en tratamiento de luz

Los experimentos del tratamiento de luz mostraron una discriminacién temporal y espacial
de las células proliferantes en la retina, cada poblacion presentéd las siguientes

caracteristicas:

-Poblacion 1: células IdU positivas, estas estaban presentes en las tres regiones de la ZMC
(zona central, media y periférica), asi como en el epitelio ciliar no pigmentario. También se
encontraron en la capa nuclear externa, disminuyendo a medida que se alejaban de la ZMC

(Figura 11).
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-Poblacién 2: células CldU positivas, estas también se encontraron en las tres regiones de la
ZMC. A diferencia de las células IdU positivas, su presencia en la CNE fue menor (Figura 11).
No se encontraron células CldU positivas en el epitelio ciliar no pigmentario.

células doble marcadas |dU/CIdU positivas, estas se encontraron casi

Unicamente en la ZMC preferencialmente distribuidas en la regién medial. (Figura 11).

El analisis muestra una diferencia estadisticamente significativa entre las poblaciones (test

de Kruskal Wallis, N luz=5, p=0.004) siendo el porcentaje mayor en la poblacién 1 (IdU),

seguido por la poblacién 3 (IdU/CldU) y por ultimo la poblacién 2 (CldU) (Figura 12).

Figura 11. Imagen confocal de un corte sagital de retina de A. charrua de tratamiento de luz, se observa en detalle la ZMC (circulo punteado). En verde
los nucleos IdU+, rojo los CldU+ v amarillo los doble marcados, en un apilado de 30 um.
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Figura 12. Porcentaje de las células proliferativas en la ZMC + 200um de la
retina de cada poblacién, para los A. charrua de tratamiento de luz (N=5,
Tesis d test de K-W, p=0.004) ieta
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Localizacién y andlisis estadisticos de las poblaciones celulares proliferantes de los peces
en tratamiento de oscuridad

Los experimentos del grupo criado en condiciones de oscuridad mostraron una
discriminacién temporal y espacial de las células proliferantes en la retina, cada poblacidn

presentd las siguientes caracteristicas:

-Poblacién 1: células IdU positivas, estas estaban presentes en las tres regiones de laZMCy
en el epitelio ciliar no pigmentario. También se encontraron en las demas capas celulares
de la retina como la capa de las células ganglionares, la capa nuclear interna y externa. Se
destaca que la zona proliferativa deja de verse restringida a la ZMC para extenderse hasta

200um rostrocaudalmente (Figura 13).

-Poblaciéon 2: células CldU positivas, estas también se encuentran en las tres regiones de la
ZMCy en las demas capas celulares de la retina al igual que la poblacién 1, aunque en menor
cantidad (Figura 13).

células doble marcadas IdU/CldU positivas, estas se ven principalmente en la
ZMC, pueden encontrarse en otras capas celulares pero en menor cantidad y generalmente

cercanas a la ZMC (Figura 13).

El analisis muestra una diferencia estadisticamente significativa entre las poblaciones (test
de Kruskal Wallis, N osc=3, p=0.004) siendo el porcentaje mayor en la poblacién 1 (IdU),

seguido por la poblacién 2 (CldU) y por ultimo la poblacion 3 (IdU/CldU) (Figura 14).
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Figura 13. Imagen confocal de un corte sagital de retina de A. charrua de tratamiento de oscuridad, se observa en detalle la ZMC (circulo punteado).
En verde los nucleos IdU+, rojo los CldU+ y amarillo los doble marcados, en un apilado de 30 um.
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Figura 14. Porcentaje de las células proliferativas de la ZMC + 200 pum de la
retina de cada poblacion, para los A. charrua de tratamiento de oscuridad
(N=3, test de K-W, p=0.004).
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Comparacion de las poblaciones celulares proliferantes en peces de tratamiento luz vs

oscuridad

Al comparar el numero de células totales proliferativas entre los peces con tratamientos de
luz y oscuridad, se observd que la proliferacion en los peces el tratamiento de oscuridad es
significativamente mayor que en los peces de luz (test Mann Whitney, N luz=5, N osc.= 3,
p=0.03) (Figura 15). La comparacién de las células proliferativas por corte de las poblaciones
para cada tratamiento reveld que: la poblacién 1 (IdU) tiene una tendencia a ser mayor en
los peces de oscuridad (test Mann Whitney, N luz=5, N osc.=3, p=0.06), la poblacién 2 (CldU)
es significativamente mayor en peces de oscuridad (test Mann Whitney, N luz=5, N osc.=3,
p=0.03) y no hay diferencia significativa entre la poblacion 3 (IdU/CldU) (test Mann Whitney,
N luz=5, N osc.=3, p=0.79).
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Figura 15. En la gréfica de la izquierda se observa el nimero total de células proliferativas para los peces cada tratamiento: luz y oscuridad test Mann
Whitney, N luz=5, N osc.=3). La grafica de la derecha muestra el promedio de células proliferativas por corte para cada poblacién celular en los peces de
ambos tratamientos (test Mann Whitney, N luz=5, N osc.=3).
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Comparacion de la presencia de bastones en la retina madura en peces de tratamiento luz

vs oscuridad

Mediante el revelado inmunohistoquimico del XAP-2, se obtuvo informacién sobre los
fotorreceptores del tipo bastdn. En la Figura 16 se observa la retina madura de un pez de
cada tratamiento, en donde el anticuerpo revela los segmentos externos de los bastones.
La imagen superior (A) muestra una retina de un pez criado en condiciones de luz natural y
la inferior (B) de un pez criado en oscuridad permanente, evidencidandose una mayor

presencia bastones en las retinas de peces del tratamiento de oscuridad (Figura 16).

Bastones — Luz

Figura 16. Imagen confocal de un corte sagital de retina de A. charrua, con XAP-2 (marcador de bastones), en un
apilado de 30 um. A. Retina de un pez perteneciente al tratamiento de luz. B. Retina de un pez perteneciente al
tratamiento de oscuridad.
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Mediante la aplicacién de los marcadores de proliferacion celular IdU (30 dias de sobrevida)
y CldU (1 dia de sobrevida) en dos poblaciones criadas en condiciones luminicas diferentes
en A. charrua, la inmunohistoquimica reveld tres poblaciones celulares que captaron
diferencialmente el IdU, el CldU y ambos marcadores. La sefial de estos marcadores
revelados, mostré la localizacion del nicho proliferante en la retina, en la ZMC y una

diferencia en la proliferacién entre tratamientos.

Los marcadores de proliferacion utilizados (IdU, CldU), son analogos de la timidina y al BrdU
y presentan una estructura quimica que sdlo varia en el halégeno. En estudios realizados
con peces se determind que el tiempo de biodisponibilidad metabdlico del BrdU es de 30
minutos a 4 horas (Zupanc & Horschke, 1995; Hinsch & Zupanc, 2007), por lo que los
tiempos de biodisponibilidad del IdU y el CldU se estima sean similares al BrdU. De este
modo, todas las células que se encontraron en algin momento de la fase S de sintesis de
ADN, captaron los marcadores de proliferacion utilizados durante el tiempo de

biodisponibilidad.

El hecho de que en ambos tratamientos se encuentren multiples células positivas se explica
porgue en los peces el crecimiento del globo ocular y la retina, acompafa el crecimiento del
tamafio corporal del animal durante toda la vida (Johns & Fernald, 1981; Otteson &
Hitchcock, 2003; Stenkamp, 2007). Este crecimiento ocurre por dos procesos: uno de
hipertrofia, en donde ocurre una expansién del tejido y un aumento de tamafio de las células
ya diferenciadas; y un segundo proceso de hiperplasia, en donde se generan nuevas células

y se afiaden a los circuitos prexistentes (Otteson & Hitchcock, 2003).

Al comparar el porcentaje de cada una de las tres poblaciones proliferantes en el
tratamiento de luz se observé que la poblacidn de células IdU positivas pareceria ser mayor
gue la de las células CldU positivas (Figura 12). Esto se explica porque el IdU estuvo 30 dias
en el organismo y pudo dividirse mas de una vez manteniendo la marca nuclear, mientras
que el CldU estuvo solo 24 horas. Comparando las poblaciones de IdU e IdU/CldU, no se
observan diferencias notorias, es decir que de las células que se estaban dividiendo hace un

mes (o sus hijas) y no migraron, aproximadamente la mitad, también se dividieron hace 24
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horas. También se observé que la poblacién de células CldU positivas fue menor que la de
las doble marcadas IdU/CldU (aproximadamente un 20% y un 40%, respectivamente). Esto
significa que de las células que se estaban dividiendo 24 horas antes, casi 2/3 también se
estaban dividiendo hace un mes (o sus hijas). Parte de las células doble marcadas que se
encuentran en la ZMC, es decir que no migraron, pueden ser consideradas como células
madre putativas.

La proporcién de células proliferativas mostrd diferencias en las retinas de los peces del
tratamiento de oscuridad. La poblacién de células IdU (verdes) positivas fue mayor que la
de las células CldU (rojas) e IdU/CIdU (amarillas) (Figura 14). La mayor poblacion de células
IdU frente a las CldU se debe a que, igual que en el tratamiento de luz, debido a que la
sobrevida del IdU es de un mes, es esperable que esta poblacion haya experimentado mas
divisiones mitdticas y por ende sea mas abundante. A diferencia del tratamiento de luz, en
el de oscuridad la poblacién de IdU fue mayor que la de IdU/CldU (aproximadamente 50% y
16% respectivamente), esto significa que del total de células que se estaban dividendo hace
un mes (y sus hijas) y no migraron, solo un bajo porcentaje se estaban dividiendo hace un
dia. Esto podria significar que la mayoria de dichas células proliferantes IdU+, ya son
neuronas diferenciadas y por ende no realizan nuevas divisiones mitdticas. Esto es de
esperarse dado que la mayoria de las células IdU positivas no se encuentra en la ZMC, sino
en diferentes capas de la retina. La poblaciéon de células CldU fue considerablemente mayor
que la de las células IdU/CIdU (aproximadamente un 38% y 16% respectivamente), a
diferencia del tratamiento de luz, eso significa que de las células que se estaban dividiendo
hace un dia, solo un bajo porcentaje también se estaban dividiendo hace un mes. Al igual
gue la comparacidn anterior, esto también podia significar que posiblemente muchas de las
células que se dividieron migraron, en mayor medida que en el tratamiento de luz y ya son

neuronas diferenciadas, indicando una mayor demanda celular.

Al comparar el numero de células proliferativas por corte de cada poblacidn entre los
tratamientos de luz y oscuridad se observa que la poblacion de células IdU y la de CldU es
mayor en la retina de los peces del tratamiento de oscuridad que para el de luz (Figura 15).
Esto indica una mayor proliferacién celular en los peces criados en condiciones de oscuridad
gue en aquellos criados en luz. No hay diferencia al comparar el nimero de células
proliferativas por corte entre tratamientos en las poblaciones de células doble marcadas
IdU/CldU, evidenciando que la poblacion de progenitores y células madre que alli habitan

son una poblacién estable.
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Respecto al nimero total de células proliferativas de los peces de ambos tratamientos, se
observé mayor nimero en los peces mantenidos en oscuridad (Figura 15). Esto sumado al
resultado anterior reafirma que los peces en oscuridad elevaron la proliferacién, e indica
probablemente una mayor demanda a nivel funcional que requiera de un mayor nimero de

células.

La descripcion preliminar obtenida con el marcador de bastones, parece indicar que, en los
peces del tratamiento de oscuridad, la presencia de bastones es superior a la de los peces

del tratamiento de luz.,

El conjunto de resultados pareceria ir en contra de las hipdtesis que plantean que “mientras
mas se utiliza un sistema, mas crece y se desarrolla”, ya que, en la oscuridad, la visién no
pareceria ser el sentido mas utilizado (Cline, 2001; Ohno, 2013) y por ende un aumento en
la proliferacion celular en la retina no seria probable. Sin embargo, la diferencia en la
cantidad de células proliferantes, puede explicarse posiblemente por dos razones. La
primera seria que, frente a una disminucion en la luminosidad, en vez de disminuir la
proliferacién general de la retina, se apunte a un aumento de aquellas células que permiten
la visidn en la oscuridad, los bastones. La segunda razdn reafirma la primera y se basa en el
lugar de origen de los distintos tipos celulares en la retina. La ZMC se encuentra en un
proceso continuo y secuencial de proliferacidn, y constituye una regién histolégicamente
distintiva, en la cual se encuentran células multipotentes que poseen la capacidad de
generar todos los tipos celulares retinianos, excepto los fotorreceptores de tipo baston
(Lahne et al., 2018). Los bastones son generados por la glia de Miiller de divisidn lenta, que
se localiza en la capa nuclear interna (Otteson et al., 2001; Bernardos et al., 2007). La glia de
Miller se divide asimétricamente para dar progenitores celulares neuronales que contintdan
proliferando hasta formar agrupaciones en la CNI, que luego migran a la CNE y producen las
células precursoras de bastones, que se dividen una vez mas hasta diferenciarse en bastones
(Figura 17) (Otteson et al., 2003; Lahne et al., 2018). El incremento de células proliferantes
de los peces del tratamiento de oscuridad no se vio restringido a la ZMC, sino que por el
contrario, se destaca que el aumento de la proliferaciéon se extiende hasta 200um
rostrocaudalmente. Esto podria deberse a que estas nuevas células son principalmente
parte del linaje de los bastones. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que ademas

de aumentar el linaje de bastones, también lo haga la proliferacidon de otras células no
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fotorreceptoras como las células ganglionares, bipolares y amdcrinas, dado que el aumento

de la proliferacién se da en las tres capas celulares.

B.rop
PHOTORECEPTOR
LINEAGE

rod

photoreceptors
= 0
=
o) O 0 rod

precursors

A
INL
Q progenitors

INL
stem cells

all retinal cell types

\_{/ except rod photoreceptors

Figura 17. Modelo de neurogénesis y generacidén de bastones en retina de teledsteos. A.
Dibujo de la retina, con los sitios neurogénicos en rojo. Debajo una seccidn de retina que
muestra zonas de proliferacion celular. En la CGZ (zona marginal ciliar) se encuentran los
progenitores que dan lugar a todos los tipos celulares excepto los bastones. En la CLZ (zona
circunferencial larval), contigua a la CGZ y en la MR (retina madura) ocurre la generacién de
bastones a través del linaje proveniente de las células madre (glia de Mdller) presentes en la
capa nuclear interna (INL) que se diferencian y migran acercandose a la capa nuclear externa
(ONL) donde finalmente se generar los bastones. Tomado de Otteson & Hitchcock, 2003.

Teniendo en cuenta que en las condiciones de oscuridad los bastones serian una célula de
gran utilidad, el aumento masivo de su produccién seria un mecanismo para intentar
contrarrestar la falta de luz. Esto es concordante con un estudio que muestra que peces
criados en condiciones de total oscuridad, aumentan la proliferacion de las células
precursoras de bastones (Lahne et al., 2018). También se ha descrito que la proliferacion de
células precursoras de bastones aumenta durante la noche (Chiu et al. 1995; Kwan et al.

1996).

Estos resultados preliminares muestran una firme tendencia que, con el fin de ser

corroborada, exigen un n mayor.
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Proliferacion celular en TO, TLy BO de A. reicherti
criadas en diferentes condiciones luminicas




Estudio de la neuroplasticidad en peces del género Austrolebias frente a cambios en la luminosidad

Con el objetivo de determinar si las condiciones de luminosidad modifican la proliferacion
celular en el BO, TO y TL de A. reicherti, se realizdé la administracion de un marcador

proliferativo.
Obtencién y mantenimiento de animales

Se colectaron hembras adultas (aproximadamente 6 meses) de A. reicherti en la localidad
de Vergara (Departamentode Treinta y Tres, Uruguay) en el mes de julio. Fueron mantenidas
en el acuario del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) a una
temperatura de 19°C, dispuestas de en peceras (14 x 22 x 30cm) en grupos de a 3 individuos,
con oxigenacion y recambio parcial de agua cada 2 dias y alimentadas diariamente con

Tubifex (Tubifex rivolorum).

Tratamiento

Los especimenes se dividieron en dos grupos experimentales al azar. Un grupo de hembras
fue mantenido en condiciones de luz y oscuridad naturales (tratamiento luz, n=6) y las
hembras del otro grupo fueron mantenidas en condiciones de oscuridad constante
(tratamiento oscuridad, n=6). Para crear las condiciones de oscuridad, las peceras fueron

colocadas en una estanteria forrada con doble nylon negro en su totalidad, durante 45 dias,

Administracion del marcador de proliferacion celular

Transcurridos 45 dias de mantenimiento en las condiciones establecidas se realizé la
administracion del marcador de proliferacion celular BrdU intraperitoneal. Esta via de
administracion se eligid por la simplicidad de la maniobra y porque la cavidad peritoneal
tiene una gran superficie de absorcion, permitiendo que las sustancias pasen al sistema
circulatorio con facilidad. La dosis aplicada fue de 100 mg/kg y el tiempo de sobrevida fue

de 72 horas (Figura 18).
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BrdU

Figura 18. Esquema metodoldgico para estudio del encéfalo de hembras A. reicherti adultas. Luego de la pesca, los
animales se separan en 2 grupos experimentales (luz y oscuridad), pasados los 45 dias son inyectadas con el marcador
de proliferacién BrdU, a los 3 dias se realiza la perfusion.

Fijacion y perfusion

Transcurridas las 72 horas luego de la administracion del marcador, los peces fueron
anestesiados con Eugenol (Eugenol 10% en etanol 96%) en concentracion 1:1000. Como
plano anestésico profundo se considerd la disminucién del movimiento opercular, pérdida
del reflejo de escape y su flotabilidad. Una vez anestesiado el animal, se realizé la perfusion
intracardiaca. Para esto, se removid la sangre del aparato circulatorio realizando un lavado
con solucion salina, la cual tiene un vasodilatador (Nitrito de sodio, NaNO; al 1%) para
facilitar el paso de las soluciones y evitar el colapso de los vasos; y un anticoagulante (Citrato
de sodio, NaH;(C3HsO(COO)s al 2%), para evitar que se generen trombos al contactar el
fijador con la sangre. Una vez realizado el lavado cada pez fue perfundido con PAF al 10%
en BF 0.1 M pH=7.2. Luego se realizd la apertura de la caja craneana para realizar una

postfijacion por inmersion de 24 horas (en el mismo PAF al 10%).

Técnica de diseccion, encastre y realizacién de los cortes

Finalmente se realizo la diseccidon de los encéfalos (Figura 26) bajo lupa (NIKON, SMZ800) y
se encastraron en una mezcla de gelatina (1.5%)-albimina (45%) disuelta en solucién salina
de cloruro de sodio (0.9%) con glutaraldehido (0,25%), obteniendo un bloque cuya
consistencia permitié realizar los cortes. Cada bloque se colocg, fijé y cortd en un vibrdtomo
(LEICA VT100S). Los cortes fueron seriados de 60um de grosor en planos de corte

transversales.
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A Vista dorsal ista lateral C ' Vista ventral

Imm

Figura 19. Microfotografia bajo lupa del encéfalo de A. reicherti hembra. A. Vista dorsal. B. vista lateral. C.Vista ventral. ME: médula espinal; CE:
cerebelo; TO: tectum dptico: Tel: telencéfalo; BO: bulbo olfatorio; H: hipdfisis.

Detecciéon de inmunohistoquimica

Los anticuerpos encargados de detectar el BrdU (Tabla 2) reconocen estas sustancias en el
ADN monocatenario, para esto los cortes deben ser previamente tratados. Esto se logra
mediante la incubacién de los cortes en HCl diluido en BFT al 0,3% (HCI 2N - BFT 85%). El BFT
desorganiza la estructura lipidica y genera agujeros en las membranas bioldgicas,
permitiendo que el HCl ingrese a las células y desnaturalice el ADN doble cadena,
exponiendo los antigenos donde estan unidos al BrdU a los anticuerpos especificos. Una vez
gue los antigenos fueron expuestos, se incubaron los cortes con el anticuerpo primario y
luego con el secundario conjugado a un fluoréforo para su deteccion mediante
inmunofluorescencia, utilizando microscopia laser confocal. El procedimiento se realizé

siguiendo el protocolo:

1- Se lavaron tres veces los cortes en BF, sobre un agitador, durante 10 minutos cada lavado.
2- Se incubaron los cortes en la solucion de BFT-HCI, durante 40 minutos.

3- Se realizaron tres lavados en BF, sobre un agitador, durante 10 minutos cada lavado.

4- Se incubaron los cortes en el anticuerpo primario 48 horas en BFT.

5- Se realizaron tres lavados en BF, sobre un agitador, durante 10 minutos cada lavado.

6- Se incubaron los cortes en el anticuerpo secundario conjugado con flourocromos, en BFT
durante una hora y media en oscuridad.

9- Se realizaron tres lavados en BF, sobre un agitador, durante 10 minutos cada lavado.

Una vez aplicado el protocolo, los cortes fueron montados y mantenidos en heladera

evitando procesos de crecimiento de microorganismos, y en cajas opacas para que los
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conjugados fluorescentes no se vean excitados por la luz, evitando asi la pérdida de la

intensidad de la sefal.

Tabla 2. Descripcidn de anticuerpos primario y secundario utilizados, marca comercial y dilucién recomendada.

Anticuerpo primario Marca Dilucién
Raton anti-BrdU Hybridoma Bank 1/80
Anticuerpo secundario Marca Dilucién
Burro anti-ratéon Alexa 488  Molecular probes 1/1000

Controles del marcador de proliferacion

Durante la puesta a punto de la técnica de reconocimiento del BrdU se utilizaron secciones
histolégicas de intestino de pez (que presenta gran proliferacién celular) como controles
positivos. En otros casos, se incubaron simultdneamente cortes de encéfalo de pez sin
anticuerpo primario o sin anticuerpo secundario como control negativo. También se
realizaron controles con cortes histoldgicos que no recibieron los marcadores de

proliferacién.

Observacion y fotografiado de los cortes

Los preparados histolégicos, fueron observados y analizados con un Microscopio Confocal
Olympus FluoView™300 asistido por el software para Windows® FluoView™300. Para la
visualizacién de los preparados se utilizo el laser apropiado al fluorocromo conjugado al
anticuerpo secundario:

-Laser de argdn azul, de 488 nandmetros de longitud de onda, que excita al conjugado Alexa-
fluor 488, de esta forma se obtiene una sefial de color verde, que corresponde a las
moléculas de ADN que portan al BrdU.

Una vez especificados los parametros de visualizacién de las imagenes en el FluoView ™300
(linea de excitacion e intensidad del laser, apertura del pinhole de deteccidon, ganancia del
fotomultiplicador, velocidad de barrido del laser, tamafio de la imagen), se selecciond el
modo de barrido XYZ, que capta una serie de imagenes dpticas confocales XY de diferentes
planos a través del espesor de la muestra. En cada corte (grosor 60um) se establecié una
ventana de 30um donde se encuentra la informacién de interés (nucleos marcados) y se
obtuvieron fotos de esa ventana cada 1pum (en el plano Z), es decir, de cada corte se
obtienen 31 planos focales. Con el método de apilamiento brindado por el software del
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microscopio, puede obtenerse unaimagen que contiene los 31 planos juntos, lo que permite

cuantificar los nicleos marcados en ese volumen del corte

Cuantificacion celular
Una vez obtenidas las imagenes, en el programa Imagel se procedié al conteo de los nucleos
BrdU positivos de la totalidad de los cortes de las regiones de interés, mediante el apilado

de los planos. Las regiones fueron: el BO en su totalidad, la BOzv, el TL, el TO y la ZMT

(compuesta por la ZMTd y ZMTv) (Figura 20).

Figura 20. Regiones analizadas para la contabilizacion de los ntcleos. A nivel telencefélico: el BO (azul + amarillo) y BOzv (amarillo) (izquierda). A nivel
mesencefalico: el TL (verde) el TO (gris) y la ZMT (ZMTd y ZMTv, naranja). Tel: telecéfalo; VT: ventriculo telencefalico; BO: bulbo olfatorio; BOzv: zona
ventricular del bulbo olfatorio; TL: torus longitudinalis; TO: tectum éptico; ZMTd: zona marginal tectal dorsal; ZMTv: zona marginal tectal ventral.
Estadistica
Para el andlisis estadistico se utilizé el programa de libre acceso Past. Se realizd la

comparacion entre las zonas de interés entre los tratamientos de luz y oscuridad mediante

test de Student para muestras independientes.
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Se estudiaron las caracteristicas histoldgicas y proliferativas de dos grupos de hembras
adultas A. reicherti, que permanecieron 45 dias en luz natural (tratamiento luz) u oscuridad
permanente (tratamiento oscuridad). Esto se realizé con un pulso de 72 horas del marcador

proliferativo nuclear: BrdU (Figura 18).

Distribucion de los nticleos marcados con BrdU en el encéfalo de A. reicherti
Tratamiento de luz

El revelado inmunohistoquimico evidencid la presencia de nucleos que variaron en tamaiio,
forma y localizacién. En la Figura 21 se observa la imagen de un corte encéfalo a nivel
telencefalico, visualizandose el bulbo olfatorio, donde se pueden encontrar nucleos BrdU+
en toda la extension, pero principalmente en la zona proliferativa que se encuentra entre la
ICLy el ventriculo telencefdlico medial. También se encontraron nucleos BrdU+ en la regién

dorsal del BO, correspondiente a la transicidn entre esta estructura con los con los Iébulos

telencefalicos.

Figura 21. Imagen confocal de un corte transversal de encéfalo de A. reicherti del tratamiento de luz. En verde se observan los nicleos
BrdU+, en un apilado de 30um. A. Imagen panoradmica de encéfalo a nivel del BO (bulbo olfatorio). B. Aumento del BO. Tel: telencéfalo;
LV: luz ventricular; ICL: capa celular interna; ECL: capa celular externa; GL: capa glomerular; MOT: tracto olfatorio medial; circulo:
nucleos redondeados; flecha: nucleos alargados. C. Esquema de un encéfalo de Austrolebias indicando el nivel del corte.

QU
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En la figura 22, se muestra un corte del encéfalo a nivel del mesencéfalo, donde se visualizan
las zonas de interés: TO y TL. En el TO se destacan dos regiones altamente proliferativas, la
zona marginal tectal dorsal (ZMTd), en contacto con el TL, y la zona marginal tectal ventral
(ZMTv), en el extremo inferior del casquete dptico. Ambas regiones se caracterizan por
tener abundantes nucleos BrdU+ con dos formas predominantes: ovoides y alargados.
También hay presencia de nucleos BrdU+ en el resto del TO, generalmente de forma

redondeada. El TL presenta un elevado nimero de nucleos BrdU+, mayoritariamente hacia

el ventriculo tectal y de aspecto esférico u ovoide.

Figura 22. Imagen confocal de un
corte transversal de encéfalo de A.
reicherti del tratamiento de luz. En
verde se observan los nucleos
BrdU+, en un apilado de 30um. A.
Aumento de la ZMTv (zona marginal
== tectal ventral). B. Aumento del TL
*  (torus longotudinalis) y la ZMTd
(zona marginal tectal dorsal). C.
Imagen panordmica de encéfalo a
nivel del TO (tectum Optico). TeV:
ventriculo tectal. D. Esquema de un
encéfalo de Austrolebias indicando

el nivel del corte.
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Tratamiento de oscuridad

Al igual que en el tratamiento de luz, el revelado inmunohistoquimico revelé que en el
tratamiento de oscuridad la forma, tamafo y localizacién de los nucleos fue variada. En la
Figura 23 se observa un corte del BO, en donde la poblacién proliferante se encuentra en la

zona ventricular, aunque también se observan nucleos en otras dreas.

En la Figura 24 se muestra un corte transversal de encéfalo a nivel del mesencéfalo, donde
puede verse el TO y TL. En el TO también se destacan las dos regiones altamente
proliferativas: ZMTd y ZMTv, siendo sus nucleos proliferantes principalmente ovoides y
alargados. También hay presencia de nucleos BrdU+ en el resto del TO, generalmente de
forma redondeada. El TL presenta un elevado niumero de nucleos BrdU+, mayoritariamente

hacia el ventriculo tectal y de aspecto esférico u ovoide.

Figura 23. Imagen confocal de un corte transversal de encéfalo de A. reicherti de tratamiento de oscuridad. En verde se observan los
nucleos BrdU+, en un apilado de 30um. A. Imagen panoramica de encéfalo a nivel del BO (bulbo olfatorio). B. Aumento del BO. Tel:
telencéfalo; LV: luz ventricular; ICL: capa celular interna; ECL: capa celular externa; GL: capa glomerular; MOT: tracto olfatorio medial;
circulo: nicleos redondeados; flecha: nucleos alargados. C. Esquema de un encéfalo de Austrolebias indicando el nivel del corte.

52
Tesis de Maestria PEDECIBA Biologia — Neurociencias  Inés Berrosteguieta



Estudio de la neuroplasticidad en peces del género Austrolebias frente a cambios en la luminosidad

Figura 24. Imagen confocal de un corte transversal de encéfalo de
A. reicherti criado en el tratamiento de oscuridad. En verde se
observan los nucleos BrdU+, en un apilado de 30um. A. Aumento
de la ZMTv (zona marginal tectal ventral). B. Aumento del TL
(torus longotudinalis) y la ZMTd (zona marginal tectal dorsal). C.
Imagen panoramica de encéfalo a nivel del TO (tectum dptico).
TeV: ventriculo tectal. D. Esquema de un encéfalo de Austrolebias
indicando el nivel del corte.

Cuantificacion de los nucleos BrdU+

Se compard la proliferacidon de estructuras encefalicas relacionadas con el procesamiento
de la olfaccién y de la visién en los tratamientos de luz y oscuridad. En este sentido se
contaron los nucleos totales de las siguientes estructuras relacionadas con la olfaccion: BO
y BOvz; y relacionadas con la visién: TO (entendido como todo el TO excepto la ZMT), ZMT
(entendida como la suma de los nucleos proliferantes de la ZMT dorsal y ventral) y TL (Figura

20).
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Olfaccion

La proliferacidn total del BO del tratamiento de oscuridad fue significativamente mayor que
la del tratamiento de luz (test de t para muestras independientes, N=6, t=3.13, p=0.01). De
igual forma, al comparar la BOvz, la proliferacién en el tratamiento de oscuridad fue
significativamente mayor que en el de luz (test de t para muestras independientes, N=6,

t=3.14, p=0.01) (Figura 25).
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Figura 25. Ndmero total de nucleos proliferantes (BrdU+) en el BO (izquierda) y en la BOzv (derecha) para los tratamientos de luz (N=6) y
oscuridad (N=6) (test de t, media, * ES).

Vision

Al comparar el TO en el tratamiento de luz contra el de oscuridad se observd que el primero
presentd una proliferacion significativamente mayor que el segundo (test de t para
muestras independientes, N=6, t=2.23, p=0.048) (Figura 26). De igual forma, la comparacion
de la ZMT, también presentd una proliferacion significativamente mayor en el tratamiento
de luz respecto al de oscuridad (test de t para muestras independientes, N=6, t=5.44,
p<0.001) (Figura 26). El TL del tratamiento de luz también mostré una proliferacidén
significativamente mayor que el TL del tratamiento de oscuridad (test de t para muestras
independientes, N=6, t=3.52, p=0.006) (Figura 27). La suma de la proliferacién de las 3

regiones cuantificadas para la vision muestra que, la proliferacién en las areas visuales es
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significativamente mayor en el tratamiento de luz, respecto al de oscuridad (test de t para

muestras independientes, N=6, t=5.22, p<0.001) (Figura 27).
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Figura 26. Numero total de nucleos proliferantes (BrdU+) en el TO (izquierda) y en la TL (derecha) para los tratamientos de luz (N=6) y oscuridad
(N=6) (test de t, media * ES).
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Figura 27. Numero total de nucleos proliferantes (BrdU+) en el TL (izquierda) y en la suma de todas las regiones visuales analizadas (derecha)
para los tratamientos de luz (N=6) y oscuridad (N=6) (test de t, media + ES).
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Los resultados se muestran resumidos en el siguiente cuadro (Tabla 3):

Tabla 3. Resumen que muestra qué tratamiento obtuvo mayor proliferacion (>)
o0 menor (<) para cada regién del encéfalo estudiada. BO: bulbo olfatorio; BOzv:
zona ventricular del bulbo olfatorio; TO: tectum éptico; ZMT: zona marginal
tectal; TL: torus longitudinalis. Total: las 3 zonas visuales sumadas.

Neefenes anedifEe Tratamiento Tratamiento

luz oscuridad
< >
< >
> <
L, ZMT > <
Vision L N <
Total > <
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Mediante la aplicacién del marcador de proliferacion celular BrdU con una sobrevida de 72
horas, la inmunohistoquimica reveld que las hembras A. reicherti criadas en condiciones de
oscuridad, presentaron una proliferacion mayor en las regiones vinculadas a la olfaccidn
respecto a aquellas criadas en condiciones de luz natural, mientras que las hembras criadas
en luz natural presentaron mayor proliferacion en las regiones vinculadas a la visidn, que

aquellas criadas en condiciones de oscuridad.

Al momento de la eclosidn, el encéfalo de los teledsteos no presenta la morfologia ni la
organizacién interna caracteristica de un encéfalo adulto, por lo que continla
desarrollandose histoldgica y morfolégicamente post eclosidn y a lo largo de toda la vida
(Brandstatter y Kotrschal 1989, 1990; Zupanc y Horschke 1995; Nieuwenhuys et al., 1998),
aligual que ocurre en la retina. El nimero de células del encéfalo, neuronas y glias, aumenta
conforme avanza la edad y el tamafio corporal del animal y, la mayor parte de estas células
neoformadas se originan en zonas proliferativas especificas (Kaslin et al., 2008; Torres-
Pérez, 2019). Los resultados permitieron reafirmar algunas zonas proliferativas y encontrar
variaciones en la proliferacidn en dichas zonas, frente a diferentes condiciones luminicas de

cria.

En un estudio comparativo entre especies de Austrolebias se ha descrito que en la pared
ventricular del BO existe proliferacion (Fernandez et al., 2011) y que en esta zona extendida
dorso medialmente existen al menos tres nichos neurogénicos con diferentes caracteristicas
celulares (Rosillo et al., 2016). Los resultados confirman la presencia de proliferacién en la
pared ventricular ventral, medial y dorsal del BO, con nucleos proliferativos muy
heterogéneos del tipo esferoides, ovalados, alargados y planos, indicando distintos

progenitores o células en diferente estadio de diferenciacion.

El BO es una estructura de procesamiento olfatorio en donde ocurre el primer relevo
sindptico con los axones provenientes de las neuronas sensitivas de primer orden ubicadas
en la roseta olfatoria (Hamdani & Dgving, 2007). En él se encuentran 3 tractos olfatorios,
dos mediales (IMOT, tracto olfatorio medial lateral y mMOT, tracto olfatorio medial medial)
y uno lateral (LOT, tracto olfatorio lateral) vinculados con funciones especificas de

reproduccion (IMOT), alarma (mMOT) y alimentacién (LOT). Los resultados indican que las
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hembras criadas en condiciones de oscuridad permanente, exhibieron una mayor
proliferacién que las criadas en condiciones de luz natural, para la totalidad del BO y su zona

ventricular.

EITO es el centro visual primario en todos los teledsteos y presenta zonas proliferativas bien
caracterizadas Los resultados permitieron identificar en A. reicherti las mismas zonas
proliferativas observadas en A. charrua, el TO, el TL y las ZMT (dorsal y ventral) (Torres-
Pérez, 2019).Los resultados revelan que las hembras criadas en condiciones de luminosidad
natural presentaron mayor proliferacién celular en las estructuras visuales consideradas

(TO, TL, ZMTv y ZMTd), que las hembras criadas en condiciones de oscuridad.

Ambos resultados coinciden con numerosos estudios que muestran que el sistema nervioso
es modulable por condiciones ambientales. Varios autores plantean que la plasticidad
depende de la actividad: es decir que el ganar o perder conexiones, asi como una mayor o
menor neurogénesis, depende del uso de las estructuras, de esta forma plantean que
mientras mas se utilice un sistema, mas crece o se desarrolla (Cline, 2001; Ito et al., 2007).
Un ejemplo es el estudio de Jeserich y H. Rahmann (1979) en donde describen que la
oscuridad permanente durante el primer mes posteclosidon en Salmo gairdneri, genera una
reduccidon en: el nimero de sinapsis por unidad de area, tamafio de zonas de contacto
sindptico y nimero de vesiculas por terminal nerviosa. De la misma forma se observé que
la privacion de luz genera reduccidon o deformacion en las espinas dendriticas en neuronas
piramidales de la corteza visual en conejos y ratones, (Globua & Scheibel, 1967; Valverde,
1967). Esto podria explicar por qué es reducida la proliferaciéon en estructuras del
procesamiento visual en aquellos peces que son criados en total oscuridad, frente a una

menor posibilidad de utilizar este sentido, se invierte menos en él.

Asi como se evidencia que mientras menos se utiliza un sentido, menos se desarrolla,
también se ha visto que, a modo de plasticidad compensatoria, ante la falta o disminucién
de una modalidad sensorial, otra puede verse potenciada (Ryugo et al., 1975; Hyvarinen et
al., 1978a; Toldi et al., 1994; Rauschecker, 1995; Bavelier & Neville, 2002; Chapman et al.,
2010). Esto podria explicar una mayor cantidad de células proliferativas en las estructuras
de procesamiento olfatorio en aquellas hembras criadas en total oscuridad. Dado que en
este grupo de hembras la vision se veria comprometida y presentan una menor proliferacion
en estructuras de procesamiento visual, lo compensarian aumentando la proliferacién en el

BO.
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Se conoce ademas que A. charrua posee el nervio terminal, una conexién anatdomica y
funcional entre las aferencias sensitivas de la visidon y olfaccién, formada por cuerpos
neuronales en el BO, cuyos axones llegan a través del nervio dptico a la capa nuclear interna
de la retina (Rosillo et al., 2013). Esta conexion directa entre ambos sistemas sensoriales,
condiciona las respuestas olfativas y visuales cuando hay variaciones en el entorno. Es de
destacar que el sistema del nervio terminal estd vinculado con las actividades sociales y
reproductivas del pez (Whitlock, 2011). Esta estructura reafirma una retroalimentacion

entre ambas modalidades sensoriales.
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CAPITULO 3

Ensayos comportamentales de agudeza sensitiva en
hembras A. reicherti criadas en condiciones

luminicas diferentes
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Con el objetivo de determinar la capacidad de las hembras criadas en distintas condiciones
de luminosidad, de distinguir al homoespecifico utilizando el sentido de la olfaccién o la

visidn, se realizaron pruebas comportamentales de preferencia frente a dos estimulos.

Obtencién y mantenimiento de animales

Las hembras de A. reicherti utilizadas en las pruebas comportamentales se obtuvieron a
partir de la eclosién de huevos provenientes de cruzamientos realizados en el acuario de
Facultad de Ciencias siguiendo un protocolo establecido para la cria de peces anuales (Berois
et al., 2016), en el mes de abril. Se colocaron diadas macho-hembra en acuarios (40 x 13 x
15 cm) acondicionados con un recipiente conteniendo turba organica, durante 3 a 5 dias.
Luego de cada cruzamiento la turba fue extraida, secada y almacenada en bolsas plasticas,
y luego de un periodo de desecacion de 5 meses se procedid con la eclosidon de los huevos.
Los alevines fueron alimentados con Artemia salina, y una vez alcanzada la diferenciacién
sexual, las hembras fueron separadas y mantenidas en peceras (40 x 13 x 15 cm) en grupos
de a 3, con oxigenacidn y recambio parcial de agua cada 2 dias, a una temperatura de 19°C

y alimentadas diariamente con Tubifex (Tubifex rivolorum).

Por otra parte, machos adultos de A. reichertiy A. charrua fueron obtenidos por colecta en
las localidades de Vergara y La Charqueada (Departamento de Treinta y Tres),
respectivamente. Estos fueron trasladados y mantenidos individualmente en el acuario de
la Facultad de Ciencias bajo las mismas condiciones detalladas anteriormente para las

hembras.

Tratamiento

A los 3 meses y medio de la eclosién, se dividieron los dos grupos experimentales. Un grupo
de hembras permanecié en condiciones de luz y oscuridad naturales (tratamiento luz, n=7),
y otro grupo se coloco en condiciones de oscuridad (tratamiento oscuridad, n=7). Para crear
las condiciones de oscuridad, las peceras fueron colocadas en una estanteria forrada con
doble nylon negro en su totalidad. Luego de 1 mes y medio, cuando las hembras alcanzaron

los 5 meses de edad, se realizaron los experimentos comportamentales (Figura 28).
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Ensayos comporta mentales

Para estandarizar la condicidn reproductiva de las hembras previo a la realizacién de los
ensayos comportamentales se colocaron machos A. reicherti no experimentales para
habilitar el desove, durante 48 horas. Luego las hembras de ambos tratamientos fueron
nuevamente aisladas por 48 horas con un ciclo de luz de 12 horas de oscuridad y 12 de luz
intermedia (iluminacién led y tejido sombra sobre las peceras), y se evalué la capacidad
de discriminar a un macho homoespecifico mediante la utilizacion de la visidn u olfaccidn.
Para ello las hembras fueron individual y secuencialmente evaluadas en condiciones de luz,

en dos pruebas de eleccidn dual: ensayos de olfaccidn y ensayos de vision.
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Figura 28. Esquema metodoldgico para estudio comportamental, previo a los Ensayos de eleccién dual. Luego de la

eclosién, las hembras A. reicherti son criadas en condiciones de luz natural por 3.5 meses, luego son expuestas al
tratamiento luz/oscuridad durante 45 dias. Pasados estos dias se introducen machos A. reicherti por 2 dias y al ser
removidos, las hembras permanecen en luz intermedia durante 2 dias mas, para finalmente comenzar las pruebas
comportamentales de eleccién del macho.

Para la realizaciéon de las pruebas de eleccidon dual se utilizaron peceras (60 x 20 x 13cm) con
tres compartimentos: uno central de 40 cm donde se colocd a la hembra focal y dos laterales
de 10 cm cada uno donde se colocaron los machos estimulo, en uno un homoespecifico y
en el otro un macho heteroespecifico A. charrua. El compartimento central se dividié
mediante marcas externas en una zona central, denominada “zona neutra” (ZN, 30cm), y

dos zonas laterales, cada una préoxima al compartimento de cada macho, denominadas
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“zonas de preferencia” (ZP, 5cm). Para evaluar cada sentido de forma independiente, se

siguid el protocolo propuesto por Reyes et al., (2017) (Figura 29):

-La pecera utilizada para testear la visién presenté tabiques divisorios transparentes, que
permitian que la hembra observara a ambos machos, pero impedia el paso de sustancias

guimicas.

-La pecera disefiada para testear la olfaccién presentd tabiques divisorios opacos vy
perforados, que permitian el pasaje de sustancias quimicas, pero impedian que la hembra
observara a los machos. En los experimentos de olfaccion, se colocaron peceras con
hembras junto a los compartimentos laterales de los machos, para estimular el cortejoy la

produccion de pista quimicas (Passos et al., 2013).

4

ZP

ZN

Figura 29. A: esquema de pecera utilizada en los ensayos visuales, se observan las separaciones transparentes. B:
esquema de pecera utilizada en los ensayos de olfaccidn, se observan las separaciones oscuras y perforadas. ZN: zona
neutra; ZP: zona de preferencia.
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Se considerd el tiempo de permanencia de las hembras en ambas zonas de preferencia
como variable proxy de la preferencia de apareamiento. El tiempo de asociacién es una
medida comuinmente utilizada para evaluar la preferencia de pareja y es considerada una
medida valida en muchas especies de peces (Gongalves y Oliveira, 2003; Reichard y Polacik,

2010; Walling et al., 2010; Dechaume-Moncharmont et al., 2011; Reyes et al., 2017).

Los machos A. charrua y A. reicherti no difirieron en tamafio (test de t para muestras
dependientes, N=8, t=1,26, p=0,25), y se colocaron de forma aleatoria en los
compartimentos derecho e izquierdo. Los experimentos de olfaccion y visién se realizaron
en dias consecutivos entre las 11:00 y 16:00 horas, y se definié al azar cudl de los dos se
realizaba primero. Las diadas de machos también fueron colocadas al azar frente a cada
hembra focal. Luego de 10 min de habituacién de la hembra al set experimental, los ensayos
experimentales consistieron en 40 minutos en presencia de los machos, siendo esta segunda

instancia grabada en video.

Analisis y estadistica

Para el procesamiento de los videos se utilizé el programa JWatcher de libre acceso. Se
registro el tiempo de permanencia de las hembras en cada una de las tres zonas y se calculé
el porcentaje del tiempo de asociacion con el macho coespecifico, tomando como tiempo

total el pasado en las dos zonas de preferencia.

Para descartar que el cortejo de los machos influyera en la preferencia, se registrd la
intensidad de cortejo en los ensayos visuales, entendida como el tiempo que la hembra esta
en una ZP y el macho la corteja, sobre el tiempo total que la hembra esta en la ZP de ese
macho. Las unidades comportamentales consideradas como cortejo fueron despliegues

laterales y sigmoides (Garcia et al., 2008).

Para el analisis estadistico se utilizé el programa Past de libre acceso. Se comprobé la
distribucién normal de las variables y se realizaron test de Student para muestras
dependientes para la comparaciéon del desempeiio de las hembras entre los ensayos de
vision y olfaccion y muestras independientes para la comparacién entre el desempeiio de

los tratamientos de luz y oscuridad en cada ensayo.
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Comparacidn entre tratamientos

Al comparar el desempefio de las hembras del tratamiento luz y oscuridad, en cada uno de

los ensayos se observé que:

a. En el ensayo de olfaccidn, en donde las hembras A. reicherti fueron testeadas frente a un
homoespecifico y un heteroespecifico utilizando Unicamente sefales olorosas, las hembras
del tratamiento de oscuridad tuvieron un mayor porcentaje de tiempo de permanencia con
el homoespecifico que las hembras del tratamiento de luz (test de t para muestras

independientes, N=7, t=2,18, p=0.01) (Figura 30).
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Figura 30. Porcentaje de tiempo de permanencia en el compartimento de la zona de

preferencia del homoespecifico de los tratamientos de luz (N=7) y oscuridad (N=7)

en el ensayo de olfaccidn (test de t, media * ES).
b. En el ensayo de vision, en donde las hembras A. reicherti fueron testeadas frente a un
homoespecifico y un heteroespecifico utilizando Unicamente sefiales visuales, las hembras
del tratamiento de luz permanecieron un mayor porcentaje de tiempo con el

homoespecifico que las hembras del tratamiento de oscuridad (test de t para muestras

independientes, N=7, t=2.21, p=0.04) (Figura 31).
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Ensayo de visidn
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Figura 31. Porcentaje de tiempo de permanencia en el compartimento de la
zona de preferencia del homoespecifico de los tratamientos de luz (N=7) y
oscuridad (N=7) en el ensayo de vision (test de t, media * ES).

La intensidad de cortejo de los machos homo y heteroespecificos en los ensayos de visién
no tuvo una diferencia significativa (test de t para muestras dependientes, tratamiento luz:

N=7, t=-0.03, p= 0.96; tratamiento oscuridad: N=7, t=0.48, p=0.66) (Figura 32).
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Figura 32. Intensidad del cortejo de los machos A. reicherti vs A. charrua en los ensayos de vision, del tratamiento luz (izquierda, N=7)
y el tratamiento oscuridad (derecha, N=7). (test de t, n.s= p>0.05, media + ES).
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Comparacion entre ensayos

Al comparar el desempefio de las hembras del mismo tratamiento (luz y oscuridad), en cada

uno de los ensayos, se observo que:

a. Las hembras del tratamiento de luz no mostraron una diferencia significativa en el
porcentaje del tiempo de permanencia con el homoespecifico en los ensayos de vision
respecto a los de olfaccion (test de t para muestras dependientes, N=7, t=1,63, p<0.15)

(Figura 33).
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Figura 33. Porcentaje de tiempo de permanencia en el compartimento de la zona
de preferencia del homoespecifico del tratamiento de luz, para cada uno de los
ensayos: de olfaccion (N=7) y visién (N=7) (test de t, n.s.= p<0.05, media t ES).

b. Las hembras del tratamiento de oscuridad tuvieron un porcentaje de permanencia
significativamente mayor en el compartimento contiguo al homoespecifico en el ensayo de
olfaccidn que en el de vision (test de t para muestras dependientes, N=7, t=3.33, p=0.03)

(Figura 34).

67
Tesis de Maestria PEDECIBA Biologia — Neurociencias  Inés Berrosteguieta



Estudio de la neuroplasticidad en peces del género Austrolebias frente a cambios en la luminosidad

Tratamiento oscuridad
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Figura 34. Porcentaje de tiempo de permanencia en el compartimento de la zona de
preferencia del homoespecifico de las hembras del tratamiento de oscuridad, para
cada uno de los ensayos: de olfaccion (N=7) y visual (N=7) (test de t, media % ES).
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Las hembras criadas en condiciones de oscuridad constante lograron discriminar mejor a los
machos homoespecificos mediante pistas quimicas que las mantenidas en condiciones de
luz. Por otro lado, las hembras criadas en ambientes iluminados lograron identificar mejor
a las parejas homoespecificas mediante pistas visuales que las que fueron criadas en

oscuridad constante.

En una primera comparacion los resultados muestran que: en el ensayo de olfaccidn, las
hembras del tratamiento de oscuridad tuvieron un porcentaje de permanencia
significativamente mayor en el compartimento cercano al homoespecifico que las hembras
del tratamiento de luz. Tomando el tiempo como medida de preferencia, puede
interpretarse que las hembras del tratamiento de oscuridad son mas acertadas en distinguir
al homoespecifico utilizando pistas olfativas, que aquellas del tratamiento de luz.

En el ensayo de vision, las hembras del tratamiento de luz tuvieron un porcentaje de
permanencia significativamente mayor en el compartimiento cercano al homoespecifico
gue las hembras del tratamiento de oscuridad. De igual forma, este resultado se interpreta
como una mayor capacidad de las hembras del tratamiento de luz de distinguir al
homoespecifico utilizando pistas visuales, que aquellas del tratamiento de oscuridad.

Estos resultados sugieren que dependiendo de las condiciones de luminosidad en las cuales
se mantengan las hembras, estas modifican su capacidad de distinguir al homoespecifico
utilizando pistas visuales u olfatorias. Por lo tanto, se evidencia la plasticidad en las

habilidades sensoriales frente a periodos prolongados de privacién de luz.

Por un lado, los resultados se destacan por la relevancia que tiene la vision y la olfaccion en
los peces para lograr una adaptacion exitosa de los diversos habitats (Ledo et al., 2006;
Zupanc, 2006). Se ha documentado, que las claves quimicas y visuales juegan un papel
importante en el reconocimiento de homoespecificos, incluyendo la especie A. reicherti,
pudiendo constituir un valioso mecanismo de aislamiento reproductivo (Rafferty &
Boughman, 2006; Passos et al., 2013b; Berois et al., 2016; Reyes et al., 2017). Estos
resultados difieren de lo observado por Reyes et al., 2017; que muestran que las hembras

criadas en condiciones de luz natural (andlogas al tratamiento de luz) si son capaces de
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identificar al homoespecifico utilizando pistas olfativas. Una de las razones que podria
explicar esta diferencia es que tanto sus resultados como los de este trabajo, fueron
obtenidos utilizando una muestra pequeiia, lo que implica que se requiere de mas
experimentos para confirmar cualquiera de los dos resultados. Ademas, el origen de los
especimenes fue distinto, en el trabajo de Reyes los peces provienen de su pesca en el

campo, mientras que esta tesis obtuvo los individuos por eclosién en el laboratorio.

En segundo lugar, los cuerpos de agua pueden ser ambientes visualmente limitados debido
a la reduccién de la luz en la columna de agua, la turbidez y densidad de la vegetacion,
(Dusenbery, 1992). Al igual que otras especies de peces anuales, el habitat de A. reicherti se
caracteriza por presentar cambios drasticos en distintos ejes ambientales a lo largo de la
estacion, viniendo estos acompanados de cambios fisioldgicos que inciden en decisiones
comportamentales (Passos et al.,, en prensa). Tipicamente, a medida que avanza la
temporada disminuye el volumen de agua en los charcos, aumenta la turbidez y
consecuentemente disminuye la visibilidad. Esto podria generar una fuerte presion de
seleccion para el desarrollo de procesos plasticos, y como consecuencia adaptarse a la
disminuciéon gradual de la luminosidad ya sea para evitar ser depredados, alimentarse o
reproducirse exitosamente. Es, por lo tanto, una caracteristica ventajosa que Ia
preponderancia de los canales sensoriales se modifique de manera acorde a el ambiente

gue los peces habitan.

La plasticidad compensatoria en las hembras de A. reicherti que muestran estos
experimentos, habilita a los individuos a responder eficazmente a cambios ambientales, tal
como ha sido reportado en otras especies de teledsteos, en las que cuando la utilizacién de
claves visuales para la eleccidn de pareja se ve comprometida, aumenta la importancia de
las claves olfativas (Heuschele & Candolin, 2007). En este estudio, el aumento del pH
(resultado de la eutrofizacion y por ende disminucion de la luminosidad) genera que las
hembras se sientan mas atraidas a sefales olfativas de los machos, posiblemente como una
forma de compensar la visibilidad limitada. En esa misma linea, Chapman et. al (2010)
observaron que los guppys criados en condiciones de baja luminosidad respondian mas
frente a claves quimicas de alimento, respecto a aquellos criados en condiciones de mayor
luminosidad. Sin embargo, al ser puestos a prueba para claves visuales, los individuos
criados en condiciones de mayor luminosidad exhibieron una mayor respuesta al alimento.
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El cambio en la capacidad de distinguir al homoespecifico segun las condiciones luminicas
durante el desarrollo, también se observé en dos especies de peces ciclidos que cohabitan
a distintos niveles de profundidad y estdn sometidas por lo tanto a diferente luminosidad.
Si bien las hembras de ambas especies son capaces de identificar al macho homoespecifico
por sus colores nupciales (Selz et al., 2014), esta preferencia se invierte si son criadas bajo
las condiciones luminicas de la otra especie (Wright et al., 2017). Estos resultados, al igual
gue los obtenidos en esta tesis, evidencian que la luminosidad influye en la capacidad de
distinguir al macho homoespecifico por pistas visuales. La capacidad de desarrollar procesos
pldsticos es de vital importancia en la naturaleza y la falta de los mismos puede resultar en
una disminucién de la diversidad. Un aumento en la turbidez del agua tiene impactos
significativos en los mecanismos que mantienen la diversidad. En especies de peces ciclicos
en donde la eleccién de pareja se da por la coloracién, se observé que un aumento en la
turbidez del agua, producto de la eutrofizacién, lleva a una coloracién apagada, pocas
variaciones de morfos pudiendo amenazar a largo plazo la diversidad de especies

(Seehausen et al., 1997).

Una segunda comparacion entre los porcentajes de los tiempos de permanencia de los
peces de cada tratamiento con el homoespecifico reveld que, las hembras del tratamiento
de oscuridad tuvieron una diferencia significativa en el porcentaje de permanencia con el
homoespecifico, siendo este mayor en el ensayo de olfaccion que en el de visidn. Esto
expresa que su desempeiio para detectar al homoespecifico fue mejor en el ensayo de
olfaccion que en el de vision. En este caso, las hembras vieron comprometido el sentido de
la visién, dada la oscuridad permanente en que fueron criadas por un periodo prolongado,

razén que podria explicar su mejor desempefio en el ensayo de olfaccion.

Por el contrario, las hembras del tratamiento de luz, tuvieron un porcentaje de tiempo de
permanencia con el homoespecifico que no fue significativamente distinto entre los ensayos
de vision y olfaccion, si bien si hay una tendencia a que tengan un mejor desempeiio en el
ensayo de visidon. Lo que significa que su desempefio en la eleccidn del homoespecifico no
varié significativamente entre las diferentes condiciones de los tratamientos. Esto podria
explicarse considerando que el tratamiento de oscuridad es el que mas se asemeja a las
condiciones del charco, es decir que en la naturaleza las hembras tenderian a ser mas
acertadas en la deteccién del homoespecifico usando pistas olfatorias que visuales, pero en
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los peces mantenidos en luz, el sentido de la vision se vuelve mas “confiable”, su desempeiio
utilizando pistas visuales mejora, volviéndose similar al desempefio del uso de pistas

olfativas.

El conjunto de estos fendmenos complejos podria reafirmar el hecho de que el uso de varias
pistas y canales sensoriales durante el reconocimiento y eleccion de pareja, permite realizar
una mejor evaluacién por parte de las hembras (Candolin., 2003), lo que hace que el
desempeiio de los peces en tratamiento de luz se asemeje en ambos ensayos, cuando los
dos sentidos son igualmente confiables.

Es por esto que la plasticidad compensatoria genera que, en el caso de los peces en
tratamiento de oscuridad, las pistas olfativas cobren mas valor y conlleve a un mejor

desempeiio en los ensayos olfatorios respecto a los visuales.
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La suma de los resultados de proliferacion celular encefdlica y comportamentales,
evidencian una correlacién positiva entre una mayor proliferacién celular en estructuras
sensitivas con un mejor desempefio en una modalidad sensorial. Es decir que las hembras
criadas en luz natural tienen mayor proliferacion en estructuras de procesamiento visual y
son mejores utilizando el sentido de la visién, mientras que las hembras criadas en
condiciones de total oscuridad tienen una mayor proliferacién celular en estructuras
olfatorias y son mejores utilizando la modalidad sensorial olfatoria. Esto se encuentra en
concordancia con la bibliografia actual, donde se vio que en un modelo transgénico de raton
cuyas células madre neurales de la zona subvetricular tenian aumentada la neurogénesis
(por la expresion de genes que regulaban el ciclo celular) y por ende mayor cantidad de
neuronas maduras e integradas en el BO, esto mejoraba su capacidad de discriminar entre

odorantes altamente similares (Alonso et al., 2019).

El resultado de la proliferacidon en la retina muestra cémo una modalidad sensorial puede
intentar contrarrestar las adversidades del ambiente respecto a ese sentido, en este caso
posiblemente con una mayor proliferacién de células especializadas para estas nuevas

condiciones luminicas, los bastones.

La plasticidad neural ayuda a la adaptacién y flexibilidad que demandan los diversos
ambientes en donde los peces viven (Gonda et al., 2011), por ende, la habilidad de un
organismo de responder al medio que lo rodea puede ser critica para su éxito (Price et al.,
2003), los peces anuales del género Austrolebias se ven sometidos a cambios extremos a lo
largo de su ciclo de vida, el del aumento de la turbidez de los charcos en los que viven es
uno de ellos. Es de vital importancia que estos peces desarrollen mecanismos plasticos a
nivel del sistema nervioso que se vean reflejados en su respuesta comportamental. Esto les
permitiria desarrollar mejores estrategias no solo a los efectos de blsqueda de alimento y

evitar depredadores, sino también al momento de seleccionar pareja.

Si bien los abordajes metodolégicos realizados no permiten determinar qué porcentaje de
las células proliferantes son neuronas o glias, se estima que, dadas las zonas proliferativas

encefdlicas tenidas en cuenta y la morfologia redondeada de los nucleos, la mayoria de ellas
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sean neuronas (Torres-Pérez et al., 2017). Zupanc (2001) plantea 3 funciones para la
neurogénesis adulta: 1. Reemplazo de neuronas dafiadas en el proceso de regeneracion
neuronal; 2. Acompasar el crecimiento de elementos sensoriales y motores de la periferia
(los teledsteos crecen en tamafio durante toda su vida, incluyendo el SNC); 3. Establecer un
sustrato neural para acompaiar la plasticidad comportamental. En este tercer punto
plantea que, en ciertas dreas del encéfalo, una neurogénesis continua puede proveer un
sustrato para acomodar los cambios comportamentales a largo plazo, como ocurre por
ejemplo en animales con reproduccion por temporadas como las aves (Zupanc & Lamprecht,
2000). El reemplazo de neuronas anteriores por nuevas o el aumento de las mismas, puede
permitir una reorganizacion estructural de redes neuronales que estan involucradas en el
control de comportamientos, es por esto que los resultados obtenidos en este trabajo se
suman a lo planteado por Zupanc (2001) y reafirman el tercer punto, en donde se evidencia
una neurogénesis adaptativa, que permite no solo modificar el SNC sino también la

respuesta comportamental.

De este trabajo se desprenden varias conclusiones que permiten conocer mas acerca de la

plasticidad de los peces del género Austrolebias.

En el Capitulo 1 relacionado a la proliferacion de la retina en diferentes condiciones de
luminosidad, se evidencid que especimenes A. charrua criados en oscuridad, presentan una
mayor proliferacién en la retina que aquellos criados en condiciones de luz natural, asi como
una mayor cantidad de fotorreceptores bastones Lo que permite concluir que, frente a un
cambio en la luminosidad, esta especie es capaz de regular su proliferacion en la retina,
posiblemente modificando la cantidad de bastones y posiblemente otras células
pertenecientes a los circuitos vinculados a los bastones, para adaptarse a las caracteristicas

del medio en el que viven.

En el Capitulo 2, que evalla la proliferacién celular en diferentes regiones encefdlicas, se
reveld que las hembras A. reicherti también modifican su proliferacion celular en funcién de
las condiciones de luminosidad en los que son mantenidas. Se mostré que aquellas hembras
criadas en condiciones de luz natural tenian mayor proliferacion en estructuras de
procesamiento visual, mientras que las hembras criadas en condiciones de oscuridad
mostraban mayor proliferacidon en estructuras de procesamiento olfativo. Concluyéndose

gue las condiciones de luminosidad en las cuales se cria a esta especie, modifican la
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proliferacién celular del SNC y genera una compensacién sensorial. Esta proliferacion

estaria reforzando los circuitos sensoriales segln las demandas del entorno.

En el Capitulo 3, referido a los experimentos comportamentales, los resultados muestran
que, en funcion de la luminosidad en la cual son criadas, las hembras A. reicherti son capaces
de modificar su habilidad sensorial. Esto se refleja en una mayor agudeza visual cuando son
criadas en luz natural y una mayor agudeza olfatoria cuando estas son criadas en oscuridad.
Se concluye que la luminosidad en la cual esta especie es criada, genera cambios

comportamentales, que permite una mejor adaptacion al habitat circundante.

De la combinacion de los Capitulos 2 y 3 se concluye que la proliferacion celular en
estructuras de procesamiento sensorial, tienen una repercusion directa en el desempeio

sensorial, mostrando una correlacion positiva.

Como conclusion general se plantea que las condiciones de luminosidad son de gran
importancia en especies del género Austrolebias, estos desencadenan procesos de
plasticidad adaptativa que permiten un mejor desempefio al medio, especialmente
teniendo en cuenta las caracteristicas del mismo. Esta plasticidad adaptativa puede
conferirles no solo mejores oportunidades de encontrar alimento y huir de depredadores,
sino que les facilitaria la identificacion del homoespecifico, hecho de gran importancia dado
el aumento de turbidez de los charcos dificulta la visién. Se destaca que existen charcos
donde las especies del género se solapan y el reconocimiento especifico se vuelve crucial

para el mantenimiento de la especie.
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Las conclusiones de este trabajo conllevan a innumerables interrogantes acerca de la
proliferacién en el SNC y comportamiento de especies del género Austrolebias, generando
perspectivas de investigaciones a futuro, dentro de las cuales se encuentran las siguientes

preguntas:

-Repetir el estudio proliferativo en la retina con un n mayor y combinado con marcadores

gliales y neuronales, para determinar los porcentajes proliferativos.

-Mediante la utilizaciéon de distintos marcadores gliales y neuronales, determinar los
porcentajes proliferantes de cada tipo celular en el encéfalo frente a distintas condiciones
luminicas. Asi como determinar las estirpes celulares proliferantes en las distintas capas de

la retina.

-Dado que existen cambios pldasticos, es de gran interés demostrar si estos son reversibles o

permanentes.

-Teniendo en cuenta los conocimientos neuroanatdomicos que se tienen sobre distintas
especies del género Austrolebias, seria valioso demostrar si existe una correlacién entre los
tamanos de las estructuras encefdlicas de procesamiento sensorial, con su habilidad

sensitiva.

-Detectar mediante transporte de colorantes neuronales “in vivo” las caracteristicas del
nervio terminal (conexién entre retina y BO) en A. reicherti y compararlo con las especies
gue ya han sido estudiadas por el laboratorio, A. affinis y A. charrua, donde fueron

encontradas diferencias anatémicas significativas.
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