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INTRODUCCION

Austrolebias

Entre los vertebrados, los peces son el grupo que presenta mayor diversidad
morfolégica, bioldgica y ecoldgica, lo cual se refleja en la variedad de estrategias
reproductivas presentes. Dentro de este grupo zooldégico, el orden Cyprinodontiformes
comprende familias que presentan modos reproductivos Unicos. Perteneciente a este
orden, el género Austrolebias cuenta actualmente con al menos 38 especies
reconocidas (Costa, 2006), que habitan charcos temporales de la regién sur de Brasil,
Paraguay, Uruguay y norte y noreste de Argentina. Especificamente, estan distribuidas
en la cuenca Parand-Plata y en el sistema de lagunas Patos-Merin (Costa, 2006;

Loureiro, y col., 2011).

Son peces Neotropicales de agua dulce, con ciclo de vida anual (figura 1). Durante la
estacion lluviosa, los charcos se mantienen llenos y los adultos se reproducen,
generando embriones que quedan enterrados en el barro del fondo de los charcos. Al
llegar el verano, las lluvias disminuyen, aumenta la temperatura y, los charcos se secan
determinando la muerte de toda la poblacién de peces. Sin embargo los embriones
generados tienen la particularidad de resistir a la desecacién, de manera que, cuando
vuelve la estacion lluviosa, el charco se llena y los embriones completan su desarrollo y
eclosionan. Los juveniles alcanzan rapidamente la madurez sexual (de 8-12 semanas
luego de la eclosidn, en condiciones de laboratorio) (Vaz-Ferreira y col., 1964; Volcan y
col., 2013), dando inicio a un nuevo ciclo (Wourms, 1964, 1967; Arezo y col., 2005;
Berois y col., 2015).



Figura 1. Ciclo de vida de Austrolebias en Uruguay. 1) Reproduccién; 2) Puesta de huevos
durante meses de invierno y primavera; 3) Muerte de adultos a medida que los charcos se
secan. Los huevos quedan enterrados en el sustrato durante el verano; 4) Periodo de lluvias
(otono), donde los charcos se llenan de agua y eclosionan las larvas; 5y 6) desarrollo y

maduracién de larvas a adultos. Modificado de Wourms (1972).

Estructura gonadal

Las especies de este género son gonocdricas, es decir que las génadas se desarrollan
directamente a ovario o testiculo sin estadios intermedios. Su diferenciacion sexual, a
diferencia de lo que pasa en especies de peces gonocdricos no anuales, ocurre en

estadios preeclosién (Arezo y col., 2007; Berois y col., 2015).

En Austrolebias, al igual que en otros peces teledsteos, los testiculos son estructuras
pares, elongadas, rodeadas por la tunica albuginea, situadas dorsalmente en la cavidad
peritoneal (Schulz y col., 2010). Cada testiculo se compone de un compartimento
germinal y uno intersticial separados por una membrana basal. El tejido germinal estd
organizado en lébulos, los cuales se extienden desde el borde externo hacia la regién
central del testiculo, donde se abren en una red de tubos deferentes. El ducto
deferente principal conecta ambos testiculos con la papila genital (Berois y col., 2015).

El compartimento germinal estd formado por nidos o cistos, que consisten en grupos



de células germinales rodeados por células de Sertoli. Todas las células germinales que
integran un cisto estan conectadas entre si a través de puentes citoplasmicos, lo que
permite su maduraciéon de manera sincrénica. Entre los I6bulos del compartimento
germinal, se ubica el tejido intersticial, integrado por tejido conectivo que contiene
células de Leydig (esteroidogénicas), fibroblastos, fibras de coldgeno, mastocitos,
macréfagos, células de la sangre, vasos sanguineos y fibras mielinicas (Grier, 1981;
Schultz y col., 2010).

De acuerdo al tamafio y a las caracteristicas citoplasmaticas y nucleares de la célula
germinal, ha sido posible identificar cinco estadios: espermatogonia, espermatocitos |
y ll, espermdtidas y espermatozoides (Berois y col., 2015).

Adema3s, los testiculos de Austrolebias son de tipo "lobular restringido", caracteristica
propia de los peces pertenecientes a la serie Atherinomorpha (Grier y col., 1980;
Parenti & Grier, 2004). En este tipo de testiculo, las espermatogonias menos
diferenciadas se disponen exclusivamente en el extremo distal del I6bulo, cerca de la
tunica albuginea. A medida que avanza la maduracion de las células, se observa un
ordenamiento creciente de los cistos que migran desde el extremo distal de los I6bulos
hacia los tubos deferentes. La espermiacion se produce cuando los cistos se abren

liberando los espermatozoides en los conductos espermaticos (Grier, 1981).

El espermatozoide

En peces teledsteos, la morfologia espermatica presenta notables diferencias segun se
trate de grupos que presentan fecundacién interna o externa. Generalmente, en las
especies con fecundacién interna, el nicleo es alargado y la pieza media es grande e
integrada por numerosas mitocondrias. Los teledsteos con fecundacién externa, en
cambio, presentan un espermatozoide con organizacion mas simple. En su mayoria el
nucleo es esférico, mas pequefio y la pieza media mucho mas corta e integrada de
unas pocas mitocondrias (generalmente entre 1 y 6), pudiendo ser mono o
biflagelados (Lahnsteiner y Patzner, 2008). Jamieson (1991) llamé a ambos tipos de
espermatozoides como “introesperma” y “aquaesperma”, respectivamente. Cabe

destacar la existencia de excepciones, d



onde especies de fecundacidn interna presentan morfologia espermatica tipica de
fecundacion externa, como las descritas hasta el momento para la familia Goodeidae
(Griery col., 1978; Jamieson, 1991).

Si bien se han publicado algunas revisiones dedicadas al estudio de la estructura
subcelular del espermatozoide de varios grupos de peces (Baccetti 1991; Jamieson
1991; Mattei 1991), hasta el momento sélo se conocen dos estudios que involucran
datos de este tipo para especies pertenecientes al género Austrolebias (Arezo y col.,
2007; Garcia y col.,, 2009). En los mismos, se realiza una descripcién parcial del
espermatozide de A. charrua, A. reicherti y A. viarius, caracterizandolos como
aquaesperma uniflagelado sin acrosoma, tipico de teledsteos de fecundacion externa

(Jamieson, 1991).

Por qué el espermatozoide de Austrolebias

Si bien la morfologia del espermatozoide entre distintos grupos de osteictios es muy
heterogénea, a nivel de especies pertenecientes a una misma familia 6 subfamilia si
estd muy conservada. Caracteristicas ultraestructurales como el grado de
compactacion de la cromatina, la forma final del nucleo, el nimero y disposicién de las
mitocondrias en la pieza media, el nimero de flagelos y el nimero de aletas en el
flagelo, pueden presentar multiples semejanzas entre espermatozoides de especies
pertenecientes a una misma familia (Jamieson, 1991). Este aspecto ha determinado
que dichas caracteristicas sean ampliamente utilizadas en los estudios de sistematica y
en andlisis que buscan establecer la existencia de relaciones filogenéticas entre peces
(Jamieson, 1991; Berois y col., 2011; Cassel y col., 2014).

Dado que estudios morfoldgicos y genéticos realizados hasta el momento en
Austrolebias, dan cuenta de la presencia de eventos de hibridacién tanto en la
naturaleza como en el laboratorio, el estudio de la morfologia espermatica podria
contribuir a establecer relaciones de parentesco entre especies.

Ademas, la caracterizacidn ultraestructural, tanto de estructuras compartidas como de
estructuras especie-especificas, permitiria una mejor comprensién de los mecanismos

de interaccion ovocito-esperma.



MATERIALES Y METODOS

En este estudio se analizaron muestras de testiculo de 8 especies diferentes de peces
del género Austrolebias: A. affinis, A. bellottii, A. charrua, A. luteoflammulatus, A.

melanoorus, A. nigripinnis, A. reicherti y A. vazferreirai (3 ejemplares por especie).

Animales

Los procedimientos que implican manipulacidon directa de los ejemplares fueron
realizados por integrantes de un grupo de investigacién debidamente habilitados por
la CHEA con excepcidn de la colecta de Austrolebias charrua y A. reicherti que fue

realizada por mi, bajo la supervisidon de investigadores habilitados por la CHEA.

Areas de coleccion

Todos los ejemplares de Austrolebias analizados para este estudio, fueron
recolectados dentro de territorio uruguayo (Figura 2): los machos de A.
luteoflammulatus en el departamento de Rocha, al igual que A. charrda y A. reicherti.
Ejemplares de estas dos ultimas especies, también se colectaron en charcos localizados
al sureste del departamento de Treinta y Tres. Los especimenes de A. dffinis se
obtuvieron al sur del rio Negro, en la regidn central del departamento de Durazno. Los
ejemplares de A. bellottii y A. nigripinnis pertenecen a la region sudoeste de Uruguay,
entre los departamentos de Colonia y Soriano. Los especimenes de A. melanoorus se
colectaron en el departamento de Tacuarembé y A. vazferreirai en la regidn noreste de
Uruguay, en el area comprendida entre los departamentos de Tacuarembod, Rivera y
Cerro Largo, al norte del rio Negro. Todos los ejemplares colectados fueron
transportados hasta el laboratorio en recipientes conteniendo agua del charco
correspondiente. Una vez llegados al acuario, se traspasaron a peceras en las que el

agua de charco fue sustituida paulatinamente por agua libre de cloro.



Figura 2. Mapa de Uruguay mostrando los puntos donde se colectaron los especimenes de
Austrolebias. Estrella roja = A. luteoflammulatus, circulo verde = A. charrua, triangulo violeta =

A. reicherti, cuadrado azul = A. affinis cuadrado anaranjado = A. bellottii, estrella violeta = A.

nigripinnis, tridngulo amarillo = A. melanoorus y circulo rojo = A. vazferreirai.

Procesamiento de las muestras

Los ejemplares de Austrolebias charrua y A. reicherti fueron fijados por perfusion
intracardiaca. Para ello, los animales se anestesiaron previamente colocando una gota
de eugenol en el agua, hasta que alcanzaron sedacion profunda. Luego de lavado el
sistema vascular del pez se procedid a su fijacion por perfusién transcardiaca con

paraformaldehido (PAF) al 10% en buffer fosfato (BF) a pH 7,2.

Los especimenes de Austrolebias dffinis, A. bellottii, A. luteoflammulatus, A.
melanoorus, A. nigripinnis y A. vazferreirai fueron sacrificados por decapitacion, a

continuacion se les realizd un corte en posicion ventral a través del cual se inyectd una



solucion tamponada de paraformaldehido (PAF) al 4% con glutaraldehido al 2.5%. Este
procedimiento permite asegurar una mejor preservacion del tejido pues, por un lado,
al fijar las células se detienen los procesos degradativos que se inician con la muerte
del animal y por otro, le confiere mayor rigidez a los tejidos facilitando la diseccién de

las gdnadas sin producir lesiones mecanicas en las mismas.

Los testiculos obtenidos por ambos procedimientos se fijaron durante toda la noche a
49C en una solucién tamponada de PAF al 4% con glutaraldehido al 2.5% en BF a pH
7,2. A continuacion se procedid a eliminar la solucién fijadora de las muestras,
realizando 5 lavados sucesivos de 5 min c/u con BF. Utilizando una lupa binocular, y
siempre bajo inmersién en BF, se trozaron transversalmente con un bisturi. Los
fragmentos de testiculo asi obtenidos se post fijaron con tetréxido de osmio (OsO,) al
1% en BF durante 1 hs. Luego se lavaron con BF (5 cambios de 5 min c/u), y se
deshidrataron utilizando soluciones de etanol de concentracidon creciente
(concentraciones de etanol: 25%, 50%, 75%, 95% y 100%), seguidas de dos bafios con
acetona anhidra ppa. La impregnacion de las muestras se llevé a cabo en mezclas de
araldita-acetona de concentracién creciente (25%, 50% y 75%) durante 30 minutos
cada una. Luego se sumergieron en araldita pura en recipientes tapados a 42C durante
toda la noche. Finalmente las muestras se incluyeron en moldes de silicona
conteniendo araldita pura (Durcupan ACM, Fluka), y se llevaron a polimerizar en estufa

regulada a 58 - 60 2C durante 48 horas.

Obtencion de cortes semi y ultrafinos

Los bloques de resina conteniendo las muestras fueron tallados bajo lupa con una hoja
de afeitar, de modo que las aristas superior e inferior de la cara de corte fuesen
paralelas, para poder formar “cintas” con cortes sucesivos. Los cortes semifinos (0.5
um de espesor) se realizaron utilizando una cuchilla de vidrio unida a una barquilla
plastica rellena con agua MilliQ, en un ultramicrétomo marca RMC, modelo MT-X. Los
cortes colectados se colocaron sobre un portaobjeto y se adhirieron al mismo por

evaporacion de los restos de agua con una fuente suave de calor. A continuacién se



colorearon con solucidn acuosa de azul de metileno boraxico al 1%. La observacion se

realizd en un microscopio Nikon ECLIPSE E200 equipado con un objetivo 40X.

Una vez visualizados los espermatozoides en los cortes semifinos, se retallé la cara del
bloque y se realizaron cortes ultrafinos (40-60nm), para su observacion en MET. Los
cortes asi obtenidos fueron colectados sobre rejillas de cobre con film formvar. El
contraste de las muestras se realizd por flotacion de los cortes en una solucion de
acetato de uranilo acuoso a saturacion, en oscuridad y en estufa regulada a 48-502C
durante 1 h. Luego las rejillas conteniendo los cortes se lavaron exhaustivamente con
agua bidestilada y se flotaron durante 10 minutos en una gota de citrato de plomo de

Reynolds, en atmdsfera libre de CO,.

Andlisis ultraestructural

La observacion de la anatomia subcelular se realizé en un microscopio electrénico de
transmisién marca Jeol, modelo JEM 1010, operando a 100kV. El registro de las
imagenes micrograficas, se realizd a través de una cdmara digital HAMAMATSU C4742-
95 y software de control AMT ADVENTAGE CCD. El procesamiento de las mismas se

llevd a cabo utilizando el programa Photoimpact.



RESULTADOS

En el presente trabajo se realiza, en primer lugar, la descripcion detallada para cada
especie de Austrolebias, de las principales caracteristicas ultraestructurales del
espermatozoide a nivel de los tres sectores identificados en él: cabeza, pieza media y
cola. En segundo lugar se describen y analizan comparativamente, las caracteristicas
subcelulares comunes a las ocho especies, identificando en los tres niveles,

caracteristicas diferenciales que solo algunas de las especies del género comparten.

Austrolebias dffinis

Cabeza: no posee acrosoma, presenta un nucleo con cromatina muy condensada con
pocas y pequefias regiones electronlicidas (figuras 3A y 3C). La fosa nuclear es muy

poco profunda y los centriolos se disponen fuera de ésta (figura 3C).

Pieza media: es corta e integrada por un anillo de mitocondrias dispuestas en una
Unica hilera en torno al flagelo. Generalmente se trata de mitocondrias medianas a
grandes (mas de 500 nm), muy electrondensas y con crestas poco visibles (figura 3D). A
este nivel la membrana plasmatica se invagina formando el canal citoplasmatico que

separa fisicamente al axonema de las mitocondrias (figura 3A).

Cola: el flagelo es unico con axonema clasico (9+2) constituido por 9 dobletes de
microtubulos y un par central (figura 3E). Presenta predominantemente 2 aletas
flagelares, aunque ocasionalmente se encuentran espermatozoides con 3 proyecciones

laterales (figura 3B).



500 nm

Figura 3. Micrografias electrénicas de espermatozoides de Austrolebias affinis. A) corte de la
cabeza, la pieza media y parte del flagelo. B) corte transversal de flagelos, se observan
espermatozoides con dos y tres aletas. C) corte longitudinal de parte de la cabeza, la pieza
media y el flagelo, donde se observa el arreglo de lo centriolos. D) detalle de la cabeza y la
pieza media, se observa la disposicion de las mitocondrias. E) corte transversal de un flagelo,
donde puede observarse el axonema dasico 9+2. Nudeo (n); espacios electronltcidos (punta
de flecha); mitocondrias (m); el canal citoplasmatico (cc); centriolo proximal (cp); centriolo

distal (cd); fosa nuclear (fn); flagelo (f); aletas flagelares (flechas).



Austrolebias bellottii

Cabeza: no posee acrosoma y presenta nucleo con cromatina condensada
interrumpida por zonas electronlicidas generalmente pequefias (figura 4A). Posee una
fosa nuclear muy profunda que aloja completamente al centriolo proximal, mientras
que el distal se encuentra fuera. Ambos en posicién oblicua entre si y asociados a

material fibrilar osmiofilico dispuesto en forma radial (figuras 4Ay 4C).

Pieza media: es corta y presenta mitocondrias de tamaifio mediano dispuestas en una
Unica hilera, cuyas crestas son claramente visibles (figura 4D). El canal citoplasmatico

se hace presente (figura 4A).

Cola: el flagelo es Unico y su axonema presenta la organizacion clasica 9+2. Si bien se
encuentran espermatozoides con 1, 2 y 3 aletas flagelares (figuras 4B y 4E), existe una

clara predominancia de espermatozoides con 2 aletas.

11



Figura 4. Micrografias electronicas de espermatozoides de Austrolebias bellottii. A) corte
longitudinal de la cabeza, la pieza mediay parte del flagelo. B) corte transversal de flagelos, se
observan espermatozoides con una, dos y tres aletas. C) corte longitudinal de parte de la
cabeza, la pieza mediay el flagelo, donde se observa el arreglo de lo centriolos. D) vista parcial
de la cabeza y la pieza media, se observa la disposiddn de las mitocondrias. E) corte
transversal de una cola con una Unica aleta, donde puede observarse el axonema dasico 9+2.
Nucleo (n); espados electronlicidos (punta de flecha); mitocondrias (m); el canal
citoplasmatico (cc); centriolo proximal (cp); centriolo distal (cd); material osmiofilico (mo); fosa

nuclear (fn); flagelo (f); aletas flagelares (flechas).
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Austrolebias charrua

Cabeza: no posee acrosoma, presenta cromatina condensada con apariencia granular
(figura 5C) interrumpida por numerosos espacios electronltcidos de tamafios variados
predominando los pequeios (figura 5A). Los centriolos se disponen oblicuamente
entre si y presentan material fibrilar osmiofilico asociado. La fosa nuclear es poco

profunda y los centriolos se alojan fuera de ella (figura 5D).

Pieza media: es corta y presenta mitocondrias medianas y grandes con crestas poco
visibles dispuestas en una unica hilera. Posee canal citoplasmatico que separa la hilera

de mitocondrias del axonema (figura 5C).

Cola: el flagelo es Unico con axonema 9+2 (figura 5E). En los ejemplares de A. charrua
analizados, se observé que en los testiculos se encuentran espermatozoides con 2y 3

aletas flagelares, predominando los espermatozoides con 2 aletas (figura 5B).

13



Figura 5. Micrografias electrénicas de espermatozoides de Austrolebias charrua. A) corte de la
cabeza, la pieza media y parte del flagelo, se observa la cromatina, espacios electronlucdos,
fosa nudear, flagelo y disposicién de las mitocondrias. B) corte transversal de flagelos, se
observan espermatozoides con dos y tres aletas. C) detalle de la cabeza, |a pieza media vy el
flagelo. Se observa el canal citoplasmatico, el centriolo distal con material osmiofilico asociado.
D) corte longitudinal de la fosa nuclear, en la que se observa la disposicién de los centriolos. E)
Corte transversal de flagelos donde puede observarse el axonema clasico 9+2. Nucleo (n);
espacios electronlicidos (punta de flecha); mitocondrias (m); el canal citoplasmatico (cc);
centriolo proximal (cp); centriolo distal (cd); material osmiofilico (mo); fosa nuclear (fn); flagelo

(f); aletas flagelares (flechas).
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Austrolebias luteoflammulatus

Cabeza: no posee acrosoma y presenta cromatina condensada interrumpida por unos
pocos espacios electronlucidos, generalmente grandes (figura 6C). La fosa nuclear, de
profundidad moderada, contiene parcialmente al centriolo proximal, mientras que el

centriolo distal se ubica fuera de la misma (figuras 6A y 6D).

Pieza media: es corta y presenta canal citoplasmatico (figura 6D). Las mitocondrias son
generalmente grandes (mas de 500 nm) con pocas crestas visibles dispuestas en una

Unica hilera (figuras 6A y6D).

Cola: el flagelo es unico con axonema 9+2 (figura 6E). Predominan espermatozoides

con 2 aletas flagelares, aunque ocasionalmente pueden presentar 3 (figura 6B,

inserto).

15



500 nm lm

Figura 6. Micrografias electrénicas de espermatozoides de Austrolebias Iuteoflammulatus. A) y
D) corte longitudinal con detalle de estructuras presentes en la cabeza, pieza mediay flagelo.
B) corte transversal de colas. Se observan flagelos con dos y tres aletas (inserto). C) corte
longitudinal donde se observa parte de la cabeza con espacios electronlicidos grandes. E)
corte trasversal de un flagelo en el que se observa el axonema 9+2. Nucleo (n); espacios
electronltiddos (punta de flecha); mitocondrias (m); el canal citoplasmatico (cc); centriolo

proximal (cp); centriolo distal (cd); fosa nudear (fn); flagelo (f); aletas flagelares (flechas).
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Austrolebias melanoorus

Cabeza: no presenta acrosoma. El nucleo presenta cromatina condensada que a veces
muestra apariencia granular (figura 7C). La cromatina condensada esta interrumpida
por numerosos espacios electronlicidos generalmente pequefios (figura 7A). La fosa
nuclear es pequeiia (figura 7C) y ambos centriolos se alojan fuera de ésta. Los

centriolos se disponen en posicién oblicua entre si (figura 7D).

Pieza media: es corta y presenta canal citoplasmatico (figura 7C). Esta constituido por
mitocondrias generalmente de tamafio mediano con crestas poco visibles dispuestas

en una hilera unica (figura 7Cy 7D).

Cola: el flagelo es Unico con axonema 9+2 (figura 7E). Presenta 2 y 3 aletas flagelares

con predominio de espermatozoides con 2 aletas (figura 7B).

17



Figura 7. Micrografias electronicas de espermatozoides de Austrolebias melanoorus. A) y C)
corte longitudinal de la cabeza, pieza media y flagelo. Se observan la cromatina con espacios
electronltcddos; centriolo distal, canal citoplasmatico y disposicion de las mitocondrias. B)
corte transversal de colas, se observan flagelos con dos y tres aletas. D) corte transversal de la
pieza media dénde se observan mitocondrias y la disposicidon de los centriolos. E) corte
trasversal de flagelos donde se observa el axonema 9+2. Nucleo (n); espacios electronltcidos
(punta de flecha); mitocondrias (m); el canal citoplasmatico (cc); centriolos (cs); centriolo distal

(cd); fosa nudear (fn); flagelo (f); aletas flagelares (flechas).
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Austrolebias nigripinnis

Cabeza: no presenta acrosoma. La cromatina es altamente condensada
ocasionalmente interrumpida por espacios electronltcidos, generalmente de tamafio
medio o grande (alrededor de 300 nm) (figuras 8A y 8C). La fosa nuclear es profunda y
contiene al centriolo proximal; mientras que el centriolo distal se aloja fuera de ésta.

Los centriolos se presentan dispuestos en posicion oblicua entre si (figuras 8A 'y 8D).

Pieza media: es corta y se observa el canal citoplasmatico. Presenta mitocondrias de
tamafio medio (alrededor de 500 nm), electrondensas y con crestas bien marcadas

dispuestas en una Unica hilera (figuras 8Ay 8D).

Cola: el flagelo es unico con axonema 9+2 (figura 8E). Si bien se pueden observar
espermatozoides con 1, 2 y 3 aletas flagelares (figura 8B inserto), predominan aquellos

con 2 aletas (figura 8B).
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Figura 8. Micrografias electronicas de espermatozoides de Austrolebias nigripinnis. A) corte
longitudinal de la cabeza y la pieza media, se observan la cromatina condensada, espacios
electronltcdos, fosa nuclear, centriolos y mitocondrias. B) corte transversal de colas, se
observan flagelos con dos y tres aletas (inserto). C) corte longitudinal del nideo, con espacios
electronltcidos. D) corte longitudinal donde se observa parte de la cabeza, pieza media y
flagelo. E) corte trasversal de flagelos donde se observa el axonema 9+2. Nucleo (n); espacios
electronltiddos (punta de flecha); mitocondrias (m); el canal citoplasmatico (cc); centriolo

proximal (cp); centriolo distal (cd); fosa nudear (fn); flagelo (f); aletas flagelares (flechas).
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Austrolebias reicherti

Cabeza: no posee acrosoma y el nicleo presenta cromatina condensada con apariencia
granular interrumpida por numerosos espacios electronlicidos de tamanos variados
predominando los pequeiios (figuras 9A y 9C). La fosa nuclear es muy poco profunda y
los centriolos se alojan fuera de ella dispuestos oblicuamente entre si (figura 9D) y con

material fibrilar osmiofilico asociado a ellos (figura 9A).

Pieza media: es corta y presenta canal citoplasmatico (figura 9C). Las mitocondrias
suelen ser de tamafio medio o grandes y aparecen generalmente electrondensas con

crestas visibles dispuestas en una Unica hilera (figura 9Ay 9C).

Cola: el flagelo es Unico con axonema clasico 9+2 (figura 9E). Se pueden observar
espermatozoides con 1, 2 y 3 aletas flagelares, predominando aquellos con 2 aletas

(figura 9B).
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Figura 9. Micrografias electrénicas de espermatozoides de Austrolebias reicherti. A) y C) corte
de cabeza, pieza media y flagelo. Se observan la cromatina granular, fosa nuclear, centriolos,
material osmiofilico, canal ditoplasmatico, mitocondrias y flagelo. B) corte transversal de colas,
se observan flagelos con una, dos vy tres aletas. D) detalle de la cabeza y pieza mediaen que se
observa la disposicidon de los centriolos. E) corte trasversal de flagelos donde se observa el
axonema 9+2. Nucleo (n); espacios electronlucidos (punta de flecha); mitocondrias (m); el
canal citoplasmatico (cc); centriolo proximal (cp); centriolo distal (cd); material osmiofilico

(mo); fosa nuclear (fn); flagelo (f); aletas flagelares (flechas).
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Austrolebias vazferreirai

Cabeza: no presenta acrosoma. La cromatina condensada estd interrumpida por
numerosos espacios electronlicidos, en su mayoria pequeios (figura 10A). Presenta
fosa nuclear moderada que aloja parcialmente al centriolo proximal mientras que el
centriolo distal se aloja fuera de ésta (figuras 10C y 10D). La posicidn entre centriolos

es oblicua.

Pieza media: es corta y presenta mitocondrias generalmente pequenas
(aproximadamente 300 nm) con crestas marcadas dispuestas en una Unica hilera

(figuras 10A, 10C y 10D). Posee canal citoplasmatico pequefio.

Cola: el flagelo es Unico con axonema 9+2 (figura 10E). Se observan espermatozoides

con 2 y 3 aletas flagelares con predominio de espermatozoides con 2 aletas (figura

10B).
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Figura 10. Micrografias electrénicas de espermatozoides de Austrolebias vazferreirai. A) y C)
corte longitudinal de la cabeza, la pieza media y el flagelo. Se observan la cromatina con
espados electronltddos, la fosa nudear, los centriolos y las mitocondrias. B) corte transversal
de colas, se observan flagelos con dos y tres aletas. D) vista parcial de la cabeza y pieza media,
se observa la disposicion de los centriolos. E) corte trasversal de un flagelo donde se observa el
axonema 9+2. Nucleo (n); espados electronlicddos (punta de flecha); mitocondrias (m);
centriolo proximal (cp); centriolo distal (cd); fosa nuclear (fn); flagelo (f); aletas flagelares

(flechas).
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Morfologia subcelular del espermatozoide de Austrolebias

Los espermatozoides de todas las especies analizadas comparten algunas
caracteristicas de su ultraestructura. La cabeza esta ocupada casi completamente por
el ndcleo, cuya cromatina esta fuertemente compactada. En la zona posterior de la
cabeza, la envoltura nuclear se invagina dando lugar a la fosa nuclear. El grado de
invaginaciéon es variable y generalmente, cuando la fosa es profunda, aloja a los
centriolos. Tanto el centriolo distal como el proximal estan presentes en el
espermatozoide maduro y se disponen oblicuamente entre si. La pieza media es
pequefia y esta formada por una uUnica hilera de mitocondrias de numero, forma y
tamano variables. La cola esta formada por un Unico flagelo cuyo axonema presenta la
clasica disposicion de 9 pares de microtubulos periféricos y un par central. La
membrana plasmatica que rodea a todo el espermatozoide forma, en la region de la
pieza media, un pliegue que separa al axonema de las mitocondrias originando el canal
citoplasmatico. En la regidn de la cola, la membrana plasmatica se pliega formando
expansiones laterales a forma de aletas radiales respecto del axonema. El numero de

aletas laterales es variable de una especie a otra e incluso en un mismo individuo.

Ademads de compartir estas caracteristicas, se encontraron diferencias en la morfologia

subcelular de los espermatozoides de las ocho especies estudiadas (Tabla 1).

Caracteristicas diferenciales a nivel de la cabeza

En Austrolebias affinis y A. nigripinnis, el nlcleo presenta cromatina de aspecto
homogéneo, fuertemente compactada y de elevada electrondensidad (figura 11 C y D),
respecto de las otras especies analizadas. Sin embargo, en A. dffinis, los espacios
electronlicidos aparecen como espacios grises que no contrastan demasiado con la
apariencia de la cromatina compacta (figura 11 C). A diferencia de ello, el nucleo del
espermatozoide de Austrolebias nigripinnis y A. luteoflammulatus posee Aareas
electronlicidas mas claras y generalmente de mayor tamaio (figura 11 Cy A). En el
nucleo del espermatozoide de A. vazferreirai las dareas electronlicidas son

generalmente de menor tamafio y mds numerosas que lo descrito para las especies
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antes mencionadas (figura 11 B). En Austrolebias bellottii el nucleo del
espermatozoide, presenta areas electronlicidas que son generalmente de tamafio
similar a las de A. vazferreirai (figura 11 F y B). Tres de las ocho especies (A.
melanoorus, A. charrua y A. reicherti) ocasionalmente presentan en sus
espermatozoides cromatina con apariencia granular vy diferente grado de
electrondensidad, exhibiendo espacios electronlicidos generalmente numerosos y

pequefios (figura 11 E, G y H).

En todas las especies analizadas se detecté la presencia de una fosa nuclear en la
region posterior de la cabeza del esperma. Sin embargo su aspecto difiere entre
especies. En Austrolebias bellottii y A. nigripinnis, la fosa es significativamente
profunda y ocupa aproximadamente el 25% del didmetro nuclear y en ambos aloja
completamente al centriolo proximal (figura 11 F y D). Austrolebias luteoflammulatus y
A. vazferreirai, aunque menos profunda, también presentan fosa nuclear facilmente
distinguible, y la misma aloja al centriolo proximal de forma parcial y total,
respectivamente (figura 11 Ay B). En las otras especies estudiadas la fosa nuclear es
muy poco profunda y los centriolos se encuentran fuera de ella, ocupando el sector de
citoplasma ubicado frente a la fosa (figura 11 C, E, G y H). Los centriolos de A. bellottii,
A. reicherti y A. charrua exhiben fibras osmiofilicas perisféricas asociadas. En A.

bellottii estas fibras se disponen formando un arreglo radial (figura 11 F, Hy G).

Caracteristicas diferenciales a nivel de la pieza media

Las mitocondrias A. bellottii, A. nigripinnis, A. reicherti y A. vazferreirai presentan
crestas claramente visibles (figura 11 F, D, H y B), mientras que en el resto de las
especies se observan mitocondrias con escasas crestas, no muy evidentes. Por otro
lado, todas las especies presentan mitocondrias de tamafio medio o grande
(aproximadamente 500 nm o mas) excepto A. vazferreirai que exhibe mitocondrias de

menor tamafio (aproximadamente 300 nm) (figura 11 B).
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Figura 11. Micrografias electrénicas de cabeza y pieza media de espermatozoides de
Austrolebias. A. A. luteoflammulatus; B. A. vazferreirai; C. A. dffinis; D. A. nigripiniis; E. A.
melanoorus; F. A. bellottii; G. A. charrua; H. A. reicherti. Se observan: nucleo (N); espacios
electronltddos (puntas de flecha); membrana citoplasmatica (Cm); fosa nudear (Nf); centriolo
proximal (Pc); centriolo distal (Dc); axonema (Ax); mitocondrias (M); flagelo (F); canal

citoplasmatico (Cch). Barras =500 nm. (Tomado de Rodao y col., 2015)
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Caracteristicas diferenciales a nivel del flagelo

Como ya ha sido mencionado, el nimero de aletas laterales, formadas por expansion
de la membrana plasmatica del espermatozoide, varia tanto entre especies como
dentro de un mismo individuo. Si bien la ocurrencia de dos aletas flagelares prevalece
entre las especies estudiadas, se observé que las células espermaticas de A. affinis, A.
charrua, A. luteoflammulatus, A. melanoorus y A. vazferreirai pueden presentar
simultdaneamente, espermatozoides con dos y tres aletas flagelares (figura 12 C, G, A, E
y B). En A. bellottii, A. nigripinnis y A. reicherti los espermatozoides pueden desarrollar

flagelo con una, dos o tres aletas flagelares (figura 12 F, D y H).
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Figura 12. Micrografias electrénicas de corte transversal de colas de espermatozoides de
Austrolebias. A. A. luteoflammulatus; B. A. vazferreirai; C. A. dffinis; D. A. nigripiniis; E. A.
melanoorus; F. A. bellottii; G. A. charrua; H. A. reicherti. Se observan: axonema (puntas de

flecha); expansiones laterales (Lf). Barras =500 nm. (Tomado de Rodao y col., 2015)
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Tabla 1. Diferencias ultraestructurales del espermatozoide de las distintas especies de Austrolebias

Cabeza Pieza media Cola
, . Fosa nuclear / complejo . . Flagelo / Aletas
Nucleo / cromatina ./ el Mitocondrias gelo/
centriolar flagelares

Espacios intercromatinicos

Fosa nuclear muy poco profunda,

Mitocondrias muy
electrondensas, medianas y

Presenta 2 o 3 aletas

pequefos.

proximal.

cresta marcadas

. affinis o . )
ff electonlucidos pocos y pequerios | centriolos fuera dela fosa grandes con crestas poco flagelares
visibles
- L. Fosa nuclear muy profunda, aloja | Mitocondrias de tamafio
llottii Espacios intercromatinicos , X . . Presenta 1, 2 o 3 aletas
. bellottii . N al centriolo proximal, presencia | medio con crestas muy
electronlucidos pequefos ) . . flagelares
de material fibrilar asociado marcadas
. . Fosa nuclear poco profunda, . . .
Cromatina granular. Espacios . . Mitocondrias medianas y
. . L complejo centriolar fuera dela Presenta 2 o 3 aletas
. charrua intercromatinicos electronlucidos . . grandes con crestas poco
N fosa, presencia de material .. flagelares
generalmente pequefios . . visibles
fibrilar asociado
L L Fosa nuclear moderada, aloja . .
Espacios intercromatinicos . , Mitocondrias grandes con Presenta 2 o 3 aletas
. luteoflammulatus o parcialmente al centriolo >
electronlucidos pocos y grandes . crestas poco visibles flagelares
proximal.
Cromatina granular. Espacios . . .
. . L Fosa nuclear muy poco profunda, | Mitocondrias medianas con Presenta 2 o 3 aletas
. melanoorus intercromatinicos electronlucidos , ..
N centriolos fuera dela fosa crestas poco visibles flagelares
numerosos y pequefios
Espacios intercromatinicos Mitocondrias medianas,
P L. . Fosa nuclear poco profunda, que Presenta 1, 2 o 3 aletas
. higripinnis electronlucidos medianos y . , : electrondensas y con crestas
aloja al centriolo proximal flagelares
grandes muy marcadas
. . Fosa nuclear poco profunda,
Cromatina granular. Espacios ) ] . . .
: : . L . complejo centriolar fuera dela Mitocondrias medianas o Presenta 1, 2 o 3 aletas
. reicherti intercromatinicos eectronldcidos . ) o
o fosa, presencia de material grandes con crestas visibles flagelares
numerosos y pequefios _ .
fibrilar asociado
Espacios intercromatinicos Fosa nuclear moderada. Aloja . . =
- . . , Mitocondrias pequefias con Presenta 2 o 3 aletas
. vazferreirai electronlucidos generalmente parcialmente al centriolo

flagelares
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DISCUSION

El andlisis de la estructura fina del espermatozoide de Austrolebias affinis, A. bellottii,
A. charrua, A. luteoflammulatus, A. melanoorus, A. nigripinnis, A. reicherti y A.
vazferreirai, confirma que todos ellos poseen cabeza pequeia sin acrosoma y nucleo
esférico, pieza media corta con canal citoplasmatico y un largo flagelo. Este tipo de
espermatozoide es considerado primitivo desde el punto de vista evolutivo (Mattei,
1988) y es llamado aquaesperma anacrosomal (Jamieson, 1991). Para la familia
Rivulidae la descripcion ultraestructural completa del espermatozoide se ha realizado
en solo dos especies, Rivulus marmoratus (Kewon y col.,, 1998) y Melanorivulus
punctactus (Cassel y col., 2014). En ambos casos se reporta que los espermatozoides
poseen la estructura tipica de aquaesperma uniflagelado, lo que concuerda con lo

encontrado en este estudio para Austrolebias.

Todas las especies aqui analizadas parecen tener espermatozoides cuyas cabezas
presentan forma y didmetro similares. Si tenemos en cuenta que el diametro de Ia
cabeza de A. charrua es de 3.8 um (Arezo y col., 2007; Berois y col., 2015), vemos que
sus dimensiones son relativamente grandes en comparacion a lo reportado para otros
peces que también presentan espermatozoides del tipo aquaesperma, como ha sido
reportado para Rivulus marmoratus con 1.8 um (Kewon y col., 1998); Pagellus
erythrinus 1.62 um (Maricchiolo y col., 2004); Siniperca chuatsi con 1.43 um; S. kneri

con 1.77 umy S. scherzeri con 1.77 um (Luo y col., 2011).

Si bien en Austrolebias |la cromatina nuclear esta fuertemente condensada, se
observageneralmente interrumpida por areas electronllicidas detamaino variable.
Estos espacios electronltcidos han sido descritos también en Rivulus marmoratus
(Kewon y col., 1998) y Melanorivulus punctactus (Cassel y col., 2014), asi como para
otros peces no rivulidos (Quagio-Grassiotto y Carvalho 2000; Quagio-Grassiotto vy
Oliveira, 2008; Quagio-Grassiotto y col., 2011). Aunque las diferentes especies de
Austrolebias parecen mostrar distintos patrones en el tamafo y contraste de dichas
areas, la alta variabilidad de las mismas incluso dentro de un mismo individuo, no

parece prudente definirlo como un caracter especie-especifico. Mas aun, A. charrua, A.
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melanoorus y A. reicherti presentan cromatina con aspecto granular, de aspecto muy
similar a lo descripto para los espermatozoides de algunos miembros de la familia
Sparidae, preteneciente al orden Perciformes (Maricchiolo y col., 2004; Lahnsteiner y
Patzner, 2008; Maricchiolo y col.,, 2010). Por su parte, las demas especies de
Austrolebias analizadas aqui, presentan cromatina de textura compacta, caracteristica

mas frecuente entre los espermatozoides de peces teledsteos.

En los teledsteos, la posicion del complejo centriolar se relaciona con la forma de la
fosa nuclear (Quagio-Grassiotto y Oliveira, 2008), y ambas caracteristicas dependen del
tipo de espermiogénesis a través del cual se genera el espermatozoide maduro
(Mattei, 1970). Si la fosa nuclear es muy profunda, alojard a ambos centriolos; una fosa
de profundidad moderada alojara parcialmente al complejo centriolar y cuando la fosa
es poco profunda los centriolos se dispondran parcial ¢ totalmente fuera de ella

(Quagio-Grassiotto y Oliveira, 2008).

Las ochos especies de Austrolebias analizadas presentaron fosa nuclear, aunque con
algunas diferencias entre si. A. bellottii y A. nigripinnis presentan fosa nuclear profunda
gue aloja completamente al centriolo proximal, coincidentemente con lo descrito para
Rivulus marmoratus (Kewon y col., 1998). Por otro lado, A. luteoflammulatus y A.
vazferreirai presentan fosa nuclear moderada que aloja parcialmente al centriolo
proximal, lo cual coincide con lo descrito previamente para Melanorivulus punctactus

(Cassel y col., 2014).

Sin embargo cuatro de las especies analizadas en este estudio (A. affinis; A. melanorus;
A. reicherti y A. charrua), presentan fosa nuclear muy poco profunda. El complejo
centriolar, si bien se dispone enfrentado a la fosa, se ubica por fuera de ella. Esta es la
primera descripcion de centriolos alojados fuera de la fosa para miembros de la familia
Rivulidae (Rodao y col.,, 2015), ya que hasta el momento no se conocen otras

descripciones que den cuenta de esta caracteristica para este grupo.

Unicamente A. bellottii, A. charrua y A. reicherti mostraron material fibrilar osmiofilico
asociado a los centriolos, lo cual podria corresponder a lo descrito por Kweon y col.
(1998). Dichos autores describen la existencia de un anillo osmiofilico alrededor del

extremo anterior del centriolo distal en el espermatozoide de Rivulus marmoratus
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De acuerdo a lo reportado por Mattei (1970), Jamieson (1991) y Mattei (1991), la pieza
media del espermatozoide de teledsteos puede ser corta, simétrica y con un canal
citoplasmatico reducido, o larga y sin canal citoplasmatico. Este ultimo tipo de pieza

media, suele ser el mas comun entre Cyprinodontiformes (Cassel y col., 2014).

En Austrolebias |la pieza media es corta y con canal citoplasmatico reducido. Esto
podria responder a que estd constituida por una Unica hilera de mitocondrias, ademas
de no presentar vesiculas u otras estructuras que han sido descritas en la pieza media
de otros teledsteos (Baccetti y col., 1984; Gwo y col., 2004; Quagio-Grassiotto y
Oliveira, 2008; Cassel y col., 2014).

Las mitocondrias de la pieza media de Austrolebias, presentan un tamafno similar en
todas las especies analizadas, con excepcion de A. vazferreirai que presenta
mitocondrias mas pequefias. En todos los casos su distribucién es similar, se agrupan
rodeando la base del flagelo y se separan del axonema mediante un muy corto canal
citoplasmatico. Todas las especies presentan entre 5 y 8 mitocondrias por gameto. El
analisis mediante microscopia electrénica de barrido podria ayudar a determinar con
mayor exactitud, el ndmero de mitocondrias presentes en la pieza media del
espermatozoide de cada especie lo cual tiene ademas valor taxondmico. La disposicién
y numero aproximado de mitocondrias encontrado en Austrolebias, es similar al
reportado para otros rivulidos (Kweony col., 1998; Cassel y col., 2014). Las diferencias
mas notorias observadas en este estudio corresponden al aspecto de la matriz y

crestas mitocondriales.

Las mitocondrias de A. bellottii, A. nigripinnis, A. vazferreirai (y en menor medida A.
reicherti), presentan crestas bien marcadas y matriz electrondensa, similares a las
descritas para Rivulus marmoratus (Kweon y col., 1998). Las mitocondrias de A.
charrua, A. luteoflammulatus y A. melanoorus aparecen poco electrondensas y con
unas pocas crestas. Estas caracteristicas han sido reportadas por primera vez para
miembros de la familia Rivulidae (Rodao y col., 2015), y son similares a las descritas por
Quagio-Grassiotto y Oliveira, (2008), para Pimelodus maculatus, Siluriforme que
también presenta un espermatozoide primitivo similar al de Austrolebias. Por otro

lado, A. dffinis presenta mitocondrias con matriz electrondensa pero con crestas poco
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marcadas. En todas las especies analizadas, la distribucién de las mitocondrias no
parece ser simétrica, sino estar determinada por el angulo de insercién del flagelo, que
no es completamente perpendicular sino ligeramente tangencial a la base del nicleo.
Las mitocondrias se observan en menor nimero en la region de la pieza media en que
el flagelo y la cabeza forman un angulo agudo, dato también novedoso dentro de los

Rivulidos (Rodao y col., 2015).

Como en la mayoria teledsteos, incluidos otros rivulidos, el flagelo de todas las
especies de Austrolebias presenta el patron axonémico cldsico 9+2. Ademas, el flagelo
es Unico y la membrana plasmatica que lo recubre puede expandirse lateralmente
formando aletas (Rodao y col., 2015). La presencia de aletas flagelares es similar a la
descrita previamente por otros autores, para otras especies de peces, tanto marinos
como de agua dulce (Billard, 1978, 1983; Dreanno y col., 1999). En A. bellottii, A.
nigripinnis y A. reicherti los espermatozoides pueden presentar una, dos o tres aletas
flagelares; mientras que en A. affinis, A. charrua, A. luteoflammulatus, A. melanoorusy
A. vazferreirai los espermatozoides presentan flagelos con dos o tres aletas. Estas
variaciones se presentan incluso dentro de un mismo individuo con una ocurrencia
mayor de flagelos con dos aletas en todos los casos. Esto ha sido previamente
reportado por Thiaw y col. (1986), quienes describen este tipo de estructuras para 15
especies del orden Cyprinodontiformes, incluida Cynolebias whitey (familia Rivulidae),
con resultados similares a los observados para Austrolebias (Arezo y col., 2007; Garcia

y col., 2009; Rodao y col., 2015).

Cabe destacar que las observaciones realizadas aqui para A. charrua y A. reicherti
presentan diferencias a nivel del flagelo con las descripciones previas realizadas para
estas especies (Arezo y col., 2007; Garcia y col., 2009). Por un lado, Arezo y col. (2007)
describen el flagelo espermatico de A. charrua con dos, tres o cuatro aletas; mientras
gue, el analisis realizado en el presente estudio reporta espermatozoides con dos o
tres aletas. A su vez, Garcia y col. (2009) describen el espermatozoide de A. reicherti
con dos o tres aletas flagelares; mientras que aqui se observa también la presencia de
flagelos con una Unica aleta. Tal vez, esta diferencia se deba a la muy baja ocurrencia

de ambos tipos flagelares (con una 6 cuatro aletas), lo que dificulta su localizaciéon en
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las secciones ultrafinas de espermatozoides maduros utilizadas para su observacion

mediante MET.
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CONCLUSIONES

En resumen, el espermatozoide maduro de todas las especies de Austrolebias
estudiadas, presenta una estructura fina muy similar, y una serie de caracteristicas
propias para cada especie. Se trata de un espermatozoide primitivo simple, con tres
regiones claramente identificables: cabeza esférica relativamente pequefa, sin
acrosoma y ocupada casi en su totalidad por el nucleo celular. En éste, la cromatina se
observa condensada, interrumpida por zonas electronlicidas. En la region caudal del
nidcleo se presenta la fosa nuclear, cuya profundidad varia entre las especies
estudiadas. Ambos centriolos estan presentes en el espermatozoide maduro, pudiendo
alojarse en la fosa segln sea su profundidad. La pieza media es corta y esta integrada
por unas pocas mitocondrias dispuestas en torno al flagelo ocupando un mismo plano.
Entre las mitocondrias y el flagelo la membrana plasmatica se invagina dando lugar al
canal citoplasmatico. El flagelo es Unico, con axonema clasico 9+2 y presenta
expansiones de membrana plasmatica a modo aletas, cuyo numero varia entre
especies y dentro de un mismo individuo. Dicha organizacién es coincidente con la
descripta para espermatozoides de otras especies de peces de fecundacidn externa,
siendo esta la primera vez que, para peces anuales, se describe en detalle y

comparativamente, la organizacion subcelular del espermatozoide completo.
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PERSPECTIVAS

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en el presente trabajo, permitira
identificar cual 6 cuales de este conjunto de caracteristicas, que parecen ser especie-
especificas, tiene valor significativo y podrd (o no) ser utilizada en futuros andlisis

filogenéticos.

Por otra parte, el desarrollo de estudios complementarios que permitan correlacionar
la estructura fina con la funcionalidad de las caracteristicas observadas, permitird una
mejor comprensién de los procesos fisioldgicos que subyacen a la activacion
espermatica de estas especies, asi como también de las interacciones gaméticas, de

suma importancia para aquellos grupos entre los que existe hibridacidn.
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