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M. Carrillo

La primera revision en espanol de la reproduccion de los teledsteos
y su aplicaciéon en acuicultura (S. Zanuy y M. Carrillo) aparecio en 1987
como un capitulo del libro «Reproduccion en Acuicultura» que tam-
bién incluia la reproduccion de moluscos, crustaceos y algas. Este li-
bro, financiado por la Comisién Asesora de Investigacion Cientifica
y Técnica (CAICYT) y editado por J. Espinosa de los Monteros y U.
Labarta, permitié recoger y actualizar la informacion proporcionada,
por una serie de especialistas, en un curso para formacién de Técnicos
Superiores en Acuicultura impartido en el Pazo de Marifian (Galicia) en
1986. Durante ese periodo, la acuicultura era una actividad a impulsar
dado que los conocimientos fundamentales estaban en sus inicios y
eran escasos. El lanzamiento de programas especiales de investigaciéon
y desarrollo (I+D) por la Comision Asesora de Investigacion Cientifica 'y
Técnica (CAICYT), pioneros en Espafa, ayudo a solventar estas graves
deficiencias que la situaban en franca desventaja frente a otros paises
cuya investigacion se iba adecuando al interés creciente de la activi-
dad acuicola. Desde los afios 70 hasta el presente, la acuicultura ha
experimentado un avance imparable con un crecimiento aproximado
de un 8,8% anual (Estadisticas de la FAO). En Espafa, desde finales de
la década de los 80 y durante el transcurso de dos décadas mas, los
avances en investigacion y desarrollo, incluyendo personal, nimero de
publicaciones e infraestructuras han sido considerables. Ello ha ido en
paralelo con la produccién acuicola mundial que en el 2004 alcanzé
45,5 millones de toneladas, frente a los 95 millones obtenidos por
las pesquerias. Ademas, se vislumbra un balance positivo en favor de
la acuicultura para la cual, en el 2010, se espera una producciéon de
53 millones de toneladas frente a los 93 millones esperados en las
pesquerias. Han pasado ya 21 afos desde la publicacion de la pri-
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mera revision en el afio 1987 y los avances en los conocimientos en
reproduccion de peces, hasta la actualidad, han sido muy importantes.
Uno de los aspectos que ha cambiado notablemente es el numero
de especies de peces cultivadas, con claras tendencias a aumentar. A
diferencia de los sistemas terrestres de produccion animal, basados en
un numero limitado de especies animales y vegetales, en la produccién
acuicola figuran mas de 240 especies de animales y plantas cultivadas,
gue representan a un total de 94 familias. De esta produccién mundial
por acuicultura el grupo de los peces es el que ocupa el primer lugar.
Las estadisticas de la FAO indican que en el 2004 se produjeron 27
millones de toneladas de peces, 14 millones de plantas acuaticas, otro
tanto de moluscos y 4 millones de crustaceos. La investigacion cienti-
fica ha ido en paralelo a la produccién acuicola y en particular, en el
caso de los peces, esta se ha beneficiado, de manera importante, de
los estudios en biotecnologia y biologia molecular de las dos ultimas
décadas. Estos, en particular, han permitido profundizar, aun mas, en
el conocimiento e implementar nuevas aplicaciones en reproduccién
de peces. Todos estos hechos justifican, y en consideracion de la enor-
me informacion acumulada al respecto, que el presente libro haya con-
centrado su tematica solo a la reproduccion de los peces. Asi mismo,
la diversidad de los temas se ha incrementado de manera muy notable
por lo que ha sido necesario solicitar la colaboracién de distintos espe-
cialistas para llevar a cabo revisiones actualizadas de los avances mas
importantes en materia de reproduccion de peces. Esto ha dado lugar
al desarrollo de 10 tépicos diferentes que aparecen reflejados en los
capitulos que componen el presente libro.

Uno de los aspectos mas importantes y menos conocidos de la re-
produccion es saber cémo se integra la informacién ambiental en el
cerebro de los peces y como se realiza su transduccién en sefiales neu-
ronales y neuroenddcrinas, capaces de modificar otras estructuras y
hormonas implicadas en el proceso reproductor. En este sentido los
avances han sido espectaculares. Por poner un ejemplo, se han descri-
to hasta 6 isoformas de GnRH especificas de los teledsteos. Esta es una
neurohormona clave para la sintesis y liberacién de las gonadotrofinas
hipofisarias y por tanto, esencial para la iniciacién y mantenimiento del
eje reproductor. Se conocen algunas de las funciones de sus diferen-
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tes isoformas, pero muchas estan adn por definir. Ante tal avalancha
de nuevos conocimientos en neuroendocrinologia, era necesario dedi-
car un capitulo al tema: «Cerebro y reproduccién de peces: bases
neuronales y neuro-enddcrinas» que ha sido desarrollado por el
Dr. José Antonio Mufioz Cueto del Departamento de Biologia, Facultad
de Ciencias del Mar y Ambientales de la Universidad de Cadiz.

Incursionando un poco mas en la ruta del eje cerebro-hipdfisis-go-
nadas, también era precisa una actualizacion, en profundidad, de las
hormonas que rigen la funcion reproductora, a nivel de la hipofisis y
de las génadas, por su entronque directo con un aspecto mas aplicado
de esta funcién en cautividad. En estos Ultimos afios se han clonado la
FSHy la LH y sus respectivos receptores en varias especies de teledsteos
y entre otros avances, se han desarrollando inmmunoensayos especifi-
cos que han permitiendo estudiar la funcién reproductora de una ma-
nera mas adecuada y precisa. Ademas, muchos de los mecanismos que
regulan la gametogenesis de los teledsteos han sido desvelados gracias
a resultados, muy exactos, obtenidos a través de la aplicacion de las
técnicas de biologia molecular. En consecuencia, los conocimientos e
interrogantes que se tenia de todos estos procesos en la década de los
80, en la actualidad, han alcanzado niveles éptimos de comprension
generando respuestas y soluciones practicas a las preguntas plantea-
das desde entonces. Por ello se ha dedicado otro capitulo a este im-
portante aspecto. La Dra. Silvia Zanuy y sus colaboradores del Instituto
de Acuicultura de Torre de la Sal-CSIC en Castellén, han desarrollado
el capitulo titulado: «La regulacién y control hormonal del proceso
reproductor de los teleosteos», con la finalidad de presentar una
vision mas actualizada de este tema.

El proceso reproductor, basicamente, estd compuesto por ritmicida-
des hormonales diarias y estacionales que estan estrechamente acopla-
das con variaciones periédicas ambientales como la luz y la temperatura.
Los cientificos, desde hace mucho tiempo, se plantean preguntas tales
como: ¢Cuales son los mecanismos de accion de los pardmetros am-
bientales sobre los ritmos enddgenos de reproducciéon?, ; Cdmo actlan
los factores ambientales sobre la periodicidad de los ciclos sexuales de
los peces?, ¢Se puede inhibir o retrasar el inicio de la pubertad o del
proceso reproductor de los peces por manipulacion de la luz?,; Que im-
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plicaciones tiene toda esta manipulacién ambiental sobre la acuicultura?
El Dr. M. Carrillo y sus colaboradores del Instituto de Acuicultura de To-
rre de la Sal-CSIC en Castellén, han intentado responder a todos estos
interrogantes desarrollando el capitulo: «El control ambiental de la
reproduccién de los peces con especial referencia al control del
ciclo sexual, de la pubertad y de la precocidad».

Uno de los aspectos largo tiempo ignorado en Acuicultura, a pesar
de su importancia tedrica y aplicada, ha sido la determinacion y dife-
renciacion sexual en los peces. Estos pardmetros, de naturaleza de-
mografica, han sido los responsables de la proporcién de sexos en las
poblaciones condicionando su estructura y su capacidad reproductora.
En consecuencia éstos, por derecho propio, estarian implicados en la
supervivencia de las especies. El estudio de la determinacién y diferencia-
cion sexual se ha convertido en un drea muy activa de investigacion y el
Dr. Francesc Piferrer del Instituto de Ciencias del Mar del CSIC de Barce-
lona en el capitulo: «Determinacion y diferenciacién sexual en los
peces», presenta una vision de conjunto, de este importante tema. Este
capitulo busca respuestas a numerosos interrogantes entre los cuales
podriamos citar: ; Como influye el medio ambiente en la proporcién de
sexos?, ¢Que genes estan implicados en ello?, ;Cémo se aprovecha la
acuicultura de la ventaja del dimorfismo sexual de las especies?.

Una adecuada alimentacion, administrada a los reproductores, influ-
ye directamente sobre la fisiologia y regulacion hormonal del animal e
interviene, de manera directa, sobre la calidad y cantidad de huevos y
larvas producidos. Ademas, por su aplicacion practica, es muy impor-
tante determinar el tiempo necesario para que la dieta influya sobre la
calidad de las puestas. Esta area de conocimiento, ubicada en la inter-
fase nutricion-reproduccion, requeria de una visiéon conjunta, acerca de
la influencia de los componentes nutricionales de las dietas, la tasa de
ingesta y la duracién del periodo de alimentacion sobre etapas tempra-
nas de desarrollo de huevos y larvas de los peces. Los Drs. Hernandez
Palacios y Marisol Izquierdo del Grupo de Investigacion de Acuicultura
del Instituto Canario de Ciencias Marinas y de la Universidad de las Pal-
mas de Gran Canaria (ICCM-ULPGC) en Gran Canaria, abordan este
reto con un capitulo sobre: «Efectos de la dieta de los reproductores
sobre la puesta» en el que desarrollan todos estos aspectos.
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Los estudios de los mecanismos endocrinos que controlan la repro-
duccién de los peces, han generado la informacion necesaria para de-
sarrollar protocolos de manipulaciéon ambiental y hormonal para indu-
cir la puesta en cautividad. Un mecanismo directamente implicado en
la supervivencia de huevos y embriones es el de la maduracién, hidra-
tacion y ovulacion del oocito. A pesar de su potencial importancia para
la acuicultura, en aspectos tales como la evaluacién de la viabilidad
de los huevos o la criopreservacion de huevos y embriones, se conoce
poco acerca de las bases moleculares de este mecanismo. El Dr. Joan
Cerda, del laboratorio IRTA-Instituto de Ciencias del Mar de Barcelo-
na presenta una revision actual en el capfitulo titulado: «Mecanismos
moleculares durante la maduracién y ovulacién del oocito de
teleosteos: avances recientes y su aplicacion en acuicultura».

La capacidad de suspender la actividad celular del germoplasma du-
rante un tiempo indefinido aplicando temperaturas bajas y lograr una
posterior reanimacion, es una técnica de extraordinario interés para
el manejo de la reproduccién, la conservacion de la biodiversidad y
el mantenimiento de variedades de especial valor biotecnoldgico en
peces. La Dra. M.? Paz Herraez del Departamento de Biologia Mole-
cular de la Universidad de Ledn en el capitulo: «Criopreservacion de
gametos y embriones», plantea los fundamentos de la criopreserva-
cion celulary sus aplicaciones a la reproduccién de peces. Este capitulo
proporciona protocolos de inseminacion artificial, asi como los avances
conseguidos en la congelacion de embriones, ovocitos y blastémeros.
Todo ello enmarcado en un area de un enorme potencial biotecnolé-
gico.

El desarrollo imparable de las actividades humanas ha llevado parejo
problemas de contaminacién ambiental y acumulacion de sustancias
guimicas que, junto con las producidas por la naturaleza, son capaces
de interaccionar con los sistemas endocrinos de los peces. Ello altera
su homeostasis corporal e incide negativamente sobre el crecimiento,
el desarrollo sexual y el comportamiento reproductor. El Dr. José Maria
Navas, del Departamento de Medio Ambiente del Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) presenta un ca-
pitulo sobre: «Los perturbadores endocrinos y sus posibles efectos
en la reproduccion de peces cultivados». Esta revision profundiza
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en las alteraciones fisioldgicas que subyacen en el fenémeno de la
disrupcién endocrina, centrandose en los mecanismos de actuacion de
los diferentes disruptores endocrinos y su posible incidencia sobre las
explotaciones acuicolas.

Uno de los grandes retos a los que se ha tenido que enfrentar la
investigacién acuicola es el de la diversificacion, con el consiguiente
incremento de nuevas especies cultivadas de las que practicamente, se
desconocia su biologfa reproductiva. Para ser eficaz, todo sistema de
produccion debe disponer de unos conocimientos previos acerca de
los patrones y mecanismos reproductores de las nuevas especies que
se pretenden cultivar. Por otro lado, era preciso el punto de vista del
profesional de los cultivos, tanto sobre la importancia de esta diversifi-
cacién sobre los mismos, como a que problemas practicos se enfrenta.
Estas han sido algunas de las razones por las que se ha incluido el
capitulo: «Relevancia de la reproduccion en la diversificacion de
la piscicultura marina en Espafia» escrito por el Dr. José Pedro Ca-
fabate del Instituto de Investigacién y Formacion Agraria y Pesquera
(IFAPA) del centro El Toruno (Junta de Andalucia).

El desarrollo actual de la acuicultura Espafiola y los vinculos histori-
cos establecidos con los paises iberoamericanos, permiten establecer
relaciones cientificas estratégicas de colaboracién internacional con to-
dos ellos. Latinoamérica presenta unas condiciones Unicas y privilegia-
das para desarrollar cultivos de peces que, ademas al ser muy diversos,
tienen estrategias reproductoras muy diferentes a las de las especies
que se cultivan en Espafia. Asi por ejemplo, el crecimiento de la pro-
duccién acuicola en peces, crustadceos y moluscos, en los paises en
vias de desarrollo, ha sido superior al registrado en los desarrollados,
con un incremento del 10,2% desde 1970 frente al 3,9 de los paises
desarrollados. Ademas, la mayor produccion acuicola de los paises en
desarrollo es en peces omnivoros/herbivoros y en especies que se ali-
mentan por filtracién. En cambio, en los paises desarrollados, casi las
34 partes de la produccion piscicola es de especies carnivoras. A pesar
de estas enormes diferencias entre las especies cultivadas en Espafa y
en Latinoamérica, seguramente es factible aplicar conocimientos desa-
rrollados en especies modelo en Espafa a especies nativas de Latino-
ameérica. Esto puede dar como resultado el desarrollo de estudios de
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fisiologia y endocrinologia comparada que previsiblemente tendran un
fuerte impacto en acuicultura. Por ello, previamente, es importante co-
nocer cual es la situacion actual de la reproduccion de peces en Latino-
américa y en cierta manera, disponer de un inventario de especies po-
tenciales para los cultivos. Los Doctores Vicente Gracia Lopez, del Cen-
tro de Investigaciones del Noroeste, S.C. (CIBNOR) de Baja California
(México) e lvan Valdebenito Isler, de la Escuela de Acuicultura, Facultad
de Recursos Naturales de la Universidad Catolica de Temuco (Chile),
han respondido a esta demanda con un capitulo sobre: «Reproduc-
cion de peces marinos y de agua dulce en Latinoamérica». Estos
autores sefialan una produccién escasa y fluctuante de peces marinos y
a pesar de disponer de informacion cientifica sobre la reproduccién de,
al menos ocho familias de peces, ésta todavia no se ha traducido en
produccion industrial. Esta situacién contrasta con las especies de agua
dulce, en particular en los salménidos, con una produccién de mas de
600.000 toneladas, en los que se han implementado practicamente
todas las tecnologias de la reproduccion, desde la induccién a la puesta
a la crio-preservacion de gametos.
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CEREBRO Y REPRODUCCION
EN PECES: BASES NEURALES
Y NEUROENDOCRINAS

José Antonio Muinoz Cueto

Departamento de Biologia.

Facultad de Ciencias del Mar y Ambientales.
Universidad de Cadiz

Resumen

La reproduccion en peces es un proceso de enorme interés, tanto basico
como aplicado, dada la posicion filogenética que ocupan los peces en la
escala de vertebrados y la relevancia de este evento para la acuicultura.
Este proceso fisioldgico, de marcado caracter estacional, es el resultado de
la integracion de la informacién ambiental por sistemas sensoriales es-
pecificos y su transduccion en una cascada hormonal que tiene lugar a lo
largo del eje pineal-cerebro-hipdfisis-goénada, y que tiene por objeto que
la reproduccion tenga lugar en el momento mas favorable para la supervi-
vencia de la progenie. El érgano pineal y el cerebro desempefian un papel
relevante en la actividad del eje reproductivo ya que desarrollan funciones
receptoras, integradoras y efectoras. En este capitulo abordaremos el papel
desempefiado por el 6rgano pineal y el cerebro en la integracion de la in-
formacion ambiental y en su transduccion en una serie de sefiales neurales
y neuroendocrinas que modulan la actividad y secrecion de otras estructu-
ras y hormonas implicadas en el proceso reproductivo.

Abstract

Fish reproduction is a physiologically relevant process with both basic
and practical interest given the high number of fish species, their key position
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in vertebrate phylogeny and their increasing importance for Aquaculture.
Seasonal reproduction in fish is the consequence of the adequate integration
of environmental cues by specific sensory systems and their transduction into
a hormonal cascade throughout the pineal-brain-pituitary-gonadal axis. As
a result, this event occurs in the moment of the year being most favorable for
the survival of the progeny. The pineal organ and the brain play a crucial
role within the reproductive axis since they exhibit receptor, integrating and
efectors functions. In this chapter, we will review the role played by the pi-
neal organ and the brain in the integration of the environmental information
and its transduction into neural and neuroendocrine signals that modulate
the activity and secretion of other structures and hormones involved in the
reproductive process.

1.1. INTRODUCCION

Un reto de la acuicultura es la diversificacion y la reproducciéon con-
trolada de nuevas especies de interés comercial. Sin embargo, en la
mayoria de los casos la reproduccién en cautividad de estas nuevas
especies sigue siendo un proceso poco controlado y aleatorio en gran
parte de las instalaciones piscicolas. Estos problemas son, en parte, la
consecuencia de alteraciones en las condiciones ambientales (ciclos de
luz y temperatura, etc) a las que se hallan sometidos los animales en
cultivo, y gue en muchos casos difieren sensiblemente de las condicio-
nes que encuentran en el medio natural. Si a esto le unimos los pro-
blemas asociados al desarrollo (viabilidad, malformaciones), el manejo
(estrés, patologias) y la alimentacién (en muchos casos los piensos no
estan del todo equilibrados para la especie en cuestion), resulta facil
comprender la dificultad que supone incorporar nuevas especies para
su explotacién en acuicultura. Todas estas alteraciones afectan la evo-
lucion normal del proceso reproductivo porque perturban el sistema
endocrino a distintos niveles del eje pineal-cerebro-hipd&fisis-gonada
(Figura 1). Por ello, el esclarecimiento de los mecanismos de integra-
cion de la informacion ambiental y el conocimiento de los eventos
endocrinos y neuroendocrinos que regulan la reproducciéon repre-
sentan aspectos cruciales para la Acuicultura de estas especies, ya
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El eje reproductivo en peces
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FIGURA 1.

Esquema representativo
del eje pineal-cerebro-
hipéfisis-génada que
gobierna el proceso
reproductivo en peces.

gue pueden favorecer notablemente el control de su ciclo reproduc-
tivo y permitir resolver problemas cotidianos que se presentan en la
practica acuicola.

El 6rgano pineal y el cerebro desempefian un papel relevante en
la actividad del eje reproductivo ya que poseen funciones receptoras,
integradoras y efectoras. En este capitulo abordaremos el papel que
desempefian el érgano pineal y el cerebro en la integracién de la infor-
macion ambiental y en su transduccién en una serie de sefiales neu-
rales y neuroendocrinas que modulan la actividad y secrecion de otras
estructuras y hormonas implicadas en el proceso reproductivo.

1.2. EL. ORGANO PINEAL: INTEGRACION
NEURALY NEUROENDOCRINA
DE LA INFORMACION AMBIENTAL

La reproduccion de los peces es un proceso de marcado caracter
ritmico, que se encuentra regulado por factores ambientales ciclicos
como el fotoperiodo y la temperatura. Asi, en nuestras latitudes los
animales estan expuestos en el medio natural a los cambios diarios y
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estacionales de los ciclos de luz-oscuridad (dias mas largos en verano,
dias mas cortos en inviernos, y dias de duracién intermedia en prima-
vera y otoo) y a los cambios progresivos en la temperatura del agua
(aguas mas calidas en verano, aguas mas frias en invierno, temperatu-
ras intermedias en primavera y otofo). Estas variaciones en la duracion
de los dias y en la temperatura del agua son periddicas y repetitivas de
un ano a otro y representan sefales muy fiables para los peces. En res-
puesta a estas variaciones ciclicas, y de forma adaptativa, los animales
han seleccionado la época del ano que resulta méas favorable para la
reproduccién y la supervivencia de su progenie. Esto hace que algunas
especies como la dorada o la lubina se reproduzcan en invierno y que
otras como el lenguado se reproduzcan en primavera y, en menor me-
dida, en el otofio.

El conocimiento de los mecanismos que subyacen en el control am-
biental de la reproduccién tiene no sélo un interés basico sino también
un interés aplicado para controlar el proceso reproductivo de peces.
Los primeros resultados claros de manipulacion fotoperiédica en pe-
ces, fueron obtenidos por Hoover (1937). En estos primeros ensayos se
comprobd que la exposicion de truchas a ciclos comprimidos, mas cor-
tos de un afo, producia un adelanto del tiempo de las puestas en 3-4
meses con respecto a los animales mantenidos en fotoperiodo natural.
Posteriormente estudios realizados por otros autores en varias especies
de peces, tales como la dorada (Zohar et al., 1995), la lubina (Carrillo
et al., 1995) y el lenguado (Devauchelle et al., 1987; Ramos, 1985),
demostraron que las puestas se adelantaban cuando se utilizaban ciclos
naturales de luz comprimidos y se atrasaban si los fotoperiodos estacio-
nales se extendian a periodos superiores a un afio. Esta modificacién es-
tacional del fotoperiodo ha sido una practica muy habitual desde hace
tiempo para adelantar o retrasar las puestas en algunas especies como
la trucha (Bromage et al., 2001) y la lubina (Carrillo et al., 1993; Zanuy
et al., 1995). Una revision detallada de estos estudios se puede encon-
trar en el capitulo dedicado al control ambiental de la pubertad y de los
ciclos reproductores elaborado por Manuel Carrillo en este libro.

Pero para que la reproduccién tenga éxito, los individuos no sélo de-
ben sincronizarse con las variaciones de los factores ambientales sino
gue es preciso que se produzca también una sincronizaciéon de los repro-
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ductores entre si, de forma que maduren simultdneamente. El desarrollo
adecuado de todos estos procesos requiere multiples y complejas inte-
racciones que tienen lugar a lo largo del eje pineal-cerébro-hipofisis-
gonada (Figura 1). Para ello, los individuos disponen de sistemas sen-
soriales y receptores especificos que perciben los estimulos ambientales
(fotoperiodo, temperatura, etc.) y sociales (presencia de otros individuos,
densidad de poblacién, proporcién de sexos, etc). Como veremos en este
capitulo, el 6rgano pineal, una estructura neural con capacidad secreto-
ra, desempefa en peces un papel muy importante en la percepcion de la
informacion del fotoperiodo y la temperatura y en la codificaciéon de esta
informacién en sefiales nerviosas (neurotransmisores) y neuroendocrinas
(melatonina) que permiten la sincronizaciéon ambiental de numerosos
procesos ritmicos, entre ellos la reproduccién. Esta informaciéon sumi-
nistrada por el 6rgano pineal debe alcanzar de forma directa o indirecta
el hipotalamo y la hipdfisis, para modular la sintesis de factores regula-
dores hipotalamicos y gonadotrofinas hipofisiarias, las cuales dirigen los
ritmos de desarrollo gonadal y la reproduccion.

En vertebrados como los agnatos, los peces y los anfibios, la glan-
dula pineal es un érgano fotosensible que posee verdaderos pinealo-
citos fotorreceptores vy, en el curso de la evolucion, estos pinealocitos
han perdido progresivamente sus propiedades fotorreceptoras (Falcon,
1999; Ekstrom y Meissl, 2003). Asi, en mamiferos la captacién de la
informacién luminosa reside exclusivamente en la retina, ya que es
la estructura que presenta células fotorreceptoras (conos y bastones).
Esta informacién de la retina llega al cerebro a través de un tracto
retino-hipotaldmico y alcanza diversos nucleos nerviosos, entre ellos
el nucleo supraquiasmatico, donde se localiza el marcapasos central
gue controla los ritmos biolégicos. A través de una serie de relevos
neuronales que implican a poblaciones celulares de la medula espinal,
esta informacion de la luz llega a la glandula pineal, que responde
secretando melatonina de forma ritmica (secrecién nocturna) para sin-
cronizar numerosos ritmos bioldgicos (Collin et al., 1989). Los reptilesy
aves presentan una organizacion intermedia, en los cuales tanto la ruta
intracraneal como el tracto retino-hipotalamico median en el acceso de
la informacion sobre el fotoperiodo hasta la glandula pineal (Collin et
al., 1989; Falcon, 1999).

——
[
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1.2.1. Organizacién anatémica y tipos celulares

El 6rgano pineal de peces es una estructura fotorreceptora alargada
gue se localiza en la linea media, entre el telencéfalo y el techo éptico
(Ekstrom y Meissl, 1997; Falcon et al., 2007b). Consta de un tallo proxi-
mal estrecho y de una vesicula distal mucho mas expandida (Figura 2).
El tallo pineal se encuentra unido al techo del diencéfalo mediante un
tracto de fibras que contiene las proyecciones aferentes y eferentes
del 6rgano pineal. La pared epitelial de la vesicula pineal es de espe-
sor variable, se encuentra muy vascularizada y encierra un limen muy
replegado delimitado por pinealocitos fotorreceptores, si bien en la
pared pineal se observan también neuronas, células de apariencia glial
y células endoteliales. El 6rgano pineal de peces suele adoptar una
disposicién mas o menos vertical y se ancla mediante tejido conjuntivo
al cartilago presente justo debajo de una ventana pineal que permite
el paso de la luz ya que posee menos melanéforos que el resto de la
piel del craneo (Figura 3).

La naturaleza quimica de los elementos celulares que componen el
6rgano pineal de peces ha sido puesta de manifiesto mediante técnicas
citoguimicas, inmunohistoquimicas y de hibridacién in situ, que han
permitido identificar tanto las células secretoras de melatonina como
las células fotorreceptoras y las células gliales (Ekstrom y Meissl, 1997;
Falcon et al., 2007b). Dado que la melatonina es altamente difusible y
no se acumula en los pinealocitos, las células secretoras de melatonina
han sido localizadas mediante el uso de anticuerpos dirigidos frente a
la serotonina, un precursor en la sintesis de melatonina, o frente a la
enzima Ultima en la sintesis de melatonina, la hidroxi-indol-O-metil-
transferasa o HIOMT (Falcén et al., 1994; Ekstrom y Meissl, 1997). A su

FIGURA 2.

El 6rgano pineal de la
lubina. Visién dorsal. TEL,
telencéfalo; TO, techo dptico;
TP, tallo pineal; VP, vesicula
pineal (A. Servili).
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FIGURA 3.

Seccién histolégica transversal del 6rgano
pineal de la lubina en la que se observa

la vesicula pineal anclada en la base de la
ventana pineal. H, habénula; TEL, telencéfalo;
TO, techo 6ptico; TP, tallo pineal; VP, vesicula
pineal (P. Herrera-Pérez).

vez, las células fotorreceptoras han sido evidenciadas mediante el uso
de diferentes anticuerpos anti-rodopsina y anti-cono opsina. Reciente-
mente, ademas de los fotopigmentos de tipo rodopsina se ha puesto
de manifiesto en la pineal de peces la presencia de fotopigmentos de
tipo cono opsina con distinta fotosensibilidad (verde y ultravioleta), asf
como dos nuevos tipos de opsinas denominadas «pinopsina» y «opsi-
na ancestral de vertebrados», que se expresan en células diferentes de
los conos y los bastones (Fejér et al., 1997; Forsell et al., 2001; Philp et
al., 2000a, 2000b). En cualquier caso, los estudios inmunohistoquimi-
cos han permitido determinar que las células secretoras de melatonina
y las células fotorreceptoras se distribuyen tanto en el tallo como en la
vesicula pineal (Figura 4) y que una importante proporciéon de células
HIOMT- o serotonina-positivas (secretoras de melatonina) tienen capa-
cidad fotorreceptora directa ya que también presentan inmunorreacti-
vidad frente a los anticuerpos anti-opsina (Falcén et al., 2007b).

El andlisis ultraestructural mediante microscopia electrénica ha per-
mitido identificar las caracteristicas celulares y sub-celulares del 6rgano
pineal de peces (Ekstréom y Meissl, 1997, Falcdn et al., 2007b). Las célu-
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FIGURA 4.
Localizaciéon inmunohistoquimica de células
HIOMT-inmunorreactivas secretoras de melatonina
(A) y células fotorreceptoras opsina-inmunorreactivas
(B) en el 6rgano pineal del lenguado. SD, saco dorsal;
TP, tallo pineal; VP, vesicula pineal (E. Confente).

las fotorreceptoras presentan una clara polarizacién, con un segmento
externo en posicion apical que se caracteriza por la presencia de lame-
las membranosas apiladas, que contienen los fotopigmentos (Figura 5).
Este segmento externo se encuentra unido al segmento interno por
una estructura ciliar con la organizacion caracteristica 9 + 0. El segmen-
to interno es rico en mitocondrias y esta unido a la porcién medial, ca-
racterizada por la presencia de un nucleo con un nucleolo prominente.
El polo basal contiene la regién de contactos sindpticos entre las células
fotorreceptoras y las neuronas de segundo orden, que tiene lugar, de
forma mayoritaria sobre las dendritas de las mismas. La mayoria de los
axones de estas neuronas de segundo orden son axones amielinicos, si
bien en ocasiones se observa en el érgano pineal de peces la presencia
de axones mielinicos. Asimismo, se observa la presencia de uniones es-
trechas entre células pineales lo que indica la existencia de acoplamien-
to eléctrico entre poblaciones celulares, probablemente para emitir una
respuesta coordinada (Ekstrém y Meissl, 1997).

1.2.2. Conexiones neurales

El 6rgano pineal de peces se encuentra conectado de forma bidi-
reccional con el cerebro a través de proyecciones eferentes que salen
del 6rgano pineal, y de proyecciones aferentes que llegan al érgano
pineal. Estas conexiones han sido dilucidadas en lampreas, elasmo-
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FIGURA 5.

branquios y peces teledsteos mediante el uso de marcadores retro-
grados y anterdgrados de trazado neuronal tales como la peréxidasa
de rabano, lisina-cobalto, Dil, etc (Ekstrom et al., 1994; Jiménez et al.,
1995; Yafiez y Anadén, 1998; Pombal et al.,, 1999; Mandado et al.,
2001). Las proyecciones eferentes del érgano pineal pueden conside-
rarse como una sefial neural de salida de la informacion del fotope-
riodo hacia areas centrales del sistema nervioso. Estos estudios han
revelado la existencia de un tracto eferente desde el tallo pineal hacia
la porcién mas lateral de la habénula y hacia el tdlamo ventral. Este
tracto de fibras alcanza la comisura posterior, progresa a través del
fasciculo retroflexo y envia terminales nerviosas al tadlamo dorsal, el
pretecto periventricular, el &rea pretectal central, el tubérculo posterior,
el nucleo tuberal posterior y el sinencéfalo dorsal. A su vez, el érgano
pineal de peces recibe proyecciones centrales originadas en neuronas
que, en gran medida, se localizan en las mismas areas inervadas por las
proyecciones eferentes del érgano pineal, esto es, la eminencia talami-
ca, la habénula, el nucleo ventromedial del tdlamo ventral, el tadlamo
dorsal, el pretecto periventricular, la comisura posterior, el tubérculo
posterior y el sinéncefalo dorsal (Ekstrom et al., 1994; Jiménez et al.,
1995; Yanez y Anadén, 1998; Pombal et al., 1999; Mandado et al.,
2001). Muchas de estas areas se solapan con regiones cerebrales que
aparecen también conectadas con la retina (tdlamo ventral y dorsal,
area pretectal, tubérculo posterior), lo que denota su importancia en
la integracion de la informacién del fotoperiodo (Figura 6). En cambio,

A. Célula fotorreceptora del érgano
pineal de la lubina. En B

se muestra un detalle del segmento
externo en el que se visualizan

las lamelas membranosas que
contienen los fotopigmentos.

SE, segmento externo; SI,
segmento interno; Nu, nticleo

(P. Herrera-Pérez).
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otras areas como la region del nervio terminal, el area predptica o el
techo dptico sélo presentan conexiones con la retina. En el ultimo ca-
pitulo de esta revision se trataran de esbozar posibles interacciones de
estas inervaciones pineales y/o retinianas con centros neuroendocrinos
gue han sido implicados de forma directa en el control del proceso
reproductivo en peces.

FIGURA 6.

Proyecciones del 6rgano pineal (en rojo) y la retina (en azul)
de la lubina. Las regiones enmarcadas en circulos se
corresponden con dreas que reciben una inervacién desde ambas
estructuras fotorreceptoras. H, habénula; OT, techo 6ptico; PA,
area pretectal; POA, area preodptica; PT, tubérculo posterior; Syn,
sinencéfalo; Td, talamo dorsal; TNgc, células ganglionares del
nérvio terminal; Tv, tdlamo ventral (A. Servili).

1.2.3. Secrecion de melatonina
y efectos sobre el eje reproductivo

En peces, al igual que sucede en mamiferos, la informacién del
fotoperiodo es transducida por el érgano pineal en una sefal neu-
roendocrina que se corresponde con la hormona melatonina (Reiter,
1991). Esta hormona, que es secretada también por la retina aunque
en menor medida, parece mediar la mayorfa de las actividades ritmicas
circadianas y estacionales de los vertebrados, si bien los mecanismos
precisos que subyacen a estas acciones son, en su mayoria, descono-
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cidos. Hasta la fecha se han descrito numerosos ritmos de produccion
de melatonina tanto en especies dulceacuicolas como en especies ma-
rinas (Zachmann et al., 1992; Sanchez-Vazquez et al., 1997; Bromage
etal., 2001; Vera et al., 2007). En todas ellas, los niveles de melatonina
plasmética se elevan durante la noche y descienden durante el dia.
Estos cambios ciclicos diarios en la secrecion de melatonina son el re-
sultado de la expresion y la actividad ritmica de la enzima serotonina
N-acetiltransferasa (NAT) pineal, la enzima clave en la biosintesis de
melatonina (Ekstrém y Meissl, 1997; Falcon et al., 2007b). Pero estos
ritmos de melatonina no solo suministran informacion acerca de la
hora del dia, sino que en animales poiquilotermos esta hormona expe-
rimenta también variaciones estacionales relacionadas con la duracién
de la noche y la temperatura del agua (Figura 7), que informan al
animal de la época del afio en que se encuentra (Reiter, 1993). Asi, el
carpin dorado presenta valores nocturnos de melatonina mas elevados
a temperaturas altas que a temperaturas bajas (ligo y Aida, 1995) y evi-
dencias similares se han obtenido en el salmén o la lubina con valores

( vAg
<l =
£ v A
| |
Dia Noche Dia Dia Noche Dia
VERANO INVIERNO
FIGURA 7.

Esquema representativo de los ritmos diarios y estacionales de secrecién
de melatonina. La melatonina representa una sefial diaria ya que se secreta
a concentraciones mas elevadas durante la noche. Asimismo, representa
una sefal estacional, ya que la duracién de las noches (y por tanto la
secrecién de melatonina) varia a lo largo del ano. En poiquilotermos,
la temperatura también regula la amplitud del ritmo se secreciéon de
melatonina, siendo mayor a temperaturas elevadas.

—
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maéaximos de melatonina nocturna en los meses célidos (Randall et al.,
1995; Garcia-Allegue et al., 2001).

En mamiferos, la sintesis de melatonina esta bajo el control de es-
timulos noradrenérgicos procedentes de los ganglios cervicales supe-
riores y estd gobernada de manera circadiana por el nucleo supra-
quiasmatico del hipotalamo, que recibe proyecciones directas desde
la retina y representa el reloj o marcapasos central (Ralph et al., 1990;
Klein et al., 1991). Sin embargo, la naturaleza y localizacion del mar-
capasos cerebral de peces no esta aln esclarecida. En algunas espe-
cies de peces, especialmente de la familia de los salmonidos, el patrén
de secrecion de melatonina se encuentra regulado directamente por
los ciclos dia/noche, careciendo aparentemente de ritmos enddgenos
de secrecién de melatonina (Gern y Greenhouse, 1988; Coon et al.,
1998). Por el contrario, en otras especies de teledsteos como Carassius
auratus (Kezuka et al., 1989), Catostomus commersoni (Zachmann et
al., 1992), Esox lucius (Falcon et al., 1989; Coon et al., 1998) o Danio
rerio (Cahill, 1996), las variaciones diarias en la produccion de melato-
nina parecen estar determinadas por relojes endégenos intrapineales,
ya que los animales contintian produciendo melatonina de forma ritmi-
ca en condiciones de oscuridad constante, si bien el periodo puede ser
ligeramente superior o inferior a 24 horas (Bromage et al., 2001).

El control fotoperiodico de la reproduccién estda mediado por el érgano
pineal, tal como sugieren los estudios de manipulacion del fotoperiodo,
de pinealectomia y de administracion de melatonina (Fenwick, 1970; Eks-
tréom y Meissl, 1997). No obstante, la naturaleza de estos efectos parece
variar dependiendo de si los animales son reproductores de dias largos
(p.e. ciprinidos y peces gato) o de dias cortos (p.e. salmoénidos). En re-
productores de dias largos, la pinealectomia estimula la reproduccion en
invierno (dias cortos) mientras que inhibe la reproduccién en verano (dias
largos) y la situacién opuesta se ha descrito para reproductores de dias
cortos (Ekstrdm y Meissl, 1997; Mayer et al., 1997). En resumen, en estos
peces el 6rgano pineal parece ejercer una funcion estimuladora de la re-
produccion en fotoperiodos largos, pero un efecto inhibidor en fotoperio-
dos cortos. Asimismo, existen evidencias que muestran marcados efectos
de la pinealectomia y de la administracion de melatonina sobre los niveles
de gonadotrofinas hipofisarias y/o de hormona liberadora de gonadotro-
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finas, que también pueden ser estimuladores o inhibidores segun las espe-
cies estudiadas (Hontela y Peter, 1995; Khan y Thomas, 1996).

Recientemente, se ha sugerido que la melatonina puede actuar como
transductor de las fases lunares en peces, sincronizando cambios hor-
monales y ciclos reproductores lunares (Rahman et al. 2003). Ademas, se
ha descrito la existencia de ritmos diarios de reproduccion que refuerzan
el importante papel del 6rgano pineal y la melatonina en la sicronizacién
de las puestas en momentos concretos del dia. Asi, el carpin dorado
ovula normalmente durante la noche, y la pinealectomia determina que
la ovulacion se produzca durante el dia (Popek et al., 1994).

Todas estas evidencias parecen poner de manifiesto una implicacion
del 6rgano pineal y la melatonina en la regulacién ritmica, tanto diaria
como estacional, de la reproducciéon actuando sobre el eje cerebro-
hipofisario, si bien el sustrato neuroanatémico de estas interacciones
aun no esta del todo esclarecido. En este sentido, la expresion de re-
ceptores de melatonina y/o de sitios de union de '**l-iodomelatonina
se ha descrito en areas cerebrales implicadas en el procesamiento de
la informacion visual y fotoperiddica, asi como en areas conductuales
y motoras, pero también en regiones neuroendocrinas como el area
predptica o el hipotalamo (Figura 8) (Ekstréom y Vanacek, 1992; Ma-

FIGURA 8.

Receptores de melatonina en areas neuroendocrinas del cerebro
de la lubina, evidenciadas mediante hibridacion in situ. A,
Células del nticleo predptico parvocelular (NPOpc) del area
predptica (POA). B. Células del nticleo supraquiasmatico (NSC).
C. Células del ntcleo lateral tuberal ventral (NLTv) y dorsal
(NLTd) del hipotalamo (Hipot). D. Detalle de las células del
NLTv (Herrera-Pérez et al., 2007).

I
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zurais et al., 1999; Falcon et al., 2007a; Herrera-Pérez et al., 2007). La
melatonina también podria modular las funciones neuroendocrinas y
la reproduccién actuando de forma directa sobre la hipdfisis (Falcon et
al., 2007a). Asi, tanto en la trucha como en el lucio se ha demostrado
mediante PCR la expresiéon de receptores de melatonina de tipo MTT1
y MT2, lo que concuerda con los resultados de binding de '*’l-iodo-
melatonina tanto en secciones de hipdéfisis como en preparaciones de
membranas hipofisarias (Gaildrat y Falcén, 2000; Falcén et al., 2003;
Falcon et al., 2007a). No obstante, los resultados obtenidos en relacion
con la expresion de receptores de melatonina y/o la presencia de sitios
de union de '?’l-iodomelatonina en la hipdfisis de peces son contradic-
torios ya que en ocasiones se han puesto en evidencia y en otras no.
Esta aparente contradiccion puede ser la consecuencia de diferencias
en la hora del dia, en la estacién del afio o en el estado reproductivo
de los animales cuando se realizaron los experimentos. De hecho, es
posible que existan variaciones diarias y estacionales en los receptores
de melatonina hipofisarios, como sucede en el cerebro de peces (Gail-
drat et al., 1998; ligo et al., 2003; Park et al., 2007).

1.3. EL CEREBRO NEUROENDOCRINO

Como se ha indicado anteriormente, el cerebro de peces posee una
serie de sistemas intermediarios que integran las informaciones neurales
(proyecciones pineales y retinianas) y neuroendocrinas (melatonina) del
fotoperiodo y las hacen llegar, de forma directa o indirecta, a sistemas
efectores que responden liberando determinadas neurohormonas. Los
peces teledsteos carecen de eminencia media y de un sistema que ponga
en contacto vascular el hipotdlamo con la hipdfisis como existe en Te-
trdpodos, por lo que estas neurohormonas inervan de forma mas o menos
directa a las células del l6bulo anterior adenohipofisario. Estas neurohor-
monas modulan la actividad de la hip&fisis y desencadenan una serie de
cascadas endocrinas que conducen a la reproduccion (Kah et al., 1993;
Trudeau, 1997). En concreto, estimulan o inhiben la sintesis y secrecién de
gonadotrofinas hipofisarias (hormona estimulante del foliculo y hormona
luteinizante), que regulan a su vez la gametogénesis y la esteroidogénesis
gonadal, asi como otros procesos implicados en la reproduccion.
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Las funciones de los principales érganos y estructuras endocrinas
aparecen muy conservadas en vertebrados. Por ello, los mecanismos
gue subyacen en el control neuroendocrino de la reproduccion son, en
esencia, los mismos a lo largo de la escala filogenética. En este sentido,
las areas cerebrales y los factores neurohormonales implicados en la
regulacion neuroendocrina del proceso reproductivo se hallan también
mas 0 menos conservados en vertebrados. En los siguientes apartados
analizaremos en detalle la localizacion de estas areas hipofisiotroficas
en el cerebro de peces, los principales factores neurohormonales impli-
cados en el control de la reproduccién y la naturaleza de sus acciones.

1.3.1. Inervacion de la hipéfisis en peces:
areas hipofisiotréficas y neuroendocrinas
implicadas en el control de la reproduccién

La actividad y la secrecién hormonal en la hipofisis estan controladas
por una multiplicidad de factores neurohormonales que son sintetiza-
dos en poblaciones neuronales concretas del cerebro y son liberados
directamente en la hipofisis. El esclarecimiento de la naturaleza y el
origen de estas neurohormonas puede proporcionar una informacion
muy relevante sobre como el cerebro controla las funciones adenohi-
pofisarias. Por ello, el conocimiento de la organizaciéon neuroanatdmi-
ca del complejo hipotalamo-hipofisario se antoja crucial para dilucidar
estos aspectos.

La hipofisis de peces se encuentra unida al hipotalamo por un tallo
fino denominado neurohipdfisis, que esta constituido por los axones
de las células neurosecretoras que penetran en la hipofisis desde el
cerebro (Figura 9). Como se indicé con anterioridad, la hipdfisis de
peces presenta la peculiaridad de carecer del sistema portal (vascu-
lar) hipotalamo-hipofisario caracteristico de Tetrapodos. De esta for-
ma, las neurohormonas que controlan la actividad de las distintas
células endocrinas de la hipofisis son liberadas desde los terminales
neurosecretores de forma mas o menos directa en el entorno de las
células diana (Batten e Ingleton, 1987). Esta inervacion puede, por
tanto, considerarse funcionalmente homéloga a la eminencia media
de vertebrados terrestres. En algunas especies de peces (salmonidos,
anguilas), estos terminales neurosecretores se encuentran separados

—
-
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FIGURA 9.

Esquema transversal representativo del hipotalamo y la hipéfisis de la dorada y seccion

histolégica al mismo nivel mostrando el tallo neurohipofisario que une la hipofisis al

hipotalamo. (Mufioz-Cueto et al., 2001).

de las células adenohipofisarias por una membrana basal doble en
la que se liberan los productos de neurosecrecion, que difunden a
través de la misma y por los espacios intercelulares para alcanzar a
sus células diana. En otras especies (carpin dorado y otros ciprinidos),
la membrana basal es discontinua y permite que los terminales ner-
viosos penetren en la adenohipdfisis e inerven a las células secreto-
ras hipofisiarias mediante contactos directos que se asemejan a los
contactos sindpticos. Esta inervacion directa de la hipofisis de peces
teledsteos, junto con la identificacion de un terminal neurosecretor
concreto en el entorno de un tipo celular hipofisario determinado,
ha permitido caracterizar qué factores cerebrales pueden estar im-
plicados en el control de la secrecién de las hormonas hipofisarias.
Asi, la presencia de terminales secretores de hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH), dopamina, neuropéptido Y (NPY) o &cido
gamma-amino butirico (GABA) en el entorno proximo de las célu-
las gonadotropas constituyé una evidencia neuroanatémica de gran
utilidad para identificar las acciones de estas neurohormonas sobre

43 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

CEREBRO Y REPRODUCCION EN PECES...

la secrecion de gonadotrofinas y sobre el ciclo reproductivo de peces
(Kah et al., 1987; 1989; 1992).

Ademas, la inervacion directa de la adenohipdfisis de peces ha per-
mitido el uso de técnicas de trazado neuronal para la identificaciéon me-
diante transporte retrégrado de las areas cerebrales que inervan la hipé-
fisis. En estos estudios ha sido especialmente Util el uso de un marcador
fluorescente como el Dil (1-1'-dioctadecil-3,3,3’,3'-tetrametilindo-carbo-
cianina), que se transporta retrégradamente a lo largo de las membra-
nas de axones fijados con formaldehido. El empleo del Dil ha permitido
identificar las &reas hipofisiotréficas en especies como el carpin dorado
(Anglade et al., 1993), en el pez eléctrico, Apteronotus leptorhynchus
(Johnston y Maler, 1992) o la lubina (Garcia-Robledo y Mufioz-Cueto,
datos no publicados). La mayoria de la inervacion de la hip&fisis procede
de neuronas localizadas en nucleos cerebrales del area predptica (ntcleo
predptico periventricular, ncleo predptico parvicelular, nucleo predptico
magnocelular, nucleo anterior periventricular, ndcleo supraquiasmatico)
y el hipotalamo mediobasal (ntcleo lateral tuberal, ntcleo anterior tube-
ral, nucleo posterior periventricular, nucleo del receso lateral, nucleo del
receso posterior), las principales regiones neuroendocrinas implicadas en
el control de la reproduccién en vertebrados. Sin embargo, también se
ha descrito la presencia de células hipofisiotréficas en el bulbo olfativo,
el telencéfalo ventral, el tdlamo o el tegmento del mesencéfalo (Anglade
etal, 1993; Kah et al., 1993).

1.3.2. Dos sistemas neuroendocrinos principales
dirigen la reproduccion en peces

Si bien el numero de factores neuroendocrinos que se han relacio-
nado con el control del proceso reproductivo en peces ha ido creciendo
progresivamente en las Ultimas dos décadas, en muchos casos no existe
una informacion detallada de cuando y cémo se ejercen estos efectos, o
si estos efectos son generalizables a todas las especies de peces. Por ello,
en este apartado nos centraremos especialmente en aquellos factores
cuyas acciones sobre el ciclo reproductivo parecen mas claras, en parti-
cular la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH). En un principio
se pensé que este decapéptido era liberado por una Unica poblacion de
neuronas hipofisiotréficas que estimulaban la secrecion de gonadotrofi-
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nas hipofisarias y que representaba el principal factor desencadenante
de una cascada hormonal que controlaba el eje reproductivo. Desde los
estudios pioneros de Bernard Breton y colaboradores que mostraron que
la GnRH estimulaba la liberacién de gonadotrofinas en la carpa (Breton
etal., 1972), y de Nancy Sherwood, que caracterizo la primera forma de
GnRH en peces, la GnRH de salmén (Sherwood et al., 1983), la investiga-
cion de los sistemas GnRH en peces ha cobrado una atenciéon considera-
ble. Este hecho se debe en parte a las aplicaciones practicas de la GnRH
en acuicultura (Zohar y Mylonas, 2001), pero también al hecho de que
los peces teledsteos se han revelado como un grupo filogenético de gran
interés para comprender la evolucion de los genes y los sistemas GnRH en
vertebrados. Como veremos a continuacion, hoy sabemos que las distin-
tas especies de vertebrados expresan dos o tres formas distintas de GnRH
en diferentes tejidos, que pueden ejercer acciones pleiotréficas mediadas
por distintos tipos de receptores. Los peces, en general, y los peces teleds-
teos en particular, han jugado un papel crucial en el establecimiento de
estos nuevos conceptos, que han permitido proponer modelos evolutivos
sobre la diversificacion de funciones de las distintas formas de GnRH (Le-
thimonier et al., 2004; Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007).

También se describiran en este apartado las acciones de la dopami-
nay, con posterioridad, las acciones de otros sistemas neuroendocri-
nos que ademas de actuar directamente sobre la hipofisis para regular
la secrecién de gonadotrofinas, modulan la expresién y la actividad de
estos dos sistemas neuroendocrinos principales, el sistema GnRH vy el
sistema dopaminérgico (Peter et al., 1991; Kah et al., 1993; Trudeau,
1997). El ultimo apartado estard centrado en el andlisis de dos fami-
lias de péptidos recientemente descubiertos como las kisspeptinas o
la hormona inhibidora de las gonadotrofinas, que regulan la sintesis
y secrecion de gonadotrofinas hipofisarias y el proceso reproductivo y
representan nuevas vias de estudios en el control neuroendocrino de la
reproduccién (Parhar et al., 2004; Tsutsui et al., 2007).

1.3.2.1. Hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH)

La existencia de un contacto vascular entre el hipotalamo y la hipo-
fisis se puso de manifiesto en la década de 1930, pero no fue hasta la
década de 1940y 1950 cuando Geoffrey Harris, uno de los pioneros de
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la neuroendocrinologia, empezd a consolidar el concepto de la regula-
cion neurohumoral de las funciones adenohipofisarias. Este concepto
choco en principio con las corrientes investigadoras que sostenian que
las neuronas sélo se comunicaban mediante sefales eléctricas y que
no inervaban el I6bulo anterior de la adenohipofisis de mamiferos. Los
experimentos de Geoffrey Harris permitieron comprobar que la sec-
cion del tallo hipofisario interrumpia la ciclicidad ovarica en la rata y
que la restitucion del sistema portal hipotalamo-hipofisario restauraba
esta ciclicidad. Estos estudios abrieron el camino al descubrimiento de
los factores cerebrales que se transportaban por este sistema vascular
hacia la hipdfisis para regular la secrecién de gonadotrofinas y el de-
sarrollo gonadal (Donovan y Harris, 1954). Asi, en la década de 1970
se produjo el descubrimiento por parte de los grupos del Dres. Roger
Guillemin (Francia) y Andrew Schally (Estados Unidos) de un decapép-
tido del hipotdlamo de mamiferos que se llamé LH-RH por su potencia
estimuladora de la secrecion de hormona luteinizante (Burgus et al.,
1971; Matsuo et al., 1971). Posteriormente, se observo que también
era capaz de estimular la secrecion de hormona estimulante del folicu-
lo (FSH), por lo que se denominé de forma genérica GnRH (hormona
liberadora de gonadotrofinas).

Pero en realidad, la GnRH es una familia de péptidos con una mul-
tiplicidad de isoformas (24 isoformas diferentes) presentes en vertebra-
dos, protocordados e invertebrados (Matsuo et al., 1971; King y Millar,
1982a; King y Millar, 1982b; Sherwood et al., 1983; Ngamvongchon et
al., 1992; Lovejoy et al., 1992; Sower et al., 1993; Powell et al., 1994;
Powell et al., 1996a; Powell et al., 1996b; Jimenez-Linan et al., 1997,
Carolsfeld et al., 2000; Okubo et al., 2000; Yoo et al., 2000; Zhang et
al., 2000; Montaner et al., 2001; lwakoshi et al., 2002; Adams et al.,
2002). Estas formas de GnRH han recibido tradicionalmente el nombre
de la especie en la que han sido puestas de manifiesto por primera vez,
si bien pueden estar presentes en otras especies distintas. Dentro de ver-
tebrados, los peces teledsteos representan el grupo filogenético que ex-
presa un mayor nimero de variantes de GnRH. Asi, tras la identificacion
de la forma GnRH de salmon (Sherwood et al., 1983), se han purificado
y secuenciado otras siete isoformas de GnRH. De estas ocho isoformas
de GnRH, seis son especificas de teledsteos: GnRH de salmén (sGnRH;
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Sherwood et al., 1983), GnRH de pez gato (cfGnRH; Bogerd et al., 1992;
Ngamvongchon et al., 1992), GnRH de dorada (sbGnRH; Powell et al.,
1994), GnRH de arenque (hrGnRH; Carolsfeld et al., 2000), GnRH de
medaka o pejerrey (mdGnRH, Okubo et al., 2000: pjGnRH, Montaner et
al., 2001) y GnRH de corégono (wfGnRH; Adams et al., 2002). Ademas,
los teledsteos expresan la forma GnRH de mamifero (mGnRH; Matsuo
etal., 1971)y la forma mas extendida de GnRH en la escala filogenética,
la GnRH Il de pollo (cGnRH-II; Miyamoto et al., 1984), que fueron iden-
tificadas por primera vez en peces en la anguila (King et al., 1990) y el
carpin dorado (Yu et al., 1988), respectivamente (Figura 10).

Para evitar tanta confusion, y atendiendo al andlisis filogenético de
las diferentes secuencias obtenidas y a los sitios de expresién de estas
formas de GnRH, se ha propuesto una nueva nomenclatura de las dis-

La familia de decapéptidos GnRH

GnRH i1 2 3 45 6 7 8 9 10
Mamifero (m) pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro GlyNH2
Pollo-I(c-I) - - - - - - - Ghn - L
Dorada (sb) - - - - - - -  Ser - -
Rana (f) T = Trp - -
Cobaya (gp) - Tyr - - - - val - - -
Salmén (s) - - - - - = Trp Leu - -
Corégono (wh) - - - - - = =Met Asn - -
Pez gato (cf) - - - - His - -- Ash - =
Arenque (hr) - - - - His - - Ser - -
Tiburén (dg) - - - = His - Trp Lem -~ -
Pollo-II (¢-II) = = = - His - Tp Tyr - -
Medaka (md) - - - - Phe - - Ser - E
Lamprea III (I-I1I) - - - = His Asp Trp Lys - -

LampreaI (I-I) Tyr Leu Glu Trp Lys
Tunicado I (tu-I) - - - = Asp Tyr Phe Lys - -
Tunicado II (tu-1I) - - - = Leu Cys His Ala - -
Pulpo (oc) - - Phe - Asn - Trp His - -
“Asn-
FIGURA 10.

Secuencias de aminoacidos de la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) de vertebrados, protocordados e
invertebrados. Se muestran las sustituciones respecto a la primera
secuencia GnRH descrita en mamiferos. En rojo se indican las
isoformas presentes en peces tele6steos.
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tintas formas de GnRH (White et al., 1995; Fernald y White, 1999). As,
la forma GnRH-1 englobaria todas las formas hipofisiotréficas de GnRH
(la mayoria de las formas descritas), que se expresan principalmente en
el hipotdlamo y el area predptica de vertebrados. La forma GnRH-2 se
corresponde con la GnRH Il de pollo, que se expresa de forma conserva-
da en el sinencéfalo/mesencéfalo de todos los vertebrados, desde peces
hasta mamiferos. La tercera forma de GnRH, GnRH-3, se corresponde
con la forma GnRH de salmon, que hasta la fecha sélo se ha identificado
de forma concluyente en el cerebro anterior de peces (Figura 11).

Una posibilidad es que esta tercera forma de GnRH surgiese como
consecuencia de una duplicacién génica que tuvo lugar exclusivamen-
te en peces, con posterioridad a la separacion entre peces y vertebra-
dos tetrapodos (Kah et al., 2007). Como los peces 0seos primitivos del

GnRH-2
(cGnRH-II)

GnRH-3
(sGnRH)

GnRH-1
(GnRH Hipofisiotrofica)

FIGURA 11.

Arbol filogenético mostrando las secuencias GnRH de vertebrados agrupadas en tres

ramas correspondientes a las formas GnRH-1, GnRH-2 y GnRH-3. Modificado de
Lethimonier et al., 2004.
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tipo de los esturiones o Polypterus poseen dos formas de GnRH seria
de esperar que los teledsteos tuviesen 4 genes GnRH distintos. Asi,
la forma GnRH-1 al duplicarse pudo dar lugar a las formas GnRH-1
y GnRH-3 actuales, que experimentaron posteriormente un proceso
de especializacién funcional y una cierta segregacién neuroanatémica
de sus células y sus proyecciones. En ese caso, serfa de esperar que
existiesen también dos genes de la forma GnRH-2, pero es posible que
uno de los genes GnNRH-2 se perdiese poco despues de la duplicacion,
como sucede con el 50 %-80 % de los genes duplicados (Lynch y
Force, 2000). Otros estudios filogenéticos y evolutivos sugieren que la
duplicacion génica que dio lugar a la aparicién de las formas GnRH-
1y GnRH-3 es anterior a la separacion entre peces y tetrapodos, y
posteriormente se ha perdido el gen en vertebrados terrestres, o esta
presente en los mismos y aun no se ha descrito (Guilgur et al., 2007).
Los analisis cromosémicos de las regiones gendmicas que rodean a los
genes GnRH de humano, pollo, pez cebra, fugu y Tetraodon parecen
representar un apoyo de esta posible pérdida secundaria de los genes
GnRH-3 en la linea de vertebrados tetrapodos (Kuo et al. 2005).

1.3.2.1.1. Expresion de dos o tres sistemas GnRH
en una misma especie

El patron basico de distribucion de las células GnRH en peces teleds-
teos sugirid la existencia de dos sistemas principales: un sistema GnRH
distribuido a lo largo de la porcién ventral del cerebro anterior (nervio
terminal, telencéfalo ventral, &rea predptica e hipotdlamo) y que expresa
distintas formas de GnRH segun las especies, y otro sistema GnRH en la
transicion entre el diencéfalo y el mesencéfalo (sinencéfalo), que expresa
de forma conservada GnRH-2 (Goos et al., 1985; Kah et al., 1986; Bat-
ten et al., 1990; Kah et al., 1991; Rodriguez-Goémez et al., 1999; Kah et
al., 2007). Posteriormente, los estudios llevados a cabo en peces del or-
den perciformes, pusieron de manifiesto que estos teledsteos evolucio-
nados expresaban tres formas distintas de GnRH en el cerebro: sGnRH
(GNRH-3), sbGnRH (GnRH-1) y cGnRH-II (GnRH-2) (Powell et al., 1994;
White et al., 1995; Gothilf et al., 1996; Senthilkumaran et al., 1999).
Estas tres formas de GnRH tenian una clara accién estimuladora sobre la
liberacién de gonadotrofinas hipofisarias, siendo mas potentes los efec-
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tos de las formas cGnRH-Il y sGnRH respecto a la forma sbGnRH (Zohar
et al., 1995). Sin embargo, la forma sbGnRH presentaba unos niveles
mucho mas elevados en la hipéfisis de perciformes, lo que indicaba que
esta isoforma era la que desempefiaba de forma fisiolégica las funciones
hipofisiotréficas (Powell et al., 1994; Holland et al., 1998a; Rodriguez et
al., 2000; Gonzélez-Martinez et al., 2002a). Las formas sGnRH y cGnRH-
Il parecen desempenar acciones neurotransmisoras, neuromoduladoras
y/o conductuales, si bien sus funciones no estan aun del todo esclareci-
das (Zohar et al., 1995; Fernald y White, 1999).

Los estudios morfofuncionales parecian demostrar una clara segre-
gacién neuroanatomica de los sistemas celulares que expresaban estas
tres formas de GnRH en el cerebro de perciformes (Gothilf et al. 1996;
White y Fernald, 1998). Asi, la expresién de la forma GnRH-3 tenia
lugar en células de los bulbos olfativos y del nervio terminal; las células
del area preéptica expresaban la forma GnRH-1; y por ultimo, la forma
GnRH-2 se expresaba en células del sinencéfalo dorsal, en la trancision
entre el diencéfalo y el mesencéfalo (Figura 12) (Gothilf et al., 1996;

A sGnRH
@® sbGnRH
#§ cGnRH-II

FIGURA 12.

Representacién esquematica de la distribucion de los tres sistemas
GnRH presentes en el cerebro de la dorada. CCe, cuerpo del cerebelo;
c¢GnRH-II, GnRH-II de pollo; LI, 16bulo inferior del hipotadlamo;
MO, médula oblongata; nMLF, nticleo del fasciculo longitudinal
medial; NPOpc, nticleo predptico parvocelular; OB, bulbo olfativo;
OIN, nervio olfativo; OpN, nervio 6ptico; OT, techo 6ptico; sbGnRH,
GnRH de dorada; SC, médula espinal; sGnRH, GnRH de salmon;
Tel, telencéfalo; TNgc, células ganglionares del nervio terminal; VCe,
valvula del cerebelo. Modificado de Gothilf et al., 1996.
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Parhar, 1997). Basandose en esta segregacion neuroanatémica y fun-
cional, asi como en observaciones obtenidas durante el desarrollo on-
togénico, diversos autores propusieron que los tres sistemas GnRH que
se expresaban en el cerebro de perciformes se originaban a partir de
distintos primordios embrionarios (Parhar, 1997). Asi, las neuronas que
expresaban GnRH-3 se desarrollarian a partir de la placoda olfativa,
mientras que las células GnRH-1y GnRH-2 lo harian desde primordios
del area predptica basal y del mesencéfalo, respectivamente. Sin em-
bargo, en vertebrados como los anfibios, aves y mamiferos, todas las
células GnRH del cerebro anterior se desarrollan a partir de un mismo
primordio en la placoda olfativa, mientras que las células GnRH del
cerebro medio se originan a partir de otro primordio en la zona germi-
nal del tercer ventriculo (Schwanzel-Fukuda y Pfaff, 1989; Schwanzel-
Fukuda, 1999).

En nuestro laboratorio, y en colaboracion con los grupos del Dr. Olivier
Kah y la Dra. Silvia Zanuy, hemos llevado a cabo una serie de estudios
en la lubina (Dicentrarchus labrax), que nos permitieron determinar por
primera vez en peces que las areas de expresion de las formas de GnRH
del cerebro anterior de perciformes (GnRH-3 y GnRH-1) no estan segre-
gadas sino que se solapan desde el bulbo olfativo hasta el area predptica
(Figura 13) (Gonzalez-Martinez et al., 2001; Gonzélez-Martinez et al.,
2002a). Resultados similares han sido descritos recientemente en el co-
régono (Vickers et al., 2004), Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al., 2005),
Micropogonias undulatus (Mohamed et al., 2005) y la corvina Argyro-
somus regius (Confente et al., 2007), lo que sugiere que ambas formas
de GnRH comparten un origen embrionario y se han originado a partir
de un gen ancestral comun. Estas consideraciones se ven reforzadas por
los estudios de las proyecciones axonales y por los estudios ontogénicos
de los distintos sistemas GnRH llevados a cabo en la lubina en el seno
de nuestro grupo (Figura 13). Estos estudios demuestran que la forma
GNnRH-1y GnRH-3 inervan directamente la hip&fisis, mientras que la for-
ma GnRH-2 no envia proyecciones a la misma (Gonzalez-Martinez et
al., 2002a). En esta misma direccién, los estudios ontogénicos llevados
a cabo en la lubina han mostrado un origen de ambas formas de GnRH
(GnRH-1 y GnRH-3) en los primordios olfativos, y un solapamiento en la
expresion de las mismas desde el bulbo olfativo hasta el area predptica a
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® GnRH salmon (I11)
% GnRH dorada (1)
® GnRH-II pollo (11)

sGnRH  sbGnRH cll-GnRH

FIGURA 13.

Representacion esquematica de la distribucion de los tres sistemas
GnRH presentes en el cerebro de la lubina obtenida mediante el uso
de anticuerpos anti-GAP-preproGnRH. Las fotografias muestran la

inervacion de la hipéfisis de las formas sbGnRH y sGnRH. CC, cuerpo
del cerebelo; cGnRH-1I, GnRH-II de pollo; GL, capa glomerular del
bulbo olfativo; Hypot, hipotalamo; MO, médula oblongata; nMLF,
ntcleo del fasciculo longitudinal medial; NPOav, nticleo preéptico

anteroventral; NPOpc, nticleo predptico parvocelular; OB, bulbo

olfativo; OT, techo 6ptico; Pit, hipéfisis; sbGnRH, GnRH de dorada;

SC, médula espinal; sGnRH, GnRH de salmén; Tel, telencéfalo; TNgc,
células ganglionares del nervio terminal; VC, valvula del cerebelo.

Modificado de Gonzélez-Martinez et al., 2002a.

lo largo del desarrollo (Gonzélez-Martinez et al., 2002b; 2004a), lo que
apoya la consideraciéon de un origen comun para estas formas de GnRH
que se expresan en el cerebro anterior. En cambio, la forma GnRH-2 se
origina en un primordio del sinencéfalo y presenta un profuso patron de
inervacion en el cerebro pero no inerva la hipdfisis (Gonzélez-Martinez et
al., 2002a; 2002b; 20044a). Estos resultados se han visto reforzados por
los estudios llevados a cabo recientemente por Okubo y colaboradores
en medaka usando animales transgénicos, que han puesto de manifies-
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to que las células GnRH-1 y GnRH-3 se originan en la region de la placo-
da olfativa y que ambas poblaciones celulares precisan de la expresion
del gen kal1.1 para su correcta migracion hacia posiciones mas caudales
en el cerebro (Okubo et al., 2006). No obstante, y como en otros perci-
formes, la forma GnRH-1 es la mas abundante en la hipdfisis de la lubina
(Gonzalez-Martinez et al., 2002a) y parece representar la forma funcio-
nal en la regulacién de la sintesis y secrecion de gonadotrofinas.

Pero cada vez existen mas evidencias que muestran que la expresion
de 3 formas distintas de GnRH en el cerebro de teledsteos no esté restrin-
gida a perciformes y es una caracteristica bastante extendida en teleds-
teos, ya que también se han detectado 3 isoformas de GnRH distintas
en clupeiformes (Clupea haranqus, Carolsfeld et al., 2000), caraciformes
(Piaractus mesopotamicus, Powell et al., 1997), salmoniformes (Corego-
nus clupeaformis, Adams et al., 2002), ateriniformes (Odonthestes bo-
nariensis, Montaner et al., 2001; Guilgur et al., 2007), sinbranchiformes
(Synbranchus marmoratus, Somoza et al., 2002), beloniformes (Oryzias
latipes, Okubo et al., 2000), ciprinodontiformes (Xiphophorus macula-
tus, Xiphophorus helleri, Somoza et al., 2002), escorpeniformes (Sebas-
tes rastrelliger, Powell et al., 1996a), pleuronectiformes (Scophthalmus
maximus, Andersson et al., 2001;Verasper moseri, Amano et al., 2002)
y tetraodontiformes (Fugu rubripes, Aparicio et al., 2002, Lethimonier et
al., 2004). La presencia de tres genes GnRH ha sido también descrita en
otras especies de salmonidos, ciprinidos y siluridos, si bien en estos casos
parece ser debido a fenémenos de tetraploidizacién que han determi-
nado duplicaciones génicas posteriores de los genes GnRH-1 (pez gato),
GNnRH-2 (carpin dorado) o GnRH-3 (trucha y salmén) (Kah et al., 2007).
Aungue la presencia de una tercera forma de GnRH ha sido igualmente
sugerida en otros vertebrados, incluidos los humanos (Sherwood et al.,
1986; Montaner et al., 1998; Yahalom et al., 1999) su presencia aun no
ha podido ser demostrada.

1.3.2.1.2. Acciones fisioldgicas de la GnRH

Esta descrito de forma profusa en la literatura que la principal acciéon
de la GnRH es la estimulacion de la secrecion de gonadotrofinas en la
hipofisis, y que todas las formas de GnRH son capaces de llevar a cabo
estas acciones si bien la potencia varia de unas formas a otras (Zohar et
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al., 1995). De hecho, la forma de GnRH mas abundante en la hipd&fisis
no es siempre la forma maés activa, como sucede con la forma sbGnRH
(GnRH-1) de perciformes. Estas variaciones en la potencia estimula-
dora de las distintas isoformas de GnRH parecen estar relacionadas
con diferencias en su tasa de degradacion enzimatica, su vida media
en la circulacion, su afinidad por los distintos tipos de receptores o su
eficiencia en la activacion de las rutas intracelulares de segundos men-
sajeros (Zohar et al., 1995).

Ademas, no todas las formas de GnRH que se expresan en el cere-
bro de peces son reguladores enddgenos funcionales de la liberacion
de gonadotrofinas ya que algunas de ellas no alcanzan la hipofisis,
como sucede con la forma GnRH-2 de lubina (Figura 13) (Gonzalez-
Martinez et al., 2002a). En peces, estas funciones hipofisiotréficas son
llevadas a cabo principalmente por la forma GnRH-1 que se expresa en
células del area preodptica (mGnRH en anguila, cfGnRH en pez gato,
mdGnRH en medaka y pejerrey o sbGnRH en perciformes, pleuronec-
tiformes y tetraodontiformes), aunque en otros casos es desempefiada
por la forma GnRH 3 (sGnRH) como en osteglosiformes, cipriniformes
y salmoniformes (Okuzawa et al., 1990; Amano et al., 1991; Yu et
al., 1988; Rodriguez et al., 2000; Okubo y Aida, 2001). No obstante,
en perciformes la forma GnRH-3 (sGnRH) también alcanza la hip&fisis
en especies como la dorada (Powell et al., 1994), tilapia (Weber et
al., 1997), lubina americana (Holland et al., 2001) y lubina europea
(Gonzélez-Martinez et al., 2002a), si bien sus funciones no estéan escla-
recidas (Figura 13). Aunque la mayoria de los estudios han abordado
los efectos de la GnRH sobre la liberacién de LH, estudios recientes
llevados a cabo en salménidos han puesto de manifiesto que la GnRH
es también capaz de estimular la secrecién de FSH (Dickey y Swanson,
2000; Ando et al., 2004). Ademas, los estudios llevados a cabo en di-
versas especies de peces demuestran que la GnRH también estimula la
sintesis de las subunidades a. y B de la LH y/o FSH, efectos que parecen
estar relacionados con el estado de madurez sexual de los individuos
(Khakoo et al., 1994; Dickey y Swanson, 2000; Mateos et al., 2002;
Yaron et al., 2003).

Asimismo, en ciprinidos se han descrito efectos estimuladores de
la GnRH sobre la secrecion de hormona de crecimiento y/o la expre-
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sion de sus ARN mensajeros, si bien estas acciones parecen depender
de la especie ya que en salmoénidos son menos evidentes, y en peces
gato y anguilas no se han podido determinar (Trudeau, 1997; Weil et
al., 1999; Rousseau et al., 1999; Li et al., 2002). Estos efectos estan
mediados por receptores de GnRH ya que pueden ser blogueados por
antagonistas de la GnRH (Murthy y Peter, 1994). Ademas, la GnRH
estimula la secrecidon de prolactina y somatolactina en Oreochromis
mossambicus (Weber et al., 1997) y en la trucha arcoiris (Kakizawa et
al., 1997), respectivamente, asi como la expresion de los ARNm de pro-
lactina (Bhandari et al., 2003) y/o somatolactina (Taniyama et al., 2000;
Bhandari et al., 2003) en salmonidos. Los efectos estimuladores de la
GnRH en la liberacion y/o expresion de GH, prolactina y somatolactina
son consistentes con la presencia de fibras GnRH en el entorno de las
células somatotropas, lactotropas y somatolactotropas (Figura 14) (Par-
har e lwata, 1994; Mousa y Mousa, 2003) y la presencia de receptores
de GnRH y/o sitios de union a GnRH en estas células (Cook et al., 1991;
Stefano et al., 1999; Parhar et al., 2005).

Otros decapéptidos de la familia GnRH (sGnRH o GNRH-3 y cGnRH-I
o GnRH-2) también parecen involucrados en el control de las conduc-
tas reproductivas en hembras de carpin dorado (Volkoff y Peter, 1999).
En machos de un pez territorial como el ciclido africano Haplochromis

FIGURA 14.
Identificaciéon inmunohistoquimica de fibras de la
isoforma sbGnRH (en rojo) en el entorno de las células
somatotropas (en verde, A) y de prolactina (en verde, B) en

la hipéfisis de la lubina (F. Confente).
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burtoni, los cambios en el estatus social se asocian a cambios en la ex-
presion del gen GnRH 1y en el tamano de las neuronas del area preép-
tica (White et al., 2002). Se ha sugerido que las acciones de la GnRH
sobre las conductas reproductivas podrian estar mediadas por su inte-
raccion con los sistemas neurosecretores de vasotocina e isotocina pre-
sentes en el drea predptica (Foran and Bass, 1999; Saito et al., 2003).
Asimismo, se han sugerido acciones neuromoduladoras de las formas
sGNRH y cGnRH-II sobre sistemas sensoriales y sensorimotores (Umino
y Dowling, 1991; Behrens et al., 1993; Fernald y White, 1999).

1.3.2.1.3. Los receptores de GnRH

Las acciones hipofisiotréficas de la hormona liberadora de gona-
dotrofinas estan mediadas por su uniéon a receptores especificos pre-
sentes en la membrana de las células gonadotropas adenohipofisarias
(Conn 'y Crowley, 1994). Estos receptores de GnRH pertenecen a una
superfamilia de receptores acoplados a la proteina G y poseen una sola
cadena polipeptidica con siete dominios transmembrana hidrofébicos
separados por giros hidrofilos extra e intra-celulares de extension va-
riable (Sealfon et al., 1997). En mamiferos, la estructura del receptor
de GnRH es caracteristica debido a la ausencia del dominio intracelular
presente en los receptores de los demas vertebrados (Sealfon et al.,
1997). La interaccion de la GnRH con su receptor desencadena una
cascada de reacciones intracelulares que se inicia con la activacién de
la proteina G, y conduce a la produccién de segundos mensajeros del
tipo del diacilglicerol o el inositol trifosfato, que a su vez estimulan la
liberacién de iones calcio de sus reservorios intracelulares (Klausen et
al., 2002). Ademas, se han descrito acciones de la GnRH mediadas por
otras vias de sefalizacion intracelular que inducen la produccién de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y acido araquidénico (Bogerd et
al., 2002; Pati and Habibi, 2002).

En peces, los primeros receptores de GnRH fueron detectados en la
hipdfisis, si bien hoy resulta evidente que también se expresan en teji-
dos extrahipofisarios como el cerebro, las génadas, el higado o el rifién,
reforzando la idea de que estos decapéptidos no solo ejercen acciones
reproductivas a nivel de la hipofisis, sino que pueden actuar como neu-
rotransmisores y/o neuromoduladores en el cerebro, y como factores

—
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autocrinos o paracrinos en las goénadas (Marshall et al., 1976; Habibi
y Pati, 1993, Yu et al., 1998). La presencia de receptores de GnRH en
tejidos somaticos que no estan involucrados directamente en la repro-
duccioén sugiere un papel importante de estos receptores de GnRH en la
mediacién de las acciones autocrinas/paracrinas de la GnRH sobre otros
procesos fisioldgicos, que aun deben ser esclarecidas.

El nimero de receptores de GnRH hipofisarios varfa a lo largo del
ciclo reproductivo de peces (Habibi y Peter, 1991; Gonzalez-Martinez
et al., 2004b). Asimismo, la capacidad y/o expresion de los receptores
de GnRH puede verse alterada por el entorno endocrino, y en concreto
por la gonadectomia (Marian et al., 1981), el tratamiento con GnRH
(Kaiser et al., 1993), dopamina (De Leeuw et al., 1989) y esteroides
gonadales (Trudeau et al., 1993; Seong et al., 1998).

El primer receptor de GnRH fue clonado a partir de células hipofisarias
de raton (Tsutsumi et al., 1992) y posteriormente en humanos (Kakar et
al., 1992) al inicio de los afios noventa. En los Ultimos afos, también se
han clonado y caracterizado los cDNAs de distintos receptores de GnRH
presentes en peces de los ordenes anguiliformes, cipriniformes, salmo-
niformes, beloniformes, perciformes y tetraodontiformes (ver revisiones
de Lethimonier et al., 2004 y Kah et al., 2007). Estos estudios han pues-
to de manifiesto que al igual que se expresan dos o tres formas distintas
de GnRH en vertebrados, también se pueden expresar dos o mas tipos
distintos de receptores de GnRH (Troskie et al., 1998; Kah et al., 2007).
Asi, tanto en la rana toro (Wang et al., 2001) como en medaka (Okubo
et al., 2003) se describieron tres receptores de GnRH. Las busquedas en
las bases de datos del genoma de Fugu y Tetraodon permitieron identifi-
car la presencia de 5 secuencias codificantes para 5 receptores de GnRH
diferentes que fueron denominados GnRH-R1 a GnRH-R5 (Lethimonier
et al., 2004). Posteriormente, han sido clonados y caracterizados 5 re-
ceptores de GnRH en la lubina (Gonzalez-Martinez et al., 2004b; Lethi-
monier et al., 2004, Moncaut et al., 2005). De estos 5 receptores, 3 de
ellos se consideraron en principio de tipo |y 2 se consideraron de tipo |l
(Lethimonier et al., 2004). Estudios recientes han evidenciado que el re-
ceptor de GnRH de tipo | descrito en mamiferos, que carece de una cola
intracelular, tiene mas afinidad por la forma GnRH-1 que por la forma
GNnRH-2, y produce mas inositol trifosfato en respuesta a la GnRH-1 que
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a la GnRH-2, es el Unico que parece representar un verdadero receptor
de tipo 1 (Millar et al., 2001; Kah et al., 2007). Los demés receptores ca-
racterizados en mamiferos, aves, anfibios y peces poseen una cola intra-
celular adicional y tienen una mayor afinidad por la forma GnRH-2, que
es mas potente que la forma GnRH-1 o0 GnRH-3 en la estimulacion de la
produccion de inositol trifosfato, por lo que debieran ser considerados
de tipo Il (Kah et al., 2007). Por ello, se ha propuesto una nueva nomen-
clatura para los 5 receptores de GnRH descritos en peces que los agrupa
en receptores de tipo ll-1a, II-1b, lI-1¢, ll-2a y II-2b (Kah et al., 2007).

Todas estas evidencias sugieren que ha existido una evolucidon mas o
menos paralela de las GnRHs y de sus receptores, ligada a duplicaciones
génicas y a pérdidas selectivas de genes y que, posiblemente, existe a lo
largo de la evolucion una especializacion funcional y topogréfica en el
establecimiento de sus interacciones. Por ello, resulta crucial determinar
no soélo donde se expresa cada forma de GnRH y hacia donde envia
sus proyecciones sino qué tipo de receptor se expresa en esa region
terminal, porque eso nos dara una idea clara sobre qué forma de recep-
tor esta actuando esa forma de GnRH concreta. A modo de ejemplo,
en la lubina, los 5 receptores caracterizados tienen més afinidad por la
forma GnRH-2, si bien el receptor de tipo GnRHRII-1a muestra también
cierta afinidad por las formas GnRH-1 y GnRH-3 (Kah et al., 2007). Este
receptor se expresa en las células FSH y LH de la hipdfisis de la lubina,
gue recibe una inervacion de las formas GnRH-1 y GnRH-3 (Figura 15)
y, aunque el receptor tiene mas afinidad por la forma GnRH-2, ésta no
alcanza la hipéfisis con lo cual no puede interaccionar con él (Gonzélez-
Martinez et al., 2002a; Gonzalez-Martinez et al., 2004b). Este receptor
de tipo GnRHRII-1a muestra diferencias significativas en su expresion
durante el ciclo reproductivo (Gonzalez-Martinez et al., 2004b), lo que
sugiere un papel relevante de este receptor en el control de la secrecion
de gonadotrofinas y del ciclo reproductivo. Sin embargo, otros tipos de
receptores de GnRH presentan una elevada expresion en cerebro y una
baja expresion en la hipdfisis de la lubina (Moncaut et al., 2005). Tenien-
do en cuenta que la forma GnRH-2 se distribuye de forma profusa en el
cerebro de la lubina, estos receptores podria estar mediando las acciones
neurotransmisoras y/o neuromoduladoras de esta forma de GnRH a ni-
vel cerebral (Lethimonier et al., 2004; Kah et al., 2007).
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FIGURA 15.
A. Identificacion inmunohistoquimica Receptores c_lanRH
de fibras de la isoforma sbGnRH 28 :
(en rojo) en el entorno de las células
LH (en verde) en la pars distalis
proximal (PPD) de la hipdfisis de

la lubina. B. Detalle de la misma
region de la hipdfisis en la que se
evidencia la presencia de receptores
de GnRH mediante hibridacion in situ.
NH, neurohipéfisis. Modificado de
Gonzalez-Martinez et al., 2004b.

1.3.2.2. Dopamina

Si la GnRH constituye el principal factor cerebral estimulador de la
secrecion de gonadotrofinas y de la reproduccion en peces, su anta-
gonista funcional esta representado por la dopamina, que inhibe la
secrecion de estas hormonas adenohipofisarias y bloquea el proceso
reproductivo. Los estudios pioneros que permitieron vislumbrar la exis-
tencia de un factor cerebral inhibidor de la sintesis de gonadotrofinas y
de la reproduccion en peces se debieron a Richard E. Peter trabajando
con el carpin dorado (Peter y Paulencu, 1980). En estos estudios, se
provocaron lesiones electroliticas en el &rea predptica y el hipotalamo
en hembras de carpin dorado, que tuvieron como consecuencia una
elevacion en los niveles de gonadotrofinas y la ovulacion en animales
mantenidos a 12°C, una temperatura a la cual estos animales no ovu-
lan en condiciones normales (Figura 16). Estas experiencias sugerian
que el area preoptica y/o el hipotdlamo secretaban un producto de
naturaleza inhibidora, que se denominé en primera estancia GRIF, las
siglas de «Gonadotrophin-Releasing Inhibitory Factor», y que era elimi-
nado o no alcanzaba la hipdfisis cuando se destruian estas estructuras
cerebrales.

El uso de técnicas de perifusion con celulas dispersas y fragmen-
tos de hipdfisis de carpines dorados permitié determinar el efecto que
distintas sustancias quimicas ejercian sobre la actividad secretora de
las células adenohipofisarias. De esta forma, Chang y colaboradores
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demostraron que la dopamina era la principal responsable de estos
efectos inhibidores sobre la secreciéon de gonadotrofinas (Chang and
Peter, 1983; Chang et al., 1983). En consonancia con estas evidencias,
el area predptica antero-ventral presentaba células catecolaminérgicas
que establecen contacto directo con las células gonadotropas (Kah et
al., 1987, Kah et al., 1993), lo que explica por qué la destruccién de
esta region cerebral abolia la inhibicién de la secrecién de gonadotro-
finas. Chang y colaboradores también identificaron los tipos de recep-
tores que mediaban esta inhibicién dopaminérgica sobre la secrecion
de gonadotrofinas basal e inducida por GnRH, mediante el uso de
diversos agonistas y antagonistas especificos para cada tipo de recep-
tor (Chang et al., 1990). Estos estudios demostraron que las acciones
inhibidoras de la dopamina se ejercian sobre receptores de tipo D2
presentes en las células gonadotropas (Figuras 16, 17) (Chang et al.,
1990). Estas acciones de la dopamina parecen afectar a la produccién
de segundos mensajeros que median en las cascadas de transduccion
intracelular, reduciendo la entrada de calcio en las células e inhibien-
do la activacién de la proteina kinasa C inducida por el diacilglice-
rol (Chang et al., 1996). La dopamina también inhibe la liberacion de

electrodo

g control
Ly lesionado

GTH2 plasma

hipéfisis )

FIGURA 16.

A. Esquema que muestra la estrategia utilizada en los
experimentos de lesién del drea predptica (POA) para
evidenciar la presencia de un factor inhibidor de la liberacién de
gonadotrofinas. B. En los individuos lesionados la secrecién de
gonadotrofinas era significativamente mayor que en los animales
intactos. Modificado de Peter y Paulencu, 1980; Kah et al., 1987.
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GnRH actuando sobre receptores de tipo D2 presentes en terminales
nerviosos de la hipdfisis, asi como la sintesis y la liberacién de GnRH en
el telencéfalo y la regiéon predptica actuando sobre receptores de tipo
D1 (Figura 17) (Peter et al., 1991, Trudeau, 1997). Estas acciones son
consistentes con la presencia de contactos sinapticos axo-somaticos y
axo-dendriticos de fibras dopaminérgicas sobre las neuronas GnRH del
telencéfalo ventral y del area predptica (Anglade et al., 1991).

La existencia de una inhibicion dopaminérgica de la secrecién de
gonadotrofinas ha sido demostrada en otras especies de peces teleds-
teos, tales como la anguila, el pez gato, la trucha, la tilapia, el salmon
coho, la carpa o el mujol (Van Asselt et al., 1988; Levavi-Sivan et al.,
2003; Vidal et al., 2004; Dufour et al., 2005; Aizen et al., 2005). Sin
embargo, esta inhibicidon no parece clara en otros peces teledsteos, en
particular en perciformes marinos como la lubina americana o europea
(Holland et al., 1998b; Prat et al., 2001).

Estas acciones inhibidoras de la dopamina se han puesto de mani-
fiesto, sobre todo, sobre las células secretoras de LH (Trudeau, 1997;
Yaron et al., 2003). No obstante, en especies como la trucha tambien
se han descrito efectos de la dopamina sobre los niveles de FSH (Va-
cher et al., 2000). Las acciones de la dopamina estdn moduladas por
los esteroides sexuales y, en particular, por el estradiol. Asi, la inhibi-
cion dopaminérgica se correlaciona de forma positiva con los niveles
circulantes de estradiol durante el periodo preovulatorio en truchas
hembra (Linard et al., 1995). En la trucha se ha descrito que el estradiol

FIGURA 17.

Esquema que muestra la naturaleza de las
acciones directas e indirectas de la dopamina,
el neuropéptido Y, y el GABA sobre la
liberacién de gonadotrofinas. Las flechas
verdes representan acciones estimuladoras (+)
y las lineas rojas rematadas en cuadrados rojos
representan acciones inhibidoras. Modificado
de Trudeau 1997.
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estimula la sintesis de la tirosina hidroxilasa, la enzima clave para la
sintesis de dopamina (Vetillard et al., 2003) y las neuronas tirosina hi-
droxilasa-positivas del area predptica presentan receptores de estradiol
(Linard et al., 1996). En el mismo sentido, la elevacion en los niveles de
estradiol determina un incremento en la expresion in vivo e in vitro del
receptor de dopamina de tipo D2 y estd asociada con una inhibicién
en la liberacion tanto de LH como de FSH en la tilapia (Levavi-Sivan et
al., 2006). Ademas, el gen del receptor de dopamina de tipo D2 de
Mugil cephalus presenta elementos de respuesta a estrégenos en su
promotor (Nocillado et al., 2007).Todos estos resultados sugieren que
los efectos del estradiol sobre los receptores dopaminérgicos de tipo
D2 y sobre la inhibicién dopaminérgica de la secrecién de gonadotro-
finas forman parte de los mecanismos de retroalimentacién negativa
de los esteroides durante los estadios de vitelogénesis (Levavi-Sivan et
al., 2006). Recientemente, se ha descrito en la anguila una retroali-
mentacion positiva de los andrégenos sobre neuronas dopaminérgicas
del 4rea preodptica, que proyectan a la hipofisis e inhiben la secrecion
de gonadotrofinas en otros teledsteos, asi como una estimulacion an-
drogénica de la actividad dopaminérgica en el bulbo olfativo (Weltzien
et al., 2006). Estas evidencias han proporcionado una importante base
neuroanatémica y funcional para entender las acciones de los esteroi-
des gonadales sobre los sistemas dopaminérgicos centrales (Weltzien
et al., 2006).

1.3.3. Otros sistemas neuroendocrinos implicados
en el control de la reproduccién: NeuropeptidoY,
GABA vy otras neurohormonas

El neuropéptido tirosina o NPY fue aislado por primera vez a partir
del cerebro de cerdos (Tatemoto, 1982). Este peptido pertenece a la
familia del polipéptido pancreatico y esta implicado en el control de la
ingesta y el metabolismo, tanto en peces como en mamiferos.

Las técnicas de inmunohistoquimica e hibridaciéon in situ han permi-
tido identificar la distribucion de las neuronas secretoras de NPY en el
cerebro de peces teledsteos. Estas células se localizan en las placodas
olfativas, el bulbo olfativo, la porcién central del telencéfalo dorsal, el
telencéfalo ventral, el rea predptica caudal, el tadlamo, el techo 6ptico,
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el nucleo entopeduncular y el locus certleo, siendo estos dos ultimos
nucleos los que parecen enviar las fibras NPY que alcanzan la hipofi-
sis para establecer contacto con las células gonadotropas (Pontet et
al., 1989; Breton et al., 1991; Kah et al., 1993, Cerda-Reverter et al.,
2000, Rodriguez-Goémez et al., 2001; Gaikwad et al., 2005).

El NPY posee efectos estimuladores sobre la secrecion de gonado-
trofinas en peces, efectos que pueden ejercerse de forma directa sobre
las células gonadotropas hipofisarias (Kah et al., 1989; Peng et al.,
1993; Danger et al., 1991; Trudeau, 1997) pero también estimulando
la liberacion de GnRH en el &rea predptica/hipotalamo y en la hipofi-
sis (Figura 17, 18a) (Peter et al., 1991; Breton et al.,, 1991, Trudeau,
1997; Gaikwad et al., 2005). Asi, en Clarias batrachus se ha descrito
un solapamiento en la expresion de NPY y GnRH en células del sistema
olfativo, asi como en fibras nerviosas del telencéfalo ventral y en fibras
y células de la hipofisis (Gaikwad et al., 2005). El tratamiento intrace-
rebroventricular con NPY en esta especie indujo un aumento signifi-
cativo en los contenidos de GnRH-3 (sGnRH) en los érganos y bulbos
olfativos, el telencéfalo, el area predptica y la hipofisis (Gaikwad et al.,
2005). En la lubina, el efecto del NPY sobre la liberaciéon de LH depen-
de del estado energético de los animales, siendo mucho mayor en el
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FIGURA 18.

A. Fibras NPY-inmunorreactivas en la hipofisis del lenguado. Tomado de Rodriguez-
Gomez et al., 2001. B. Efecto del ayuno sobre la expresién del NPY en el area predptica
y el techo 6ptico del salmén. Modificado de Silverstein et al., 1998.
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estado de ayuno, caracteristico de la fase reproductiva (Cerda-Reverter
et al., 1999). En este sentido, durante el ayuno también aumenta en
el salmén la expresion del NPY en el area predptica, un area de mar-
cado carater hipofisiotréfico (Figura 18b) (Silverstein et al., 1998). La
respuesta de la hipdfisis al NPY puede ser bloqueada por la dopamina
y presenta un caracter estacional, que parece depender de los niveles
de esteroides (Peter et al., 1991; Breton et al., 1991; Peng et al., 1993).
Asi se ha evidenciado que el estradiol y la testosterona estimulan la
expresion génica del NPY, sobre todo a nivel del area predptica (Peng
et al., 1994). Ademas, se ha descrito que el NPY estimula también
en peces la secrecion de hormona de crecimiento (Peng et al., 1993,
Trudeau, 1997). Esta diversidad de efectos confiere al NPY un papel
relevante en la mediacién de las interacciones entre reproduccién, me-
tabolismo y crecimiento en peces.

En cuanto a los aminoacidos neurotransmisores, el acido y-amino
butirico (GABA) representa el principal neurotransmisor inhibidor en
el cerebro de vertebrados. En el carpin dorado, el GABA esta presente
a elevadas concentraciones en el sistema hipotalamo-hipofisario, exis-
tiendo fibras GABAérgicas procedentes de la region predptica y/o del
nucleo lateralis tuberis hipotaldmico en contacto directo con las células
gonadotropas (Martinoli et al., 1990; Kah et al., 1992). La inyeccién
con GABA provoca un aumento en la liberacion de LH en el carpin do-
rado, accién que podria ejercerse directamente sobre las células gona-
dotropas (Figura 17), ya que en éstas se observa también un aumento
en los niveles intracelulares de iones calcio (Kah et al., 1992, Trudeau,
1997). El GABA también estimula la liberacion de GnRH en los ter-
minales nerviosos de la hipofisis (Kah et al., 1992, Trudeau, 1997) e
inhibe la actividad de las células dopaminérgicas (Figura 17) (Trudeau,
1997). Ademas, los inhibidores de la GABA-transaminasa producen
una acumulacion de GABA en el cerebro y la hipofisis, y un aumento
en los niveles plasméaticos de gonadotrofinas. Estos efectos estimula-
dores del GABA son estacionales y estan modulados por el estradiol
(Kah et al., 1992). A su vez, el tratamiento con estradiol provoca un
descenso en la concentraciéon de GABA en el telencéfalo del carpin
dorado (Kah et al., 1992). Los efectos del estradiol sobre las células
GABAérgicas parecen ser directos ya que, al menos en la trucha, las
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células GABA del area predptica expresan receptores de estrogenos (O.
Kah, comunicacién personal). En la trucha, el GABA ejerce acciones es-
timuladoras tanto en la secrecion de LH como de FSH, y como sucede
en el carpin dorado, estos efectos dependen del estado reproductivo
de los animales, pero también del sexo (Mananos et al., 1999). Estas
acciones del GABA pueden ejercerse de forma directa sobre las células
gonadotropas ya que el GABA estimula tanto la secreciéon basal de
FSH y LH como la secrecion inducida por GnRH en cultivos de células
hipofisarias dispersas (Mananos et al., 1999).

La taurina es otro aminoacido neurotransmisor que esta presente a
elevadas concentraciones en el cerebro y la hipéfisis del carpin dorado;
provoca un rapido aumento en los niveles de gonadotrofinas del suero
y parece actuar modulando los efectos inhibidores de la dopamina en
la liberacion de gonadotrofinas (Peter et al.,, 1991, Trudeau, 1997).
El 4cido glutdmico esta presente en fibras y células de la hipdfisis, in-
cluidas las células gonadotropas (Kah et al.,, 1993). El glutamato mo-
nosodico produce un aumento en los niveles séricos de LH y potencia
la liberacion de LH en respuesta a GnRH, probablemente actuando
a traves de receptores de NMDA (Kah et al., 1993, Trudeau, 1997).
Otro aminoéacido neurotransmisor, la B-alanina, tiene también efectos
estimuladores sobre la secrecién in vivo de LH (Sloley et al., 1992), si
bien su presencia en el cerebro o la hipdéfisis no se ha descrito atin en
peces.

Los péptidos opioides enddgenos también han sido implicados en la
regulaciéon del eje cerebro-hipdfisis-gobnada en numerosas especies de
mamiferos (Cicero et al., 1985; Gilbeau et al., 1987, Trudeau, 1997).
Los agonistas de péptidos opioides inhiben la liberacion de dopamina,
mientras que sus antagonistas la estimulan (Leadem et al., 1985). Se
ha demostrado la existencia de diversos péptidos opioides en el cere-
bro de teledsteos y la presencia de receptores especificos para estos
(Kawauchi et al., 1980; Pert et al., 1974; Rosemblum y Callard, 1988).
Asimismo, se ha demostrado la modulaciéon por péptidos opioides de
la secrecion de dopamina y de la respuesta de la hipofisis a GnRH y a
dopamina en el carpin dorado (Rosemblum y Peter, 1989).

En el carpin dorado, la colecistoquinina (CCK) en forma sulfatada
tiene efectos estimuladores sobre la liberaciéon in vitro de LH en frag-
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mentos de hipdfisis (Himick et al., 1993), si bien estos efectos resultan
mas evidentes en animales maduros que en animales en regresion.

La noradrenalina (NA) estimula, a través de receptores a-1 adre-
nérgicos, la liberacién de gonadotrofinas en la hipéfisis (Chang et
al., 1991, Trudeau, 1997), asi como de GnRH en el drea predptica
y en el hipotdlamo (Yu y Peter, 1992, Trudeau, 1997). Aunque no
existen referencias claras de la existencia de fibras noradrenérgicas
en la hipofisis de teledsteos, esta inervacion podria provenir del locus
coeruleus (Kah et al., 1993).

La serotonina (5-hidroxitriptamina ¢ 5-HT) estimula la liberaciéon de
gonadotrofinas en el carpin dorado y en el salmén atlantico a través
de una accion directa en la hipofisis mediada por receptores 5-HT2
(Somoza y Peter, 1991; Khan y Thomas, 1991, Trudeau, 1997). Tam-
bién estimula la liberacion de GnRH en el area predptica, hipotalamo
anterior e hipdfisis (Yu et al., 1991). En la hipdfisis existen células 5-HT
inmunoreactivas pero no parecen existir fibras 5-HT positivas (Kah et
al., 1993), lo que induce a pensar que la serotonina de la hipofisis no
procede de terminales nerviosos sino que es sintetizada por células de
la hipofisis o captada por éstas a partir de la sangre. La serotonina es
también un precursor para la sintesis de la melatonina pineal, de la que
ya se ha hablado con anterioridad al principio del presente capitulo.

La leptina es un péptido secretado por los adipocitos que fue iden-
tificado en 1994 en mamiferos, y que desempefia un importante pa-
pel en la regulacion del peso corporal y el metabolismo (Zhang et al.,
1994; Halaas et al., 1995). Recientemente, se ha sugerido que este
péptido podria ejercer funciones en el eje reproductivo desempenan-
do, al igual que el NPY, acciones mediadoras en la regulacién del ba-
lance energético y la reproduccién a través de sus acciones en el eje
hipotalamo-hipofisario (Yu et al., 1997; Magni et al., 2000). En pe-
ces, existen también evidencias de que la leptina esta implicada en el
control neuroendocrino de la funcion adenohipofisaria. Asi, la leptina
estimula en la lubina la secrecién de LH a través de una accién directa
sobre la hipdfisis (Peyon et al., 2001). Esta respuesta varia en funcién
del estado de desarrollo sexual de los animales y es independiente de
la estimulacion de la secrecion de LH inducida por GnRH. Ademaés, la
leptina actUa de forma sinérgica con el NPY estimulando la secrecion
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de LH en lubinas prepuberes pero no en lubinas postpuberales. Estos
resultados han llevado a postular un efecto de la leptina en el inicio de
la pubertad en peces, asi como en el proceso reproductivo en indivi-
duos adultos (Peyon et al., 2001).

1.3.4. ;QUE HAY DE NUEVO EN EL ESTUDIO
DEL CEREBRO NEUROENDOCRINO?

1.3.4.1. Kisspeptinas

El esquema clasico de control neuroendocrino de la reproduccion
gue ha estado vigente durante las Ultimas décadas, y que implica a los
sistemas neurohormonales GnRH como inductores de la secrecion de
gonadotrofinas (FSH y LH) en células hipofisarias, las cuales acttan, a
su vez, sobre las génadas para inducir los procesos de gametogénesis y
esteroidogénesis gonadal, se ha visto revolucionado recientemente por
el descubrimiento de las kisspeptinas, codificadas por el gen KiSS-1, y
gue actuan sobre un receptor de membrana acoplado a la proteina G
denominado GPR54 (Roa y Tena-Sempere, 2007). En un principio, el
péptido principal codificado por el gen KiSS-1 fue denominado metas-
tina por su capacidad para inhibir la metastasis tumoral (Ohtaki et al.,
2001). Sin embargo, estudios posteriores llevados a cabo en humanos
y en ratones demostraron el papel relevante de las kisspeptinas y su
receptor en el eje reproductivo (Roa y Tena-Sempere, 2007).

Los estudios de mutagénesis y «knock-out» del gen que codifica
para el receptor de KISS-1, GPR54, han mostrado su implicacién en la
regulacion de la pubertad. Asi, los pacientes con mutaciones que deter-
minaban una perdida de funcionalidad del GPR54 presentaban hipo-
gonadismo hipogonadotréfico. Por otro lado, los ratones que carecian
del GPR54 eran incapaces de iniciar la pubertad, presentaban érganos
reproductivos inmaduros y niveles reducidos de esteroides gonadales
y gonadotrofinas hipofisarias. Ademas, se ha descrito la presencia del
ARNm de KiSS-1 en células del hipotadlamo (nucleo arcuato y nucleo
anteroventral periventricular), la expresiéon de los receptores GPR54 en
las células GnRH, y una activacion de la expresion de FSH y LH depen-
diente de GnRH tras la inyeccion periférica o intracerebroventricular de
kisspeptina, asi como una elevacién considerable de los niveles de los
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ARNmM de KiSS-1y GPR54 al inicio de la pubertad (Roa y Tena-Sempere,
2007). En conjunto, todos estos resultados sugieren que las kisspepti-
nas y su receptor GPR54 estan implicados en la activacion peripuberal
de las neuronas GnRH y en la liberacion de GnRH hipotalamica, y re-
presentan factores criticos en la inducciéon de la cascada reproductiva
gue conduce a la pubertad (Kuohung y Kaiser, 2006; Messager et al.,
2005; Tena-Sempere, 2006).

Ademas, las kisspeptinas se han relacionado con el ciclo reproduc-
tivo en adultos y con la secrecion de gonadotrofinas durante el ciclo
ovarico, la gestacion y la lactancia (Roa y Tena-Sempere, 2007). La
expresion de KiSS-1 (ARNm y péptido) y su receptor en el ovario y las
experiencias que demuestran que la expresiéon hipotaldamica de KiSS-1
estd controlada por las hormonas esteroides gonadales sugieren un
importante papel de las neuronas KiSS-1 en la retroalimentacion posi-
tiva y negativa del estradiol sobre la secrecién de gonadotrofinas, y re-
fuerzan el creciente papel de estos péptidos y su receptor en el control
neuroendocrino de la reproduccion.

Hasta la fecha, las secuencias de cDNA del gen KiSS-1 sélo habifan
sido clonadas en mamiferos (Roa y Tena-Sempere, 2007) aunque recien-
temente se han identificado también en el pez cebra, lamprea marina,
medaka, fugu y tetraodon (van Aerle et al., 2008). Asimismo, se han
identificado las secuencias de su receptor GPR54 en mamiferos, anfibios
y algunas especies de peces como Danio rerio, Oreochromis niloticus,
Mugil cephalus, Rachycentron canadum, Micropogonias undulatus, So-
lea senegalensis o Pimephales promelas (Parhar et al., 2004; Nocillado et
al., 2007; Mohamed et al., 2007; Roa y Tena-Sempere, 2007; Filoby et al.,
2008; Mechaly et al., 2007; GenBank Accession number: DQ347412).
En tilapia, se ha observado que el receptor GPR54 se expresa en la neu-
ronas GnRH-1, GnRH-2 y GnRH-3 y que el nimero de neuronas GnRH
que expresan GPR54 es mayor en machos maduros que en machos
inmaduros (Parhar et al., 2004). Estos autores han propuesto también
gue la expresion de GPR54 es una sefal necesaria para detener la mi-
gracion de las neuronas GnRH-1, GnRH-2, y GnRH-3 y para un normal
desarrollo del eje reproductivo. En la cobia, las variaciones conjuntas en
la expresion de los ARNm de GPR54 y las diferentes formas de GnRH
durante el desarrollo larvario y juvenil y la pubertad también refuerzan
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la importancia de GPR54 en el control de la maduracion de los sistemas
GNRH y en su secreciéon durante estos procesos (Mohamed et al., 2007).
Estos resultados son consistentes con los obtenidos en Pimephales pro-
melas que muestran una variacién conjunta en la expresion cerebral de
GPR54 y la forma GnRH3 en estadios tempranos de la pubertad, y una
estimulacion de la expresion de ambos genes por la kisspeptina-10 (Fi-
gura 19) (Filby et al., 2008). En Mugil cephalus, los estadios de pubertad
temprana se caracterizan también por una mayor expresion cerebral de
GPR54 en relacion con los estadios intermedios y avanzados, y la expre-
sion de GPR54 también experimenta cambios en la gébnada durante el
proceso de pubertad (Nocillado et al., 2007). Por tanto, estos estudios
representan una novedosa linea de accién de considerable interés para
el esclarecimiento de los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
pubertad y la reproduccion en peces.

35
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FIGURA 19.

Expresion de Kisslr, GnRH-2 y GnRH-3 determinada mediante
RT-PCR en el cerebro de ejemplares en pubertad temprana-media de
Pimephales promelas tratados con kisspeptina-10 (2 nmol/g peso) o
vehiculo. Modificado de Filby et al., 2008.
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1.3.4.2. Hormoma inhibidora de las gonadotrofinas (GnIH)

En el ano 2000 se identificd en aves un pequefio péptido hipota-
ldmico de 12 aminoacidos que actuaba directamente sobre la hip&fi-
sis inhibiendo la sintesis y liberacion de gonadotrofinas (Tsutsui et al.,
2000; Tsutsui et al., 2007), por lo que fue denominado hormona in-
hibidora de las gonadotrofinas o GnlIH (Figura 20). La GnlH pertenece
a la familia de péptidos RFamida, que esta presente tanto en inverte-
brados como en vertebrados (Price y Greenberg, 1977; Rastogi et al.,
2000; Tsutsui y Ukena, 2006; Kriegsfeld, 2006; Tsutsui et al., 2007).
Este neuropéptido se sintetiza en forma de un precursor que, segun
el grupo filogenético, contiene las secuencias de dos (mamiferos), tres
(aves) o cuatro (anfibios) péptidos de la familia RFamida que presentan
el dominio LPXRF-amida (X = L 0 Q) en su extremo carboxilo terminal
(Tsutsui y Ukena, 2006).

La identificacién y localizacién cerebral de estos neuropéptidos
GnlH se ha llevado a cabo mediante técnicas de ELISA, técnicas inmu-

" Neurona g
GnRH ) | 32 i

Hipotalamo

" Hipdfisis

FIGURA 20.
Esquema de las acciones propuestas de la GnIH sobre la sintesis y
liberacién de gonadotrofinas hipofisarias y de GnRH hipotalamica
y su regulacion por melatonina. Modificado de Tsutsui et al., 2007.
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nohistoquimicas y técnicas de hibridacion in situ (Tsutsiu et al., 2000;
Tsutsui y Ukena, 2006; Tsutsui et al., 2007). Asi, los niveles de GnIH
en el diencéfalo de vertebrados son considerablemente superiores a
los encontrados en otras areas cerebrales. En aves, las células GnlIH se
localizan en el nucleo paraventricular hipotaldmico y en el area sep-
tal lateral y medial del cerebro (Tsutsui y Ukena, 2006; Tsutsui et al.,
2007). En cambio, la distribucion de fibras GnlH en el cerebro es mu-
cho més profusa, siendo particularmente evidentes en la eminencia
media hipotaldmica, el telencéfalo (septum y paleoestriado ventral), el
area preoptica, el techo dptico y la medula oblongata (Tsutsui y Ukena,
2006). En el &rea predptica, las fibras GnlH aparecen en el entorno
de las células GnRH-1 (cGnRH-I), asi como en proximidad de las fi-
bras GnRH-1 presentes en la eminencia media (Bentley et al., 2003).
La clonacion reciente de un posible receptor para la GnlH en aves ha
permitido caracterizar su expresion en la hipofisis, el hipotdlamo vy la
médula espinal (Yin et al., 2005). Ademas, se ha descrito la presencia
de sitios de union de la GniH en las células GnRH-2 (cGnRH-2) y en las
fibras GnRH-1 (cGnRH-1) de la eminencia media (Bentley et al., 2006).
Estas evidencias, asi como las obtenidas en mamiferos (Kriegsfeld et
al., 2006), sugieren que la GnlH puede también modular la sintesis y
liberacion de GnRH en el hipotdlamo y desempefiar acciones neuro-
moduladoras a nivel cerebral, ademas de ejercer efectos inhibidores
directos sobre la secrecion de gonadotrofinas hipofisaria (Figura 20).
A su vez, la sintesis y secrecién de GnlH hipotaldmica en aves parece
estar sometida a una estimulacion por la melatonina (Figura 20) (Tsut-
sui et al., 2007). Asi, la expresion de la GnlH esta controlada por el
fotoperiodo y es mayor en animales sometidos a fotoperiodo corto,
gue presentan una exposicidon nocturna a melatonina mas duradera, el
tratamiento con melatonina en individuos pinealectomizados y someti-
dos a enucleacion ocular determina una elevacion en la expresion y en
la secrecion de GnlH y las células GnlH hipotaldmicas presentan recep-
tores de melatonina de tipo Mel1C (Tsutsui et al., 2007). Por ello, estas
células GnlIH podrian desempefar un papel relevante en la integracién
de la informacién ambiental y en la transduccién de la informacién del
fotoperiodo a otros centros neuroendocrinos. La GnlH también inhibe
el desarrollo gonadal, la sintesis de esteroides y la actividad esperma-
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togénica en aves, lo que sugiere que este neuropéptido puede actuar
a distintos niveles del eje reproductivo (Tsutsui et al., 2007).

La presencia de células GnlIH en el hipotdlamo posterior parece
una caracteristica conservada a lo largo de la evolucién de vertebra-
dos (Tsutsui et al., 2007). Asi, recientemente se ha puesto también de
manifiesto la presencia de un péptido similar de tipo LPXRF-amida en
peces (Sawada et al., 2002; Osugi et al., 2006; Tsutsui et al., 2007).
En el carpin dorado, estas células GnlH estan presentes en el nucleo
periventricular posterior del hipotalamo, si bien también se han detec-
tado algunas células inmunorreactivas en la region del nervio terminal
de los bulbos olfativos, una regién que presenta células de la forma
GnRH-3 (Sawada et al., 2002; Kah et al., 2007). Las fibras GnIH-inmu-
norreactivas estan presentes principalmente en el nucleo lateral tuberal
del hipotdlamo y en la hipofisis del carpin, aunque también inervan
otras regiones como el telencéfalo ventral y el techo 6ptico (Sawada
et al., 2002). Estos estudios en peces son muy preliminares, y queda
por determinar si este péptido de la familia LPXRF-amida tiene en este
grupo filogenético las mismas funciones descritas para el sistema GnlH
en aves y en mamiferos, por lo que su estudio representa una linea
de investigacion de notable interés para el esclarecimiento del control
neuroendocrino y ambiental de la reproduccién en peces.

1.4. TRANSDUCCION DE LA
INFORMACION DE LOS CENTROS
FOTORRECEPTORES HACIA LOS
CENTROS NEUROENDOCRINOS
Y LA HIPOFISIS

Una cuestion que permanece sin resolver es como la informacion del
fotoperiodo alcanza a estos sistemas neuroendocrinos y/o hipofisiotro-
ficos que controlan la actividad de la hip&fisis y la secrecién de gonado-
trofinas. Los estudios de trazado neuronal, moleculares, inmunohisto-
quimicos y fisiolégicos desarrollados en nuestro laboratorio utilizando
la lubina como modelo nos han permitido identificar algunas de estas
posibles conexiones. Asi, el sinencéfalo dorsal, un area que contiene
células de tipo GNRH-2 (cGnRH-II), recibe proyecciones directas desde
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el érgano pineal. A su vez, el érgano pineal de la lubina recibe una
inervacion directa desde las células GnRH-2 y expresa receptores de
GnRH (Gonzalez-Martinez et al., 2004b; Servili et al., 2005, 2007), que
parecen varian su expresion de manera estacional. Los estudios in vivo
e in vitro llevados a cabo en nuestro laboratorio han permitido deter-
minar que la GNRH-2 es capaz de estimular la secrecion de melatonina
nocturna en el 6rgano pineal de la lubina (Servili et al., 2007). Las célu-
las GNRH-3 (sGnRH) del nervio terminal se encuentran también conec-
tadas con la retina, que presenta fibras GnRH-3 y receptores de GnRH.
Estas evidencias refuerzan la existencia de interacciones de los sistemas
GnRH-2 y GnRH-3 con los principales centros fotorreceptores (pineal
y retina, respectivamente) de la lubina (Figura 21). Estos resultados,
junto con informaciones previas sobre la inervacion de los distintos
sistemas GnRH en la hipdfisis de la lubina (Gonzalez-Martinez et al.,
2002a), sugieren que las acciones de los sistemas GnRH-2 y GnRH-3
sobre el eje reproductivo pueden estar mas centradas en la modulacién
de la actividad de los centros fotorreceptores que en el control directo
de la actividad hipofisaria y de la secrecién de gonadotrofinas.

A su vez, otras areas cerebrales y sistemas neuroendocrinos son can-
didatos a mediar estas interacciones. El nucleo predptico parvocelular

FIGURA 21.

Esquema de las interacciones propuestas entre los sistemas sGnRH
y ¢GnRH-II con los centros fotorreceptores (retina y 6rgano pineal,
respectivamente) en el cerebro de la lubina. La forma sbGnRH tiene
funciones hipofisiotroficas.
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presenta células GnRH-1 (Gonzalez-Martinez et al., 2001; 2002a), re-
ceptores de GnRH (Gonzélez-Martinez et al., 2004b), receptores de
melatonina (Herrera-Pérez et al., 2007), y contiene numerosas neuro-
nas que proyectan a la hipofisis (Garcia-Robledo y Munoz-Cueto, datos
no publicados) (Figura 22). El nucleo supraquiasmatico de la lubina
presenta proyecciones directas desde la retina (Servili y Mufioz-Cueto,
en preparacion), expresa receptores de melatonina (Herrera-Pérez et
al., 2007), posee células hipofisiotréficas (Garcia-Robledo y Mufioz-
Cueto, datos no publicados) y que expresan el neuropéptido Y (Cerda-
Reverter et al., 2000), un neuropéptido que alcanza de forma directa
la hipdfisis de peces y presenta acciones estimuladoras de la secrecion
de gonadotrofinas (Kah et al., 1989; Trudeau, 1997; Cerda-Reverter et
al., 1999). El nucleo lateral tuberal ventral del hipotdlamo es también
un candidato a mediar en la transduccion de la informacion del foto-
periodo a los sistemas neuroendocrinos ya que posee receptores de
melatonina (Herrera-Pérez et al., 2007) y de GnRH (Gonzalez-Martinez
et al., 2004b), presenta células NPY-positivas (Cerda-Reverter et al.,
2000) y células que proyectan a la hipofisis (datos no publicados). La
presencia de estas células NPY en regiones hipofisiotroficas del area
predptica y del hipotalamo que reciben una informacion directa (neu-

FIGURA 22.
El nticleo preéptico parvocelular es un candidato a mediar las
interacciones de la informacién del fotoperiodo con el cerebro
reproductivo ya que presenta receptores de GnRH (A), células
hipofisiotréficas (B) y receptores de melatonina (C) (Gonzalez-
Martinez et al., 2004b; Herrera-Pérez et al., 2007).
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ral o neuroendocrina) desde los centros fotorreceptores resulta de gran
interés ya que este neuropéptido esta implicado también en el control
de la ingesta. Asi, el NPY podria constituir un nexo de unién entre la
reproduccién y metabolismo ya que, como se indicé anteriormente,
muchas especies de peces cesan su ingesta durante el periodo repro-
ductivo, la expresion del NPY aumenta en el area preodptica durante
el ayuno (Silverstein et al., 1998) y en la lubina el efecto estimulador
del NPY sobre la liberacion de LH es también mayor en individuos en
ayuno (Cerda-Reverter et al., 1999).

Por Ultimo, las células catecolaminérgicas del nucleo ventromedial
del tdlamo pueden estar implicadas en estas interacciones ya que en la
lubina la hipofisis presenta fibras catecolaminérgicas y recibe proyec-
ciones desde este nucleo, que esta conectado de forma bidireccional
con el 6rgano pineal (Servili et al., 2005) y presenta receptores de me-
latonina (Herrera-Pérez et al., 2007) y de GnRH (Gonzalez-Martinez et
al., 2004b).

Ademas, mediante estudios de expresion de ARNm, estudios far-
macoldgicos y de unién de radioligandos a membranas se ha puesto
de manifiesto la presencia de receptores de melatonina en la hipofisis
del lucio, la trucha y la lubina (Gaildrat y Falcon, 2000; Falcon et
al., 2003, Sauzet et al., 2008), lo que indica que la hipofisis puede
representar también una diana directa para las acciones de la mela-
tonina.

La profundizacion en este tipo de estudios resulta necesaria ya que
puede contribuir al esclarecimiento de los efectos que tienen las ma-
nipulaciones del fotoperiodo sobre la secrecion de estos sistemas neu-
roendocrinos y aportar informaciones béasicas de gran interés para el
control ambiental y hormonal de la reproduccion.
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Resumen

La comprensiéon de los mecanismos que regulan la funcion repro-
ductora de los peces teledsteos y su control es un requisito esencial en
cultivo de peces. La hipofisis de los peces secreta dos gonadotrofinas,
la FSH y la LH que son responsables de que la recrudescencia gonadal
tenga lugar. La accion de las gonadotrofinas sobre la gonada se ejer-
ce a través de su acoplamiento a receptores de membrana especificos
localizados en las células foliculares y en las de Leydig y Sertoli en el
ovario y testiculo, respectivamente. El testiculo de los peces teledsteos
esta constituido por dos compartimentos, el lobular y el intersticial. El
primero lo constituyen los espermatocistes formados por células ger-
minales y células de Sertoli que las engloban y rodean. En el segundo
se localizan las células de Leydig responsables de la produccion de es-
teroides gonadales. La unidad esencial del ovario es el foliculo consti-
tuido por el oocito, la envoltura vitelina y las dos capas foliculares que
lo circundan. El acoplamiento de las gonadotrofinas a sus receptores
especificos desencadena la esteroideogenesis gonadal responsable de
la produccién de andrégenos, estrogenos y progestagenos que a su vez,
desencadenan la espermatogénesis y ovogénesis. En cautividad la au-
sencia de determinados factores bidticos y abidticos puede provocar al-
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teraciones del mecanismo reproductor de los teleésteos que dan como
resultado ausencia de puestas o asincronismo de las mismas. El obje-
tivo de esta revision es proporcionar los conocimientos precisos sobre
las hormonas reproductivas, su funcién y su modo de accién sobre los
6rganos diana (gonadas), para poder controlar la reproduccion de los
peces en cautividad y asi mitigar o eliminar los problemas menciona-
dos anteriormente.

Abstract

The understanding of the mechanisms that requlate the reproductive
function of teleosts is an essential requirement in fish culture. The fish hypo-
physis secretes two gonadotropins, the FSH and LH that are responsible for
gonadal recrudescence. Gonadotopin act on the gonad throughout specific
membrane receptors located in the ovarian follicular cells and in the testicu-
lar Sertoli and Leydig cells. Two main compartments are found in the testicle,
the lobular and the interstitial. The first one is constituted by the germinal cell
surrounded by the Sertoli cells, giving rise to the spermatocysts.The Leydig
cells are located in the second compartment and are responsible for steroid
secretion. The essential unity of the ovary is the follicle which is constitu-
ted by the oocyte and its viteline and follicular envelops. The binding of the
gonadotropins to its specific membrane receptors results in gonadal steroi-
deogenesis. The production of androgens, estrogens and progestagens triggers
spermatogenesis and ovogenesis. In captivity, the lack of certain biotic and
abiotic factors may account for alterations on the reproductive mechanism of
teleosts, resulting in failure or asynchrony of gamete production and release.
This review aims to provide essential knowledge on the hormones involved
in fish reproduction, their function and way of action on the target organs.
This Knowledge will make possible to control reproduction in captivity and
diminish or eliminate the above mentioned problems.

2.1. INTRODUCCION

Los peces viven en un medio, el acuatico, que experimenta cam-
bios ciclicos muy marcados que afectan de manera sustancial a di-
versos procesos vitales, como el reproductor, que son fundamentales
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para su supervivencia. Para ello, las diversas especies han desarrollado
una serie de mecanismos que les permite captar estos cambios am-
bientales y/o estimulos y traducirlos, convenientemente, para que el
organismo de la respuesta fisioldgica adaptativa adecuada. Esta sue-
le ser ciclica y en sincronfa con los cambios abidticos y bidticos que
experimenta el ecosistema en que habitan. En los peces, como en
otros vertebrados, compiten con éxito dos sistemas complementarios
de informacién, el sistema neural y el hormonal u endocrino. Para
el control adecuado del proceso reproductor es fundamental la con-
juncion y exacta sincronia entre los dos que se lleva a cabo a través
del sistema neuroendocrino. Asi pues, la percepcién de los estimulos
ambientales esta regida por el sistema nervioso que integra la infor-
macion captada por los receptores sensoriales. En el caso del proceso
reproductor esta es integrada y transportada a la hipdéfisis mediante
neurohormonas, principalmente de origen hipotalamico, que a su vez
controlan y modulan la sintesis y liberacion de las hormonas gonado-
tropas o gonadotrofinas, responsables de que tenga lugar la recru-
descencia gonadal con la consiguiente produccién de los gametos.
Estas, a su vez, ejercerdn su control sobre las génadas, testiculos
y ovarios para que sinteticen, principalmente, esteroides gonadales
gue en Ultimo término seran responsables de la produccion de los
gametos.

En este capitulo no haremos hincapié en el control neuroendo-
crino de la reproduccién de los teledsteos, puesto que ya ha sido
exhaustivamente revisado en el capitulo precedente. Nuestro interés
se dirigird hacia la revision de los mecanismos que intervienen en
el control hormonal de su proceso reproductor con especial énfasis
en las gonadotrofinas (GTHs), secretadas por la adenohipofisis y en
sus receptores de membrana especificos, localizados en las células
somaticas de las goénadas. La estructura y funcion de las génadas
serd también motivo de atenciéon por ser el soporte y origen de los
elementos germinales ademas del lugar donde, tras el acoplamiento
de las gonadotrofinas a sus receptores, tiene lugar la esteroideoge-
nesis (produccion de esteroides gonadales) que regula la produccion
y emision de los espermatozoides y évulos por parte del testiculo y
ovario, respectivamente.
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En acuicultura la imposibilidad de controlar el proceso reproductor
de una determinada especie de pez en cautividad limita totalmente sus
posibilidades de produccion. Por otra parte, la cautividad casi siempre
introduce variaciones respecto a las condiciones naturales que favore-
cen o determinan la reproduccion de la especie en cuestion. Ello ge-
neralmente se traduce en alteraciones del mecanismo reproductor que
pueden provocar mermas en la fecundidad o calidad de las puestas en
los casos mas sencillos y esterilidad total en los casos mas extremos.
Por tanto, para evitar estos problemas es preciso un control eficaz de
este proceso. Ello requiere de un conocimiento, lo mas preciso posible,
de los procesos basicos que regulan la alternancia del ciclo reproductor
y su puesta en funcionamiento que es lo que pretendemos proporcio-
nar con esta revision.

2.2. LAS GONADOTROFINAS

La reproduccién de los teledsteos implica a una cadena temporal de
acontecimientos complejos en los que las gonadotrofinas (GTHs) hipo-
fisarias tienen un papel central. Por ello el conocimiento de su estruc-
tura y de modo de accién es indispensable a la hora de comprender
como se orquesta el control del proceso reproductor.

2.2.1. La dualidad de las gonadotrofinas de los peces

Durante muchos afios se pensé que en la hipéfisis de los peces existia
una sola gonadotrofina, también llamada madurativa, a la que se le
atribuia la regulacion de todo el proceso reproductor (Burzawa-Gerard
1982). A mediados de la década de los 70 Idler y Ng (1983) propusieron
un sistema dual para las gonadotrofinas de los teledsteos. Sin embargo,
esta dualidad no quedd totalmente establecida hasta finales de la déca-
da de los 80 con la identificacién de dos gonadotrofinas, quimicamente
diferentes, en la hipdfisis de Onchorhynchus keta la GTH-ly la GTH-I,
previamente conocida como gonadotrofina madurativa (Kawauchi et
al., 1989). Posteriormente y en base a las secuencias aminoacidicas, se
establecid la homologia entre la GTH-I y la GTH-II de los peces con la
FSH (hormona foliculoestimulante) y la LH (hormona luteinizante) de los
tetrdpodos, respectivamente (Li and Ford, 1998; Quérat et al., 2000).
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Hasta el presente, gracias a técnicas de biologia molecular, se han ais-
lado y caracterizado las secuencias de cDNA que codifican ambas GTHs
en mas de 30 especies de peces, representadas en nueve ordenes de
teledsteos (Anguiliformes, Salmoniformes, Cipriniformes, Siluriformes,
Ciprinidontiformes, Perciformes, Scorpaeniformes, Gasterosteiformes y
Pleuronectiformes), asi como en Elasmobranquios. Por tanto, la duali-
dad de las gonadotrofinas debe considerarse como una caracteristica
ubicua entre los peces (Yaron y Sivan, 2006).

2.2.2. Estructura de las gonadotrofinas

Estructuralmente las GTHs de los peces al igual que las de los ma-
miferos, son glicoproteinas heterodiméricas que en una misma especie
comparten una subunidad o comun unida de forma no covalente a
una subunidad B especifica. Esta subunidad es quien determina la es-
pecificidad bioldgica de la hormona (Boime y Ben-Menahem, 1999).
Cada subunidad, a, FSH By LHp esta codificada por un gen diferente
(Fiddes y Talmadge, 1984) y difiere en su secuencia de aminoacidos
(aas) y conservacion filogenética. Los pesos moleculares estimados
en diferentes especies de teledsteos oscilan entre 12-28 KDa para las
subunidades y 28-50 KDa para los dimeros, segun el método de de-
terminacién empleado. Los modelos de la estructura terciaria de las
subunidades gonadotropas de peces sugieren que al igual que las hor-
monas glicoproteicas de mamiferos, pertenecen a una superfamilia de
proteinas caracterizadas por la presencia de un nudo de cisteinas (Cys)
que consiste en la colocacion comun de seis Cys que forman tres puen-
tes disulfuro intracatenarios (Hearn y Gomme, 2000). La contribucion
de estos nudos de Cys es critica para el correcto plegamiento y dimeri-
zacion de estas hormonas. Otra caracteristica relevante de la estructura
terciaria de las subunidades B es la region denominada «seat belt».
Esta regién, bien conservada en las hormonas glicoproteicas, parece
estar implicada en la transduccion de la sefial y en la estabilizaciéon del
heterodimero mediante interacciones no covalentes con la subunidad
a (Hearn y Gomme, 2000). Solo el heterodimero intacto o/} es capaz
de unirse especificamente a su receptor localizado en la membrana
plasmatica de las células diana, siendo las subunidades por si solas
biolégicamente inactivas (Pierce y Parsons, 1981).
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Las secuencias de aas de las subunidades LHB de peces estan alta-
mente conservadas, particularmente en regiones importantes para la
interaccion con el receptor (Moyle et al., 1994). En la subunidad LHp,
las posiciones de 12 Cys y del Unico sitio potencial de N-glicosilacién
estan altamente conservadas en todos los vertebrados. Sin embargo,
las estructuras primarias de las subunidades FSHB son mas variables
incluso en regiones que parecen conferir especificidad de ligando. En
la mayoria de los peces teledsteos, excepto en los mas primitivos, la
FSHP se desvia de la estructura basica de 12 residuos Cys conservados
y dos sitios potenciales de N-glicosilacion presentes en tetrapodos.
Asf, a la FSHB de salmoénidos y perciformes le faltan la tercera Cys
conservada y el sequndo sitio potencial de N-glicosilacién y tiene una
Cys adicional cerca del extremo N-terminal. Esta variacion estructural
entre las subunidades FSHB de peces, en esta regién, podria impli-
car diferencias funcionales considerables entre especies, debido a su
influencia en las interacciones con el receptor y posiblemente en la
estabilidad del heterodimero. Ademas, la perdida del segundo sitio
de N-glicosilacién podria afectar a su potencia bioldgica (Swanson et
al., 2003).

La porcién glicosidica contribuye entre un 20 y un 40 % en el peso
molecular de las gonadotrofinas y desempefna un papel importante
en muchas de las caracteristicas funcionales de las mismas. Los hidra-
tos de carbono de las hormonas glicoproteicas influyen en el correcto
plegamiento de las subunidades, en el ensamblaje y maduracién con-
formacional del dimero, en el almacenamiento intracelular y secrecion,
en la union a su receptor y transduccion de la sefal y en su vida media
(Hearn y Gomme, 2000 y Ulloa-Aguirre et al., 2001). El proceso de
glicosilacion empieza en el Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) y
termina en el Aparato de Golgi (AG), donde finalmente se obtiene la
protefna madura con las modificaciones post-traduccionales necesarias
para ser secretada al torrente sanguineo (Fig. 1). Los oligosacaridos es-
tablecen dos tipos de uniones con las proteinas, N-glucosidicas entre el
nitrégeno amida de un resto Asn (Asparagina) y la N-acetilglucosamina
del oligosacarido y O-glucosidicas entre el grupo OH de una Ser o Thr
(Serina o Treonina) y la N-acetilgalactosamina, galactosa, manosa o xi-
losa. Los oligosacaridos que intervienen en las uniones N-Glucosidicas
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Representacion esquematica de la biosintesis de las gonadotrofinas
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por las células gonadotropas de la adenohipéfisis.
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suelen presentar un ndcleo comun, mientras que los unidos por unio-
nes O-Glucosidicas varian en formay tamafo. La mayoria de estos azu-
cares son hexosas (manosa, galactosa, fucosa) o sus derivados como
las N-acetilhexosaminas y los acidos urénicos. Ademas, se han identi-
ficado también azucares complejos como los &cidos sialicos derivados
del acido neuraminico (Ulloa-Aguirre et al., 2001).

2.2.3. Sintesis y secrecion

Las gonadotrofinas se sintetizan en la hipdfisis, concretamente en
la adenohipdfisis. Estudios inmunocitoquimicos han permitido la lo-
calizaciéon de las células gonadotropas en la hipofisis de numerosas
especies de teledsteos, sobre todo en la pars distalis proximal (PDP)
y en ocasiones, en el borde de la pars intermedia (Pl) (Fig. 2). En la
hipdfisis de peces, a diferencia de los vertebrados superiores, hay
ausencia de co-localizacién celular de FSH y LH y por tanto, ambas
hormonas se producen en células gonadotropas distintas (Weltzien
et al., 2004).

i

106 de 719

105 I



Sitio Argentino de Produccién Animal

] LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

La sintesis y secrecion de las gonadotrofinas esta regulada principal-
mente por una familia de péptidos cerebrales, las GnRHs, cuya natura-
leza y diversidad esta bien estudiada en peces teleésteos (Breton et al.,
1972; King y Millard, 1992; Sherwood et al, 1993; Lethimonier
etal. 2004, Kah et al., 2007). Las GnRHs representan el principal factor
liberador de gonadotrofinas y son producidas en neuronas presentes
en diferentes areas del cerebro que acceden a la hipdfisis a través de
conexiones neuronales directas. Tras unirse a receptores especificos en
las membranas de las células gonadotropas adenohipofisarias (Conn'y
Crowley, 1994), desencadenan una serie de reacciones intracelulares
gue estimulan la sintesis (transcripcion y traduccion) y secrecion de
las GTHs. No obstante, existen otros factores cerebrales que modulan
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FIGURA 2.

Localizacion de los dos tipos de células gonadotropas de la lubina
(Dicentrarchus labrax). Fotomicrofotografias de una seccion de
la pituitaria mostrando dos tipos celulares diferentes: uno que
expresa FSH mRNA (A) y otro que expresa LH § mRNA (B).
Ambos tipos celulares se localizan en la Pars Distalis Proximal
(PDP) pero con delimitaciones distintas. Las células que expresan
FSHB se circunscriben a la parte externa de los cordones celulares
de la PDP (A), mientras que las que expresan LHf son mas
numerosas y estdn situadas en la parte interna de estos cordones
celulares, asi como bordeando la PI (Pars Intermedia) (B). Barra,
400 mu. Modificado de Muriach et al. (2008).
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directa o indirectamente la liberacién de gonadotrofinas como ciertos
neuropéptidos (péptidos opiaceos, neuropéptido Y, colecistoquinina),
aminas (dopamina, noradrenalina y serotonina) y aminodacidos neu-
rotransmisores (GABA, taurina, acido glutdmico, acido aspartico o la
B-alanina) (Peter et al., 1991; Kah et al., 1993; Trudeau 1997, Yaron
et al., 2003). La regulacién neuroendocrina de la sintesis y secrecién
de las gonadotrofinas se describe exhaustivamente y con detalle en el
capitulo Il de este mismo volumen (J.A. Mufoz-Cueto), por lo que no
nos extenderemos mas en ello.

La expresion génica y los niveles de ambas gonadotrofinas en la
hipofisis y en el plasma de los teledsteos varian a lo largo del ciclo
reproductor e incluso entre machos y hembras (Swanson et al., 2003;
Yaron et al., 2003; Yaron y Sivan, 2006). Los estudios realizados en
aquellas especies de teledsteos en las que ha sido posible cuantificar
los niveles de ambas gonadotrofinas en plasma, muestran que la FSH
esta presente a lo largo de todo el ciclo, incrementando de forma no-
table durante la oogénesis y espermatogénesis tempranas y durante la
postovulacion y postespermiogénesis, en hembras y machos, respec-
tivamente. Por el contrario, los niveles de LH en plasma son bajos o
indetectables durante las primeras fases de desarrollo gonadal y mues-
tran un pico durante la fase de maduracion final y ovulacion en las
hembras y espermiogénesis y espermiacion en los machos (Swanson,
1991; Prat et al., 1996; Gémez et al., 1999). En los salmonidos los
perfiles de expresion génica de ambas hormonas se correlacionan con
sus niveles en plasma (Gémez et al., 1999) y se ha visto que los niveles
de ARN mensajero de FSHP incrementan antes que los de LHPB. Sin
embargo, en especies de peces no salménidos con desarrollo gonadal
asincronico o de puestas multiples como el pez rojo (Sohn et al., 1999),
la dorada japonesa (Gen et al., 2000) o la lubina (Mateos et al., 2003),
no se observa este patrén diferencial de expresion de FSH y LH, a lo
largo del ciclo reproductor, caracteristico de salmonidos. En el pez rojo
y en la lubina los niveles de expresion de las subunidades LHB y FSHP
tienen perfiles similares y los niveles de LH en plasma son altos cuan-
do se dan los maximos de maduracion-ovulacion y espermiogénesis-
espermiacion en las hembras y en los machos, respectivamente (Navas
et al., 1998; Sohn et al., 1999; Rodriguez et al. 2001; Mateos et al.,
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2003). En la dorada japonesa se observa un claro dimorfismo sexual
entre los patrones de expresion de la BFSH. En los machos la expresion
aumenta con el desarrollo gonadal, pero no en las hembras. La fLH no
presenta este dimorfismo y los niveles de expresiéon se mantienen altos
en ambos sexos desde el inicio de la gametogénesis hasta la puesta
(Gen et al., 2000). Sin embargo, el pez espinoso a pesar de no ser un
salménido y tener un comportamiento reproductivo muy particular,
presenta un perfil de expresién de las dos gonadotrofinas muy similar
al observado en los salménidos (Hellqvist et al., 2006).

2.2.4. Accioén fisioldgica

Las gonadotrofinas regulan los procesos de gametogénesis y esteroido-
génesis gonadal en todos los vertebrados. En tetrdpodos esta muy bien
establecido el papel de cada gonadotrofina. A la FSH se le atribuye una
accion estimuladora del desarrollo folicular temprano y la preparacion de
las génadas para acciones posteriores de la LH, mientras que esta Ultima
estaria implicada en los procesos finales de maduracion y ovulacion/es-
permiacion. No obstante, en peces, existen pocos estudios donde se haya
podido comparar directamente la actividad de la FSH y de la LH y estable-
cer de forma clara su funcién diferencial. La mayor parte de la informa-
cion, disponible al respecto, proviene de distintas especies de salménidos
en las que desde finales de los anos 80 se han venido purificado ambas
hormonas. En machos, durante el proceso de espermatogénesis, ambas
gonadotrofinas estimulan la produccion testicular de 11-cetotestosterona
(11KT) in vitro, tanto en salmoénidos (Planas y Swanson 1995) como en
perciformes (Kagawa et al., 1998). Estudios con la anguila japonesa su-
gieren que la 11KT, regulada por la FSH, es un factor endocrino clave para
la iniciacion de la proliferacién espermatogonial (Ohta et al., 2007). En la
trucha, la FSH también estimula la proliferacion de espermatogonias in
vitro (Loir 1999). En el salmdn, la potencia de la LH para estimular la pro-
duccion de 11KT y 17a, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one (DHP) aumenta
a medida que avanza la espermatogénesis. Este aumento de la potencia
esteroidogénica de la LH coincide con la aparicion de células germinales
post-meidticas y del receptor de LH en los testiculos, con un incremento
de los niveles de LH en plasma y con la espermiacion. En la lubina, se ha
demostrado que los tratamientos con LH recombinante activan la esper-
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miacion y aumentan significativamente el volumen de esperma respecto
al grupo control (Mazén et al., 2008). Ambas gonadotrofinas estimulan,
de forma similar, la produccién in vitro de 17p-estradiol (E,) en ovarios en
vitelogénesis de carpa comun (Van Der Kraak et al., 1992), atun (Okada et
al.,, 1994) y salmon (Suzuki et al., 1988c, Planas et al., 2000). Antes de la
ovulacién, coincidiendo con el cambio en la esteroideogénesis ovarica de
E, a DHP y la rotura de la vesicula germinal, la potencia esteroidogénica
de la LH excede enormemente a la de la FSH, (Suzuki et al., 1988c; Planas
et al., 2000; Kagawa et al., 1998, 2003). Actualmente parece estar claro
gue el proceso de vitelogénesis esta regulado por el E, (Nagahama et al.,
1993; Nagahama, 1994) y que la FSH estimula la conversién de T a E,,
incrementando la actividad aromatasa y la expresion del gen P-450arom
en el ovario (Montserrat et al., 2004). Estudios en cultivos in vitro de g6-
nadas de lubina, demostraron una alta actividad esteroidogénica de la FSH
durante estadios iniciales de la maduracion testicular y ovarios en vitelo-
génesis (Moles et al., 2008). Por lo tanto, todo esto sugiriere que la FSH
juega un papel fundamental en las fases iniciales de la espermatogénesis
y vitelogénesis. Esto contrasta con lo observado en la dorada japonesa,
donde la LH es capaz de estimular la expresion y sintesis de P-450arom
en oocitos vitelogénicos, mientras que la FSH es inefectiva (Kagawa et
al.,, 1998, 2003). Asi pues, claramente la LH parece regular el final de la
maduracion oocitaria en todos los peces estudiados hasta el momento,
mientras que los papeles relativos de la FSH y la LH en la regulacién de
la esteroidogénesis durante el crecimiento de los oocitos varian con las
especies. La Unica funcion descrita hasta el momento exclusivamente para
la FSH es su participacion en la incorporacion de vitelogenina en oocitos
de trucha arcoiris (Tyler et al., 1991).

2.2.5. Purificacién, clonacion y formas recombinantes
de las gonadotrofinas

Desde la década de los 80, se ha demostrado la existencia de dos go-
nadotrofinas, quimicamente diferentes, en numerosas especies de teleds-
teos. Debido a las pequenas cantidades de GTHs presentes en la hip&fisis,
solo se han podido aislar y caracterizar bioquimica y fisiolégicamente en
un reducido nimero de especies. El proceso de purificacion en muchos
€asos, supone una gran limitacion al tener que sacrificar cientos o miles
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de animales para obtener las hipdfisis necesarias. Hasta la fecha se han
aislado y caracterizado FSH y/o LH en 14 especies de teledsteos (Tabla 1).
Tradicionalmente, los protocolos usados en la purificacién de gonadotrofi-
nas de peces han incluido una combinacién de diferentes técnicas croma-
tograficas, principalmente gel filtracion e intercambio iénico.

Por otra parte, gracias a las técnicas de biologia molecular se han
abierto nuevas perspectivas y se ha confirmado la dualidad de las go-
nadotrofinas de numerosas especies de peces al clonar las secuencias
codificantes de sus tres subunidades (Tabla 2). La clonaciéon de las
subunidades gonadotropas ha permitido comparar las secuencias de
nucleotidos y de aas en diversos vertebrados, demostrando que la GTH

TABLA 1.

Especies de teledsteos en las cuales se han purificado las gonadotrofinas y/o sus subunidades.

m Nombre comiin Gonadotrofina Peso molecular Referencia

Oncorhynchus keta Salmon chum GPa, FSHRy LHB 22,17y 18 Kda Suzuki et al., 1988a,b
FSHy LH 50y 36 KDa
Oncorhynchus kisutch Salmén coho GPa, FSHB y LHR ~ 20-24, 19y 22 Kda Swanson et al., 1991
FSHy LH 43y 39 KDa
Cyprinus carpio Carpa comun FSHy LH 45y 35KDa Van Der Kraak et al., 1992
Katsuwonus pelamis Bonito FSHy LH 39y 30KDa Koide et al., 1993
Pagrus major Dorada japonesa ~ FSHy LH 32y38KDa Tanaka et al., 1993
Micropogonias Corbina GPo, FSHB y LHB 17,19y 20.5 KDa Copeland y Thomas, 1993
undulatus FSHy LH
Thunnus obesus Patudo FSHy LH 40.5y 27 KDa Okada et al., 1994
Seriola dumerilii Pez limén GPo, FSHR y LHB 17,28y 21.5 KDa Garcia-Hernandez et al.,
FSHy LH 47y 29 KDa 1997
Oncorhynchus mykiss Trucha arcoiris FSHy LH 45y 35 KDa Govoroun et al., 1997
Santos et al., 2001
Morone saxatilis Lubina estriada GPao, LHB y LH 14.8,20.4y34.5KDa  Mafanos et al., 1997
Fundulus heteroclitus Fiindulo GPao, FSHR y LHR  22-23,18y 21 KDa Shimizu y Yamashita, 2002
FSHy LH
Hippoglossus Fletan GPao, FSHB y LHB 19,25y 24 KDa Weltzien et al., 2003
hippoglossus FSHy LH 33y32KDa
Anguilla japonica Anguila japonesa  GPo, FSHR y FSH 19, 17-21y 33 KDa Kamei et al., 2005
Dicentrarchus labrax Lubina GPa, LHB y LH 12,22y 31 KDa Mateos et al., 2006
Dicentrarchus labrax Lubina GPo, FSHB y LHR  12.6,13.6y 15.3KDa  Molés et al., 2008
FSH 28.5 KDa
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TABLA 2.
Clonacién de los cDNAs de las subunidades gonadotropas en peces.

Grupo taxonémico / Especie Nombre comiin Subunidad Referencia

Scyliorhinus canicula Melgacho FSHB, LHB Quérat et al., 2001
Acipenser baeri Esturion FSHB, LHB Quérat et al., 2000
Acipenser gueldenstaedtii Esturién ruso GPa, FSHB, LHB Hurvitz et al., 2005
Anguilla anguilla Anguila GPa, LHB Quérat et al.,, 1990a,b
FSHB Degani et al.,, 2003
Anguilla japonica Anguila japonesa FSHB, LHB Yoshiura et al., 1999
Conger myriaster Congrio FSHB, LHB Kajimura et al., 2001b
Oncorhynchus keta Salmén chum FSHB, LHB Sekine et al., 1989
Oncorhynchus masou Salmén japonés FSHB, LHB Kato et al.,, 1993
Oncorhynchus mykiss Trucha arcoiris FSHB LHB #AB050835
’ #AB050836
Carassius auratus Pez rojo FSHP, LHB Yoshiura et al., 1997
Cyprinus carpio Carpa comun GPa, LHB Chang et al.,, 1988
FSHB #AB003583
Mylopharyngodon piceus Caracolera FSHB, LHB Elizur et al., 2000
Ictalurus punctatus Azul FSHB, LHB Liu et al., 2001
Clarias gariepinus Pez gato FSHB Vischer et al., 2003

Fundulus heteroclitus Fundulo FSHB, LHB Lin et al., 1992
Morone saxatilis Lubina estriada GPa, FSHB, LHB Hassin et al., 1995
Dicentrarchus labrax Lubina GPa, FSHP, LHB Mateos et al., 2003
Sparus aurata Dorada FSHP, LHB Elizur et al., 1996
Oreochromis niloticus x O.aureui Tilapia hibrida LHB Rosenfeld et al., 1997
Oreochromis mossambicus Tilapia mosambica GPa, FSHB Rosenfeld et al., 1997
Gur et al., 2001
Trichogaster trichopterus Blue gourami FSHB, LHB Jackson et al.,, 1999
Pagrus major Dorada japonesa FSHB, LHB Gen et al., 1993
Acanthopagrus latus Sargo aleta amarilla LHB Tsai y Yang, 1995
Katsuwonus pelamis Barrilete listado FSHB, LHB Koide et al., 1993
Micropogonias undulatus Corbina FSHB, LHB Banerjee y Khan, 2008
Channa maculata Snakehead FSHB, LHB Chatterjee et al., 2005
Sebastes schlegeli Korean rockfish GPa, FSHB, LHB Kim et al., 2005
Gasterosteus aculeatus Espinoso FSHP, LHB Hellgvist et al., 2004
Paralichthys olivaceus Falso halibut del Japon FSHB, LHB Kajimura et al.,, 2001a
Hippoglossus hippoglossus Fletan GPa, FSHB, LHB Weltzien et al., 2003

Ampliado de Yaron et al., 2003.
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I'y GTH Il de peces son homologas a la FSH y LH de tetrapodos (Quérat
etal., 2000). Ademas, la clonacion de estas secuencias ha supuesto un
gran avance en el estudio del proceso reproductor de los teledsteos,
permitiendo caracterizar estos genes y desarrollar herramientas mole-
culares para estudiar los perfiles temporales de expresion a lo largo del
ciclo reproductor. La informacién disponible sobre la estructura de los
genes de las subunidades gonadotropas esta limitada a unas cuantas
especies de vertebrados superiores y en general presentan una organi-
zacion gendmica bastante bien conservada. Asi, todos los genes GPa,
aislados hasta el momento, constan de 4 exones separados por 3 in-
trones de tamafo variable, mientras que los genes de las subunidades
B (FSH y LH) contienen 3 exones y 2 intrones (Fig.3) (Bousfield et al.,
1994).

Por otra parte, la clonacion de los cDNAs de las tres subunidades de
las gonadotrofinas ha abierto la posibilidad de usar técnicas de DNA
recombinante para producir FSH y LH. En lineas generales, esta meto-

GPo.

2
1 2 3
_H "

FSHB

FIGURA 3.
Representacion esquemadtica de los genes alfa y beta de las gonadotrofinas.
Las cajas representan los exones correspondientes a cada subunidad.
En gris se indican las zonas no traducidas, mientras que en negro se muestran
las secuencias codificantes.
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dologia consiste en insertar las secuencias codificantes de los genes
de interés (cDNA) en vectores de expresion (plasmidos o virus) para
transformar o transfectar cultivos celulares u organismos heterélogos,
donde, normalmente bajo el control de promotores fuertes, se expre-
san en grandes cantidades. Esta metodologfa supone otro avance im-
portante en el estudio de la reproduccién en peces teledsteos, puesto
gue permite el suministro de gonadotrofinas de forma continua eli-
minando la necesidad de sacrificar un nimero elevado de peces para
purificarlas. Por otra parte, estas herramientas abren la posibilidad de
generar formas alteradas de las mismas proteinas con el objetivo de
mejorar o potenciar su actividad. Asi, la produccién de gonadotrofinas
recombinantes es una atractiva alternativa para disponer de FSHy LH'y
asi poder estudiar su funcién. Para la producciéon de proteinas recom-
binantes se han usado diferentes sistemas de expresién, tanto proca-
riotas como eucariotas. Los sistemas procariotas tienen la ventaja de
su facil manejo, pero presentan el inconveniente de carecer de los or-
ganulos o elementos celulares necesarios para procesar correctamente
proteinas complejas como las gonadotrofinas. Los sistemas eucariotas,
por el contrario, poseen la maquinaria celular adecuada para realizar
las modificaciones post-traduccionales requeridas para una biosintesis
correcta que asegure la completa bioactividad de estas glicoproteinas.
Desde que se empez6 a usar esta tecnologia, se han producido varias
GTHs recombinantes de varias especies de peces, tanto subunidades
aisladas como dimeros, e incluso en algunos casos recombinantes de
cadena Unica donde ambas subunidades estan fusionadas. Todas estas
formas recombinantes han sido usadas en el estudio de su endocrino-
logia reproductiva (Tabla 3). Todos los sistemas de expresion eucariotas
(ameba, levadura, células de insecto y de mamifero) han dado lugar
a gonadotrofinas de peces biolégicamente activas. Las cantidades
producidas varian de unos sistemas a otros, y en general suelen ser
suficientes para realizar estudios fisiolégicos in vitro, pero no para tra-
tamientos a gran escala en cultivos de peces. Debido a las grandes can-
tidades de hormona que serian necesarias para este Ultimo uso, se han
planteado otros sistemas de produccion como es el uso de organismos
enteros en lugar de cultivos celulares. En estos se puede obtener mayor
cantidad de proteina recombinante a menor coste. Asi, en peces se ha
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TABLA 3.
Produccion de gonadotrofinas recombinantes en diferentes sistemas de expresion.

Sistema Linea celular/
Nombre comuin Gonadotrofina Referencia
expresion organismo

Oncorhynchus Salmoén Bacterias Escherichia coli Hew et al., 1989
tschawytscha
Cyprinus carpio Carpa comUn Baculovirus sfo GPa. Huang et al., 1991
Sparus aurata Dorada Baculovirus Sfo FSHy LH Meiri et al., 1999
Morone saxatilis Lubina estriada Células mamiferos ~ CHO FSHy LH Blaise et al., 1999
Clarias gariepinus Pez gato Amebas Dictyostelium FSHy LH Vischer et al., 2003

discoideum
Ictalurus punctatus Azul Baculovirus Sf9 FSHy LH Zmora et al., 2003
Carassius auratus Pez rojo Baculovirus Bombyx mori FSHy LH Kobayashi et al., 2003

Kobayashi et al., 2006

Anguilla japonica Anguila japonesa  Levaduras Pichia pastoris ~ scFSH Kamei et al., 2003
Carassius auratus Pez rojo Transgénicos Embriones scFSH y scLH Morita et al., 2003

trucha arcoiris Morita et al., 2004
Oreochromis Tilapia Levaduras Pichia pastoris ~ scFSHy scLH Kasuto y Levavi-Sivan, 2005
niloticus Aizen et al., 2007
Danio rerio Pez cebra Células mamiferos ~ CHO scFSH y scLH So et al., 2005
Brachymystax lenok ~ Trucha de Células mamiferos ~ CHO scFSH y scLH Choi et al., 2005

Manchuria
Epinephelus coioides ~ Mero Baculovirus Sf9 LH Cui et al,, 2007
Brachymystax lenok ~ Trucha de Baculovirus Bombyx mori scFSH y scLH Ko et al., 2007
Manchuria
Dicentrarchus labrax  Lubina Baculovirus Sf9 FSHy LH Molés et al., no publicado
Dicentrarchus labrax  Lubina Células mamiferos ~ CHO FSH, scFSH y Molés et al., no publicado
scLH GOmez et al., no publicado

Sc, hormona recombinante de cadena Unica.

descrito la produccion de FSH y LH recombinantes de pez rojo (Caras-
sius auratus) y trucha de Manchuria (Brachymystax lenok) en larvas de
gusano de seda (Bombyx mori) mediante infecciones con baculovirus
portadores de los genes de interés (Kobayashi et al., 2006; Ko et al.,
2007). De esta manera, las larvas producen las proteinas de interés en
todas aquellas células de su organismo que han sido infectadas.

2.2.6. Métodos o sistemas de cuantificacion de GTHs

En la actualidad existen varios sistemas para cuantificar las gonado-
trofinas. Esta variedad de metodologias permite obtener informacién
importante acerca de su funcion y estructura (p.e., respuesta biolégi-
ca ante la estimulacion con FSH o LH, estimacion de la capacidad de
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unién a sus receptores, determinacion de caracteristicas estructurales
y/o propiedades moleculares, etc.). Entre estos sistemas de medicion se
pueden destacar los bioensayos, inmunoensayos, ensayos con lectinas
y ensayos con receptores especificos.

Bioensayos in vivo

Estos ensayos se basan en los efectos que producen extractos mas
0 menos puros de GTHs en las gdénadas del animal tratado. El mayor
inconveniente de este ensayo es que puede desestimar el efecto bio-
l6gico de formas de FSH o LH de vida media corta. Estudios realizados
en humanos indican que este tipo de ensayo no detecta la accién bio-
l6gica de isoformas de FSH con puntos isoeléctricos mayores de 5. Esto
puede ser importante a la hora de calibrar formas recombinantes y en
la asignacion de actividades especificas relacionadas con el contenido
de proteina.

Bioensayos in vitro

Los bioensayos in vitro estan basados, en gran parte, en respuestas
celulares cuantificables a la estimulaciéon con GTHs. Entre estas res-
puestas se incluye la produccién de AMPciclico (CAMP), actividad aro-
matasa, o produccion del activador de plasminégeno por cultivos de
células de Sertoli o células de la granulosa. Estos bioensayos propor-
cionan métodos muy sensitivos de estimacion de la actividad biolégica
de preparaciones mas o menos puras de FSH y LH. El principal inconve-
niente de estos sistemas es que no se puede evaluar la vida media de
las diferentes isoformas empleadas. Por lo tanto el disefo adoptado en
muchos bioensayos in vitro puede dar lugar a resultados parciales. Sin
embargo, han demostrado ser herramientas muy valiosas a la hora de
esclarecer la fisiologia de las gonadotrofinas.

Inmunoensayos

Los inmunoensayos se usan para determinar las fluctuaciones es-
tacionales de los niveles circulantes de FSH y LH en estudios fisio-
l6gicos, debido a que son ensayos rapidos, faciimente disponibles,
relativamente baratos y sensitivos. Generalmente se consideran mas
precisos que los bioensayos in vivo aunque no dan informacion sobre
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la actividad biolégica. Los primeros inmunoensayos para GTHs estu-
vieron basados en el formato RIA (Radioinmunoesayo) y actualmente
todavia siguen en uso. Sin embargo, los RIAs han sido en gran par-
te sustituidos por ensayos basados en anticuerpos monoclonales. La
mayoria de los ensayos disponibles ahora estan basados en sandwi-
ches de anticuerpos monoclonales o monoclonal-policlonales con una
gran variedad de modos de deteccion. Este tipo de ensayos (ELISA,
EIA, etc.) en general, son mas sensitivos y precisos. Los Ultimos inmu-
noensayos desarrollados son altamente especificos y pueden excluir
algunas isoformas de interés. Por ello, en ocasiones, es preferible un
ensayo basado en anticuerpos policlonales especificos que pueden
detectar los diferentes isotipos de la hormona en cuestiéon. A pesar de
las ventajas que ofrecen los inmunoensayos respecto a otros sistemas
de medicion, todavia hay una considerable variabilidad entre los resul-
tados de diferentes ensayos para gonadotrofinas. Las razones de tales
variaciones se han atribuido a diferencias en la calibracién, actividad
cruzada entre subunidades gonadotropas, falta de linearidad entre es-
tandares disponibles y variacion de las caracteristicas dosis-respuesta
entre ensayos.

Ensayos con lectinas

Estan basados en la capacidad de un grupo de proteinas, las lecti-
nas, para unirse de forma especifica y reversible a los hidratos de car-
bono, ya estén libres o formando parte de estructuras mas complejas.
La sustitucion del anticuerpo detector en un formato ELISA por lectinas
marcadas da lugar a ensayos que pueden detectar cambios en las es-
tructuras de los oligosacéridos. Esta metodologia generalmente no es
cuantitativa pero se ha usado para sondear diferencias cualitativas en-
tre diferentes preparaciones de GTHSs. Por otro lado, la cromatografia
de afinidad con lectinas, en las que se aplica muestras de suero y se
eluyen las gonadotrofinas con concentraciones crecientes del azucar
adecuado, resulta muy util para identificar distintas isoformas de FSH o
LH, aquellas isoformas que no se unen a la columna, las que lo hacen
débilmente y las que se unen fuertemente, en funcion de su composi-
cion glicosidica. De esta manera se pueden detectar diferencias brutas
en la composicion de azucares de las gonadotrofinas.
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Ensayos con receptores especificos

Estos ensayos consisten en la estimacion de la union de muestras
desconocidas a receptores especificos. Los primeros ensayos con recep-
tores se basaron en el uso de preparaciones solubilizadas de membra-
nas de testiculo de ternero. Estos ensayos son muy robustos y todavia
se usan, con algunas modificaciones, para cuantificar gonadotrofinas
en el suero sanguineo. Variantes del ensayo utilizan lineas celulares
transfectadas con receptores recombinantes. Los resultados obtenidos
en ensayos con receptores son bastante consistentes en comparacion
con los ensayos in vitro.

Una combinacién de receptor y anticuerpo en un formato tipo ELISA
podria dar lugar a un ensayo Util y practico que estimaria tanto carac-
teristicas funcionales como estructurales inmunoldgicamente reactivas.
(Rose et al., 2000).

2.3. LOS RECEPTORES
DE LAS GONADOTROFINAS

Las GTHs ejercen su accion uniéndose a receptores de membrana
especificos localizados en la superficie de las células diana. En los ver-
tebrados superiores se han descrito dos tipos de receptores especificos
para las gonadotrofinas uno que liga la FSH (FSHR) y otro que liga la LH
(LHR). En los primates y equinos, el LHR también une la gonadotrofina
coriénica (CG), una hormona placentaria, estructuralmente similar a la
LH (Bousfield et al., 1994).

Los primeros estudios relativos a los receptores de gonadotrofinas
en peces (GTHRs) no dejaban clara su dualidad (Bieniarz y Kime, 1986;
Breton et al., 1986; Kanamori et al., 1987; Kanamori y Nagahama,
1988). Los estudios de Yan et al. (1992) en el salmén plateado (Oncor-
hynchus kisutch) demostraron claramente, por primera vez, que en los
ovarios de los peces teledsteos existian dos tipos de GTHRs, el tipo |y
el tipo II. Posteriormente Miwa et al. (1994) localizaron ambos tipos de
receptores en ovarios y testiculos de salmén plateado en varios estados
de recrudescencia gonadal. Al mismo tiempo Quesnel y Breton (1993)
identificaron un receptor para la LH en el ovario de la trucha comun
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(Salmo trutta trutta). El tipo | (FSHR) interactuaba con ambas GTHs
pero con mayor afinidad por la FSH y el tipo Il (LHR) se unia especifica-
mente a la LH (Yan et al., 1992). Desde que se establecio la dualidad
de los GTHRs en los peces, el esfuerzo dedicado a su caracterizacion ha
sido razonable, pero bastante menor que el dedicado a sus ligandos,
lo que ha dificultado la comprension de las acciones bioldgicas de las
GTHs en los peces. A continuacion, se revisa la informacién disponible
en lo gue respecta la estructura, expresion y funcién de los GTHRs de
los peces.

2.3.1. Clonacién de los receptores de las gonadotrofinas

En 1989, de forma simultanea, McFarland et al. y Loosfelt et
al., aislaron por primera vez el cDNA del LHR de rata y de cerdo,
respectivamente. La disponibilidad de la secuencia de estos cDNAs
permitié deducir los cDNAs homdlogos en numerosas especies de
mamiferos. En peces, Dittman et al. (1995) aislaron, por primera vez
en el salmoén plateado, un cDNA que presentaba funciones de LHR
pero estructura de TSHR y en 1999 Bogerd et al. o hicieron con un
receptor de hormonas glicoproteicas (GPHR) de identidad dudosa
en el pez gato (Clarias gariepinus). Posteriormente y por primera vez
en los teledsteos, Oba et al., (1999ab) lograron aislar y caracterizar
funcionalmente, en ovario y testiculo del salmén «amago» (Oncor-
hynchus rhodurus), las secuencias completas de los cDNA que co-
difican tanto el LHR como el FSHR, demostrando definitivamente la
dualidad de los GTHRs al menos en los salménidos. En la actualidad,
mediante clonacién de los respectivos cDNAs codificantes, también
se ha demostrado la existencia de estos dos tipos de receptores en
Perciformes: la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) (Oba et al.,
2001), la dorada Europea (Sparus aurata) (Wong et al., 2004) y la
lubina (Dicentrarchus labrax) (Rocha et al., 2007); en Siluriformes:
el pez gato (Ictalurus punctatus) (Kumar et al., 2001a, b) y el pez
gato Africano (Clarias gariepinus) (Bogerd et al., 2001; Vischer y
Bogerd, 2003); en Cipriniformes: el pez cebra (Danio rerio) (Laan et
al., 2002; Kwok et al., 2005) y en otras especies de Salmoniformes:
el salmon del Atlantico (Salmo salar) (Maugars y Schmitz, 2006) y la
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Sambroni et al., 2007).
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2.3.2. Principales atributos de los receptores
de las gonadotrofinas deducidos a partir de
sus secuencias de cDNA

Los GTHRs, FSHR y LHR, junto con el receptor de la hormona esti-
mulante del tiroides (TSHR), constituyen la familia de los receptores
de las hormonas glicoproteicas, una subclase de la gran superfami-
lia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) que actian como
transductores de senales a través de la membrana celular (Vassart et
al., 2004). Los GPHRs estan constituidos por una sola cadena proteica
en la que se pueden identificar tres dominios: un largo dominio N-
terminal expuesto en la cara extracelular de la membrana, una regiéon
de plegamiento con siete hélices o transmembranales (7TM) conecta-
das por tres asas intracelulares y tres asas extracelulares y un dominio
intracelular C-terminal (Fig. 4). Una de las principales caracteristicas de
los GPHRs es su dominio extracelular que constituye mas de la mitad
de la totalidad de la proteina y contribuye al reconocimiento y a la
especificidad de union de la hormona al receptor (Dias et al., 2002,
Ascoli et al., 2002).

El analisis de las secuencias de aas de los dominios extracelulares
de los GPHRs muestra una porcién central compuesta por nueve re-
peticiones ricas en leucinas (LRR), flanqueadas por regiones ricas en
cisteinas que protegen del solvente al nucleo hidrofébico de las LRR.
La regiéon C-terminal, rica en cisteinas, es a veces denominada como
region bisagra o como dominio de especificidad de la sefalizacion. Se
ha visto que esta regiéon tiene un papel muy importante en el recono-
cimiento especifico de la hormona por su receptor y en la transduccién
de la sefal (Vassart et al., 2004). Los motivos LRR se han descrito en
un gran numero de proteinas y comprenden aproximadamente 20-
24 residuos de aas, formados por unidades estructurales hoja p corta/
hélice a. conectadas entre si por un giro . Todas las hojas B y hélices
a son paralelas a un eje comun dando como resultado una molécula,
con una curvatura en forma de herradura de caballo, en cuyo interior
se alinean las hojas B (Kobe y Kajava, 2001). En base a la estructura
de proteinas con motivos LRR, se han creado modelos de los dominios
extracelulares de los receptores de la LH y TSH (Kajava et al., 1995;
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FIGURA 4.

Representacion esquemadtica de la estructura generalizada de los GTHRs, ilustrando el
dominio extracelular N-terminal, las siete hélices transmembrana y la cola intracelular
C-terminal. El dominio extracelular comprende repeticiones ricas el leucinas flanqueadas
por regiones ricas en cisteinas. La linea negra representa un puente disulfuro
formado por dos residuos de cisteina, sumamente conservados, presentes en las alas
extracelulares uno y dos del dominio transmembrana. La capa bilipidica de la membrana
celular esta representada por dos barras grises. El extremo C-terminal de la octava
hélice transmembrana posee una cisteina conservada, potencialmente implicada en
palmitoilacién, anclando esta parte de la cola intracelular a la membrana plasmatica
(indicado por una barra en zigzag). Adaptado de Vassart et al. (2004).

Jiang et al., 1995; Bhowmick et al., 1996). A partir de ellos se ha pre-
dicho que la unién de la LH y TSH a sus respectivos receptores, implica
multiples puntos de contacto con la regién concava de sus dominios
extracelulares. La reciente publicacién de la estructura cristalina de
la FSH humana (hFSH), unida al dominio extracelular (aas 1-268) del
FSHR humano (hFSHR) (Fan y Hendrikson, 2005), ha permitido corregir
y perfeccionar los modelos existentes. Sus principales atributos son la
existencia de nueve hojas B paralelas que forman una molécula con
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una curvatura menos pronunciada de lo esperado y la presencia de una
décima hoja p en la regién N-terminal rica en cisteinas.

Las secuencias de cDNA de los GTHRs de peces, conocidas hasta el
presente, codifican proteinas que oscilan entre 658 y 704 aas en los
FSHRs y 693 y 728 aas en los LHRs. Los primeros 16 a 20 aas corres-
ponden al péptido sefal, ausente en la proteina madura. Al igual que
en los mamiferos (Dias et al., 2002; Ascoli et al., 2002), aves (You et
al., 1996; Mizutani et al., 1998), reptiles (Borrelli et al., 2001; Bluhm et
al., 2004) y anfibios (Nakayama et al., 2000), los GTHRs de los peces
pertenecen a la superfamilia de los GPCRs. La estructura primaria de
estos receptores, es decir las secuencias de aas deducidas a partir de
sus cDNAs, muestran las caracteristicas tipicas de los GPHRs: un largo
dominio extracelular compuesto por series de repeticiones ricas en leu-
cinas (LRR) flanqueadas por regiones ricas en cistefinas a ambos lados
proximal y distal, un dominio TM y un dominio intracelular C-terminal.
El porcentaje de identidad entre las secuencias completas de aas de
los FSHR de las diferentes especies de peces es aproximadamente del
71,5%. Respecto al LHR, el porcentaje de identidad esta alrededor del
68%. Estos valores aumentan cuando comparamos las secuencies de
los GTHRs de peces pertenecientes al mismo orden. El dominio TM
presenta una similitud mas elevada mientras que el dominio con mayor
variabilidad es la cola intracelular.

Pese a que existe una elevada similitud estructural entre los GTHRs de
los peces y sus homoélogos en mamiferos, se pueden observar diferencias
importantes sobre todo en los FSHRs. Contrariamente a lo observado
en el FSHR y LHR de mamiferos y en otras protefnas con dominios LRR,
el FSHR de salmén no presenta una region rica en cisteinas bordeando
el extremo N-terminal del dominio LRR (Oba et al., 1999 ab; Maugars y
Schmitz, 2006; Sambroni et al., 2007) (Fig. 5.). En los salmonidos, esta
region solo tiene un residuo de cisteina que se alinea con la dltima cis-
teina del grupo de cisteinas N-terminal de los GPHRs de los mamiferos.
En los mamiferos esta region posee cuatro residuos de cisteinas (Vassart
et al., 2004), en las aves tres (You et al., 1996; Mizutani et al., 1998) y
en los teledsteos dos o uno. Ademas, los FSHRs de los perciformes (tila-
pia, dorada y lubina), tienen una insercién de nueve aas en esta region,
concretamente donde se encuentra uno de los dos residuos de cisteina
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(Fig.5). Se ha demostrado, por cristalografia, que las cuatro cisteinas del
grupo N-terminal del FSHR humano forman dos puentes disulfuro entre
Si y se piensa que este grupo es preciso para el plegamiento correcto
de la proteina (Fan y Hendrickson, 2005). Considerando las diferencias
existentes, tanto en la distribucion espacial como en el nimero de los re-
siduos de cisteinas, entre los FSHRs humano y de peces se supone que el
plegamiento de las cadenas polipeptidicas de los FSHRs de peces puede
ser distinto al descrito para el hFSHR. En el dominio extracelular de los
LHRs de peces, se pueden identificar nueve motivos LRR, ubicados en las
posiciones correspondientes a los nueve LRR descritos para los LHRs de
mamiferos. En el dominio extracelular de los FSHRs de gran parte de las
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FIGURA 5.

Alineamiento mdltiple de las secuencias de aminoacidos de FSHRs mostrando la region
N-terminal rica en cisteinas y parte de la regiéon LRR del dominio extracelular. Ntimeros de
acceso del GenBank: humano (Hum) AY429104, lubina (Sbs) AY642113, tilapia del Nilo (Til)
AB041762, dorada (Sb) AY587262, salmén «amago» (As) AB030012, salmén Atlantico (Ats)
AJ567667, trucha arco-iris (Rtr) AF439405, pez cebra (Zbf) AY278107, pez gato Africano (Ac)
AJ012647, pez gato (Cc) AF285182. Los ntimeros a la derecha se refieren a la posicién de los

aminodcidos en la proteina. La secuencia del sbsFSHR esta destacada en negrita. Aquellos

residuos conservados en todas las secuencias se encuentran en un recuadro gris. Las barras
negras encima de la secuencia indican el motivo (X-L-X-L-X) de la hoja f de las LRRs.
Se indica la posicién de los intrones amplificados en esta regién del FSHR de lubina.
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especies de peces, al igual que ocurre en los LHRs, se pueden identifi-
car nueve motivos LRR que corresponden a repeticiones descritas en el
hFSHR (Fan y Hendrickson, 2005). No obstante, los FSHRs de los perci-
formes poseen una LRR adicional codificada por una inserciéon de 25 aas
(Fig. 5). En este grupo de peces la presencia de esta LRR extranumeraria
podria indicar que en este receptor el dominio de unién al ligando, a pe-
sar de presentar una misma configuracion, tiene un tamafo y curvatura
distintos a los descritos para el hFSHR y ello podria afectar a la union de
la hormona.

Los dominios TM de los GPHRs de peces estan extremadamente
conservados. En ellos se pueden identificar varios motivos tipicos de los
GPCRs implicados en la activacion del receptor. La primera y segunda
asas extracelulares incluyen dos cisteinas que virtualmente forman un
enlace intramolecular por puente disulfuro que sujeta la proteina (Gu-
dermann et al. 1995).

Los dominios intracelulares de los GPHRs de peces, al igual que
los demas GPCRs, son ricos en serinas, treoninas y tirosinas que son
aas potenciales de sitios de fosforilacion. Esto es importante ya que
los procesos de fosforilacién del dominio intracelular constituyen un
mecanismo de regulacién, a corto plazo, del nimero de receptores
presentes en la membrana celular. Ademas, el dominio intracelular de
los LHRs de peces posee dos cisteinas adyacentes muy conservadas
gue potencialmente podrian estar implicadas en palmitoilaciéon y aco-
plamiento a la membrana como ocurre en el LHR de rata (Kawate y
Menon, 1994).

Glicosilacion de los receptores de las gonadotrofinas

En el dominio extracelular de los GPHRs de peces existen varios sitios
potenciales de N-glicosilacion que no estan estrictamente conservados,
aunque uno de ellos (*'"NGT en el FSHR humano), se ha conservado en
el FSHR, LHR e incluso en el TSHR. La glicosilacion del receptor no es
importante para la vida media de la proteina en circulaciéon, dado que
esta no es secretada como ocurre con las GTHs. Se ha sugerido que
el grado de glicosilacién de los GPHRs podria afectar a la union de la
hormona, aunque los estudios mas recientes indican que en la interfaz
de unién hormona-receptor no hay carbohidratos (Fan y Hendrickson,
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2005). Seguramente la glicosilacion estaria relacionada con la estabili-
dad y con el plegamiento adecuado de la proteina (Davis et al. 1995;
Davis et al. 1997).

2.3.3. Estructura y organizacion de los genes
de los receptores de las gonadotrofinas

Los genes de los GTHRs de mamiferos son genes de copia Unica y
comparten una elevada similitud estructural. Los genes del FSHR estan
constituidos por diez exones y nueve intrones mientras que los genes
del LHR tienen once exones (Atger et al., 1995; Gromoll et al., 1996).
El exén adicional que presentan los LHRs respecto a los FSHRs esta in-
sertado entre el exén nueve y diez. Los exones 2-8, que codifican LRRs,
tienen tamanos y secuencias muy similares. Cada uno de estos exones
estad interrumpido por un intrén en una posicion homologa de cada
motivo LRR. En comparaciéon con cada uno de los exones 2-8, el exén
9 les duplica en tamafo y codifica dos LRRs consecutivas. El Ultimo
exén de cada gen de estos receptores codifica una pequefa fraccion
del dominio extracelular y la totalidad de los dominios transmembra-
na e intracelular. En peces, solo se conoce la organizacion estructural
completa del gen del LHR en la lubina (A Rocha, S Zanuy, M Carrillo, A
Gomez, por publicar). El nimero y distribucion de sus exones, es ho-
mologa a la descrita en los mamiferos. Sin embargo, el andlisis parcial
de la estructura del gen de FSHR de la misma especie, demostré la pre-
sencia de tres intrones en su dominio TM (A Rocha, S Zanuy, M Carrillo,
A Goémez, por publicar). En la tilapia y en el salmén amago también se
ha descrito presencia de intrones en la regién codificadora de la TM. En
genes homologos de invertebrados se ha visto una organizacién similar
en la localizacion de los intrones descritos en los genes del salmén, tila-
pia y lubina. Por lo tanto, los peces representan una etapa de transicion
en la pérdida de intrones en la region que codifica los dominios TM e
intracelular. Finalmente, este anélisis de la estructura primaria del FSHR
de lubina mostré la presencia de un motivo LRR adicional, codificado
por una insercion de 25 aas, en el dominio extracelular. Segun la orga-
nizacion estructural de los genes de FSHR de rata y humano, cada mo-
tivo LRR interno corresponde a un intrén. Esta organizacion estructural
se ha preservado en el FSHR la lubina ya que en su dominio extracelular
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se ha identificado un intrén extra, justo en la secuencia que codifica la
insercion de 25 aas. Al comparar los genes del FSHR de lubina y huma-
no, se puede identificar facilmente la presencia de un exén extra de 75
pb (pares de bases) en el gen de la lubina. Dados la fase y posicion de
los intrones amplificados y en base al modelo de evolucion propues-
to para proteinas constituidas por motivos LRR (Fedorov et al., 1998;
Haigis et al., 2002), se cree que la presencia de este exdn extra es el
resultado de la duplicacion de un exdn interno. Asi mismo, teniendo
en cuenta que este exdn extra no existe en los FSHRs de los salmones,
pez cebra y pez gato, esta duplicacion habria ocurrido después de la
diversificacion de los Euteleostei, en los tres superérdenes Ostariophy-
si, Protacanthopterygii y Acanthopterygii, pero antes de la divergencia
de los linajes de los Perciformes, Beloniformes y Tetraodontiformes,
ya que este exdn extra también existe en los FSHRs del fugu rubripes
y medaka (EnsEMBL release 42; Takifugu rubripes scaffold_7634 and
Oryzias latipes chromosome 19 11454591:11468192).

2.3.4. Interacciéon hormona-receptor
Uniodn del ligando

Desde principios de la década de los 90 se cree que las LRRs, pre-
sentes en el dominio extracelular de los GTHRs, son las estructuras
implicadas en la especificidad de la union del ligando al receptor. Sin
embargo, el mecanismo de union de la hormona y consecuentemente
el modo de activacion del receptor, no estuvo claro hasta que se pu-
blicé la estructura cristalina de la hFSH unida al dominio extracelular
(aas 1-268) del hFSHR (Fan y Hendrickson, 2005). Segun este estudio,
la totalidad de las 10 hojas B, que forman el dominio LRR del hFSHR,
estd implicadas en las interacciones hormona-receptor. Las hojas p del
receptor interactian con los segmentos C-terminal de ambas subu-
nidades FSHa y B y también con sus lazos al2 y BL2. La orientacion
de la hormona respecto al dominio de union del ligando del hFSHR,
faculta el establecimiento de contactos que estabilizan la hormona en
una posicién que permite que la FSHa establezca contactos con los
lazos extracelulares de la TM. El potencial electroestatico de las super-
ficies en la interfaz hormona-receptor es predominantemente positivo
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y negativo, respectivamente, indicando que hay interacciones directas
entre residuos con cargas complementarias. En los FSHR de los peces
practicamente ninguno de los residuos sumergidos por la FSHp en la
interfaz hormona-receptor humana, estan conservados. De entre los
gue estan sumergidos por la FSHa humana o por ambas FSHa y B hu-
manas, menos de la mitad estan conservados en los peces. La Unica ex-
cepcion son los residuos pertenecientes a la LRR 4 (LRR 5 en los peces
perciformes) que presentan un grado de conservacion mas elevado y
se creé que interactuan, principalmente, con residuos de la FSHa..
Aunque en la especificidad de la unién podrian contribuir varias
superficies de contacto, el analisis detallado de la estructura del com-
plejo hFSH-hFSHR ha mostrado que en el hFSHR existe un numero
pequefio de residuos que potencialmente determinan la especificidad.
Estos residuos son la Leu®®, Lys'® y la combinacién de Glu’® y Arg'®'y
se localizan en la interfaz en la que el «seat-belt» (ver 2.2, mas arriba)
de la hormona contacta con el receptor. No obstante, algunos de estos
residuos no estan conservados en los FSHRs de los peces. Otros se han
conservado o han sido substituidos por residuos con caracteristicas que
permiten establecer las interacciones descritas en el caso del hFSHR,
como es ejemplo la Leu®. Una segunda caracteristica de especificidad
en el hFSHR es la formacién de puentes de hidrégeno entre la Lys'® y
dos residuos de la FSHp. La interaccion de estos residuos origina un ca-
nal cuyos lados estan formados por dos aas de la FSHa, que establecen
enlaces con dos residuos del receptor. Con la excepcién de la tilapia y
de la dorada, los residuos que ocupan posiciones homaologas a los de
humano en los FSHRs y subunidades FSHa y  de los peces, estan con-
servados o han sido substituidos por aas que siguen posibilitando las
mencionadas interacciones. El tercer determinante de especificidad en
el hFSHR implica aas que no estan conservados en los peces y se basa
en interacciones de dos residuos de la FSHB humana con dos residuos,
Glu’®y Arg'", del hFSHR. En el receptor humano estos dos residuos son
estructuralmente adyacentes (uno al otro); sin embargo, en los peces
perciformes la presencia de una insercién de 25 aas que codifica una
LRR extra, originaria un giro adicional que separaria espacialmente es-
tos dos residuos y por lo tanto, imposibilitaria la formacion de enlaces
equivalentes. Pese a las modificaciones estructurales de sus dominios
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LRR, los FSHRs de estos peces responden a la FSH de mamiferos (ver
a continuacioén), sugiriendo que esta interfaz hormona-receptor no es
estrictamente necesaria para la activacion del receptor.

Todavia no se conoce la estructura cristalina del LHR, pero se sabe
gue en rata seis aas del dominio extracelular del LHR que estan in-
volucrados en la unioén al receptor (Bhowmick et al., 1999), estan con-
servados en los LHR de los peces, o han sido substituidos por aas de
tamano, forma y composicidon quimica parecidas. Otros estudios han
demostrado que la hoja § de la tercera LRR de LHR humano que con-
tiene determinantes de especificidad (Leung et al., 2006), en particular
la Asn'®, también se encuentra conservada en los LHR de los peces
(Vischer et al., 2003).

Especificidad de los receptores de las gonadotrofinas

Contrariamente a los GTHRs de los mamiferos, que son altamente
especificos para sus ligandos afines (menos de 0,1% de actividad cru-
zada; Braun et al., 1991; Moyle et al., 1994), en los peces teledsteos
la dualidad funcional y especificidad de los receptores de la FSH y de
la LH parece ser menos aparente. Los ensayos in vitro con receptores
recombinantes de dos especies de pez gato Clarias gariepinus y Icta-
lurus punctatus y del pez cebra Danio rerio, sugieren que los FSHRs
no son selectivos para la FSH, aunque la FSH es ligeramente més po-
tente que la LH como ligando, mientras que los LHRs son altamente
selectivos para la LH (Bogerd et al., 2001; Vischer y Bogerd, 2003,
Kumar et al., 2001a, b; Kwok et al., 2005). Anteriormente se habian
observado resultados similares en el salmén plateado, donde el FSHR
no fue capaz de distinguir entre la FSH y la LH, mientras que el LHR
apenas unié la LH (Yan et al., 1992; Miwa et al., 1994). No obstante,
estos datos contrastan con los resultados obtenidos en otras especies
de salmodnidos. Por ejemplo, la estimulacion del FSHR de salmén «ama-
go» con FSH y LH purificadas de salmén «chum» (Oncorhynchus keta),
dio lugar a una activacion especifica al no observase ningun efecto
con la LH de salmén «chum». Sin embargo, células transfectadas con
el LHR respondieran con una elevada sensibilidad a la LH y en menor
magnitud, también a la FSH (Oba et al., 1999ab). En la trucha arco-iris
se observaron resultados similares, aungue en este caso, fueron nece-
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sarias dosis supra-fisiolégicas de FSH purificada de trucha arcoiris para
activar el LHR recombinante de la misma especie, lo cual cuestiona la
relevancia de esta interaccion (Sambroni, et al., 2007). Sin embargo,
en un estudio también reciente (Ko et al., 2007), los receptores del
salmoén «amago» respondieron de forma especifica a la estimulacion
con hormonas recombinantes de la trucha Brachymystax lenok. En la
carpa Labeo rohita la situacion es aun mas complicada, los dos GTHRs,
purificados a partir de células foliculares de ovario, reconocieran la FSH
y LH de salmén en ensayos de unién receptor-ligando, aungque con
preferencia por sus ligandos afines (Basu y Bhattacharya 2002). Estos
resultados, sin embargo, hay que interpretarlos con mucha precaucion
ya que se emplearon hormonas heterdlogas. Pese a lo descrito ante-
riormente, estudios preliminares demuestran que los receptores de la
FSH y de la LH de la lubina presentan especificidad de unién por sus
ligandos afines (Rocha et al., 2007). La estimulacion de células que
expresan de forma estable cada uno de los receptores con FSH y LH
recombinantes de lubina, dio lugar a una activacion especifica dosis-
dependiente, de cada uno de los receptores. A pesar de ello, se ha
visto que el LHR de lubina también se activa cuando se estimula con
LH y FSH bovinas, mientras que el FSHR apenas se activa en presencia
de FSH bovina (Rocha et al., 2007). Los receptores del pez cebra y sal-
moén «amago» tuvieron un comportamiento similar. Tanto la LH como
la FSH bovinas activaron sus LHRs, pero los FSHRs apenas respondie-
ran a la estimulaciéon con FSH bovina (Kwok et al., 2005; Oba et al.,
1999a,b). Numerosos estudios demuestran que las hormonas de ma-
miferos pueden actuar de diferentes formas sobre los GTHRs de peces.
En el pez gato (Ictalurus punctatus), la hFSH estimula preferentemente
el FSHR con efectos muy reducidos sobre el LHR. Sin embargo, la hCG
activa ambos receptores (Kumar et al., 2001a,b). No obstante, en el
pez gato Africano (Clarias gariepinus) la hFSH estimula ambos FSHR y
LHR, mientras que la LH y la hGC apenas activan el LHR (Bogerd et al.,
2001; Vischer y Bogerd, 2003).

En acuicultura, con frecuencia se usan hormonas de mamiferos con
el objetivo de solucionar disfunciones fisioldgicas originadas por el
confinamiento de los animales. No obstante, la complejidad observa-
da, como consecuencia de la activacion cruzada de los GTHRs, aconse-
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ja prudencia en el uso de hormonas gonadotropas heterélogas, para el
tratamiento de reproductores, en la practica del cultivo de peces.

2.3.5. Expresion de los receptores de las gonadotrofinas
Expresion tisular selectiva

Tras la clonacion de los cDNAs de los GTHRs de peces, se desarrolla-
ron las herramientas moleculares necesarias para estudiar la expresion
tisular de ambos receptores. Asi, mediante RT-PCR, se observd que en
el salmoén «amago» la expresion de ambos receptores era muy espe-
cifica ya que se detectaron exclusivamente en las gonadas (Oba et al.,
1999a,b). En contraposicion, la expresion de estos transcritos en el
pez gato Africano, el salmén del Atlantico y en la lubina se asemeja a
la descrita en mamiferos ya que el FSHR se expresa exclusivamente en
las gdbnadas, mientras que el LHR también lo hace en diferentes tejidos
somaticos (Bogerd et al., 2001; Vischer and Bogerd, 2003; Maugars y
Schmitz, 2006; Rocha et al., 2007) (Fig. 6). Se han encontrado niveles
bajos de expresién extragonadal del FSHR en el bazo del pez gato y
en el riién del pez cebra (Kumar et al., 2001b; Kwok et al., 2005). En
lo que respecta al LHR, se han localizado transcritos de este gen en
el rifién cefélico, musculo, cerebro, vesicula seminal, rifién, higado,
corazoén, estomago y branquias de diferentes especies de peces (Oba
et al., 1999a; Kumar et al., 2001b; Vischer y Bogerd, 2003; Kwok et
al., 2005). En el pez gato Africano y en la lubina, la expresiéon extrago-
nadal del LHR en el rifién cefalico es notable, incluso mas elevada que
en las génadas.

Localizacion celular

Mediante estudios auto-radiogréaficos y previo a la clonacion de los
cDNAs de los GTHRs de peces, Miwa et al. (1994) observaron que en
el foliculo vitelogénico el FSHR se localizaba en las células de la teca,
pero sobre todo en las de la granulosa y a su vez no se detectaba pres-
encia del receptor del LHR. En el foliculo pre-ovulatorio el FSHR estaba
presente en las células de la teca, pero no en las de la granulosa que
expresaban el LHR en gran cantidad. Durante la espermatogénesis el
FSHR se localizo en las células de Sertoli y durante la espermiaciéon se
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FIGURA 6.

Andlisis de la expresion del FSHR (A)

y del LHR (B) de lubina en tejidos de
peces adultos mediante RT-PCR. La
integridad de los RN As utilizados se
verifico mediante amplificacion uniforme
del transcrito del 18S rRNA de lubina.
(C) Analisis Northern blot. Hibridacion de &
RNA poly (A)* de ovario de lubina (linea
1) y RNA total de testiculo (lineas 2 y 3) y
ovario (linea 4) de dos animales adultos
con el cDNA completo del sbsFSHR usado
como sonda (panel de la izquierda).
Hibridacion de RNA poly (A)" de ovario
con el cDNA completo del sbsLHR usado c
como sonda (panel de la derecha). El

RNA en esta membrana es idéntico al de 5 i
la linea 1 en el panel de la izquierda. Las f - L | ’ »
flechas indican la posicion de dos mRNAs -8 - 5E
del sbsFSHR de 1,8 y 3 kb, y un transcrito ! F . -

del shsLHR de aproximadamente 3 kb.
(Segtn Rocha et al., 2007).
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shs185

observo la presencia del LHR en las células de Leydig (Miwa et al., 1994).
Hibridaciones in situ realizadas en el salmén «amago» y en la tilapia
(Oba et al., 2001) mostraron que el FSHR se expresa en las células de la
granulosa de los oocitos en vitelogénesis temprana y en las células de
Sertoli. Por su parte, el LHR esta presente en las células de la granulosa
de los oocitos maduros y en las células de Leydig confirmando, en parte,
lo que ya habia sido observado anteriormente por Miwa et al., (1994).
Seglin un estudio inmunocitoquimico reciente, el FSHR esta presente
en el tejido testicular de la anguila japonesa durante todo el proceso
de espermatogénesis, principalmente en las células de Leydig que son
productoras de esteroides sexuales y en las células de Sertoli que rodean
las espermatogonias del tipo Ay las espermatogonias del tipo B en sus
fases tempranas de desarrollo (Ohta et al., 2007).
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Expresion de los receptores de las gonadotrofinas
y el desarrollo gonadal

En las hembras de los vertebrados superiores, los niveles de expresion
del FSHR incrementan durante la maduracién folicular y disminuyen
drasticamente en el foliculo postovulatorio, tras el pico de LH. Los nive-
les de expresion del LHR son minimos en la fase folicular, incrementan
en el foliculo pre-ovulatorio y se mantienen elevados durante la fase de
cuerpo luteo. En los machos, los niveles de expresion del FSHR varian
de forma ciclica, segun los estadios del ciclo del epitelio seminifero.
En el momento de la espermiacion la expresion de este receptor es
minima (Rannikko et al., 1996). Los niveles elevados de expresiéon del
LHR se corresponden con la presencia de células de Leydig maduras en
el testiculo.

En los teledsteos el conocimiento de los perfiles estacidnales de ex-
presion de los GPHRs esta limitado a un numero muy reducido de es-
pecies. En hembras, los perfiles de expresién de los GPHRs, durante
el desarrollo gonadal, solo se ha estudiado en el pez gato (/ctalurus
punctatus) (Kumar et al., 2001a, b) y en el pez cebra (Kwok et al.,
2005). Aunque estas dos especies presentan un tipo de desarrollo ova-
rico diferente (sincrono por grupos y asincrono, respectivamente), los
perfiles de sus respectivos GPHRs se parecen y recuerdan a lo observado
en mamiferos. Ambos receptores se expresan de forma diferencial de-
pendiendo del estadio de desarrollo del ovario; asi pues, en el estadio
de crecimiento primario tanto FSHR como LHR se expresan muy poco.
La expresion del FSHR aumenta, de forma considerable, en el estadio
de alvéolo cortical o previtelogénesis coincidiendo con la aparicion y
acumulacién de los granulos corticales en el citoplasma de los oocitos.
Sin embargo, este aumento de la expresién del FSHR no va acompa-
fiado por un aumento del LHR. Durante la vitelogénesis se observa un
incremento continuado de la expresion de FSHR que alcanza un pico
de expresion maximo. En esta fase se empieza a detectar expresion del
LHR. Al final del crecimiento del oocito o post-vitelogénesis, tiene lugar
una disminucion importante de la expresion del FSHR. En contraste,
la expresion del LHR llega a su nivel maximo (Kumar et al., 2001a, b;
Kwok et al., 2005). Estos perfiles de expresion implican al FSHR en los
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procesos de la vitelogénesis y al LHR en los de maduracion del oocito
y/o ovulacion. Los patrones de expresion de las subunidades FSH-B y
LH- B en el pez gato (Ictalurus punctatus), son muy similares a la ex-
presion ovdrica de sus respectivos receptores (Kumar y Trant, 2004).
Sin embargo, durante el desarrollo ovarico del pez cebra los patrones
de expresion de la FSHB y LHP se solapan (So et al., 2005). Ademas, el
FSHR del pez cebra se comporta de forma promiscua (ver mas arriba)
(Kwok et al., 2005) por ello, para comprender el papel de las GTHs en
el desarrollo y funcién ovérica de esta especie es preciso conocer los
perfiles plasméticos de cada una de las hormonas, los mecanismos de
sefalizacion activados por cada uno de los receptores y el efecto o efec-
tos interactivos resultantes de la activacion/ coactivacion de los mismos.
Recientemente, se ha estudiado la expresion temporal de los GTHRs
en el ovario del salmén plateado (Campbell et al., 2006) y de la trucha
arcoiris (Bobe et al. 2004), aungue solo durante la fase de crecimiento
previtelogénico y la de adquisicion de capacidad madurativa del foliculo
ovarico y maduracion, respectivamente. Al contrario de lo descrito en
el pez gato y en el pez cebra, durante el periodo de acumulaciéon de
los granulos corticales en el citoplasma de los oocitos, la expresion del
FSHR en las génadas de salmén plateado no varié en relacién a los
perfiles de la FSH en la pituitaria y en el plasma, que registraron un
aumento significativo. Durante este periodo el LHR también se expreso,
aunque a niveles muy bajos (Campbell et al., 2006). En la trucha, se ob-
servé un aumento de la expresion del FSHR hacia el final del proceso de
adquisicion de la capacidad madurativa del foliculo ovarico (Bobe et al.
2004). Esta expresion siguié siendo importante durante la maduracién
del oocito, lo cual sugiere que el FSHR podria intervenir en la madura-
cion y posiblemente en la ovulacién (Bobe et al. 2004). Este perfil con-
cuerda con un aumento de los niveles circulantes de FSH observados en
la trucha arcoiris antes de la maduracion de los oocitos (Planas et al.
2000). En cambio, los niveles de expresion del LHR bajaron ligeramente
durante la maduracién del oocito, aunque esta variacién no fue signi-
ficativa respecto a los niveles registrados durante la adquisicion de la
capacidad madurativa del foliculo ovérico (Bobe et al. 2004).

Todavia se sabe poco acerca de la expresion temporal de los re-
ceptores de las gonadotrofinas durante la espermatogénesis. En la

I 132

133 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

trucha arcoiris, los niveles del FSHR aumentan, de forma significativa,
en el momento de la aparicién de las espermétidas y del esperma y
fluctuan durante el resto del ciclo sexual sin que se registren cambios
significativos de expresion (Kusakabe et al., 2006). Por el contrario, la
expresion del LHR presenta un incremento continuado desde el inicio
de la espermatogenesis media, alcanzando su maximo a mitad de la
espermatogénesis tardia. Los niveles de este transcrito bajan ligera-
mente cuando el esperma es dominante en el testiculo (Kusakabe et
al., 2006). Asi pues, en la trucha, los incrementos de la LH en plasma,
durante la espermatogénesis, ocurren de forma paralela a los incre-
mentos de transcripcion del LHR. En los salménidos durante la espe-
rmatogénesis los niveles de la FSH en plasma son substancialmente
mas elevados que los de la LH. A pesar de ello, se baraja la posibilidad
de que el principal factor que regula la producciéon de esteroides, por
parte del testiculo, sea un aumento de la sefializacién del LHR presente
en las células de Leydig.

El estudio de la expresién de los GTHRs, llevado a cabo en la lubina,
sugiere que en hembras los perfiles de expresién de ambos receptores
son muy parecidos aunque, la presencia de transcritos del FSHR se
anticipa ligeramente a la de los de LHR. En machos, ambos receptores
muestran un perfil bimodal de expresion y el pico méximo del FSHR se
anticipa respecto al del LHR (Rocha et al., 2009). Dado que no se vis-
lumbran diferencias importantes en los perfiles de expresién del FSHR
y del LHR, se podria pensar que ambos receptores estan implicados en
la totalidad del proceso de desarrollo gonadal de esta especie. Estudios
de hibridacion in situ, en ovarios de lubina, mostraron una elevada
expresion del FSHR en las células foliculares de oocitos en previtelo-
genesis y en estadios tempranos de la vitelogénesis. Sin embargo, los
foliculos maduros mostraron muy poca o ninguna expresiéon (Rocha et
al., 2007). La lubina presenta un desarrollo ovarico del tipo sincronia
por grupos, es decir desova tres a cuatro tandas de gametos, en rapida
sucesion y el reclutamiento de las sucesivas tandas ocurre a partir de
oocitos en varios estadios de la fase de crecimiento secundario. Por lo
tanto, el perfil de expresiéon de cualquier gen refleja el promedio de la
poblacion de los foliculos existentes en el ovario, en el momento del
muestreo ya que es posible encontrar una mezcla de oocitos en dife-
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rentes estadios de desarrollo folicular. Este hecho justifica el que no
haya diferencias entre los perfiles de expresion de los dos receptores
en las hembras de esta especie (Rocha et al., 2009).

2.4. LAS GONADAS

2.4.1. Origen y organizacién anatémica

En todos los vertebrados las génadas se forman a partir del desarro-
llo coordinado de dos linajes celulares distintos: las células germinales
también conocidas como células germinales primordiales (PGC) y el
mesodermo gonadal somatico que las rodea. En los mamiferos y otros
tetrdpodos las glandulas adrenales y las génadas se desarrollan a par-
tir de un primordio comun situado cerca del lado dorsal del epitelio
celémico, en la region donde se desarrolla el tejido del mesonefros.
La proliferacién mas lateral o cértex da lugar al ovario y la porcion
medular da origen a los testiculos y al tejido adrenocorticotropo. En
estado indiferenciado las mencionadas formaciones coexisten y en un
momento determinado, una de ellas empieza a desarrollarse mientras
la otra se inhibe. En peces teledsteos la gonada deriva de un solo pri-
mordio germinal desarrollandose directamente de la parte correspon-
diente al cortex de los vertebrados. Los estudios mas claros y recientes
acerca de la formacion de las génadas se han realizado en la medaka
japonesa (Oryzias latipes) donde se ha corroborado que basicamente,
las génadas se forman sin que en ello contribuya significativamente el
mesonefros. En esta especie, durante la gastrulacion tardia, unas pocas
células germinales situadas alrededor de la region posterior del esbozo
embrionario migran, después del alineamiento bilateral, hasta formar
un primordio en la regién dorsal del epitelio celémico. Posteriormente
se formaran dos grupos, uno a cada lado, que darén lugar a las go-
nadas. Este tipo de organizacion tan particular podria ser responsable
de la gran diversidad de patrones sexuales existentes entre los peces
teledsteos. Para mayor informacion acerca del origen de las gdénadas
y diferenciacion sexual de los teledsteos son recomendables Devlin
and Nagahama 2002, Nakamura et al., 2006, Piferrer (Capitulo V, este
volumen).
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En la gran mayoria de peces las gdonadas, testiculos y ovarios son
6rganos pares situados en posicion dorso-lateral, una a cada lado del
mesenterio dorsal, en la cavidad peritoneal. Los testiculos de los teleds-
teos son dos érganos alargados y unidos por la pared dorsal de la ca-
vidad corporal. El espermiducto sale de la superficie medio dorsal pos-
terior de cada testiculo y desemboca en la papila urogenital, situada
entre el recto y los ductos urinarios. El ovario de los teledsteos puede
ser un saco cerrado que comunica con la cloaca mediante el oviducto
o un conjunto de foliculos que se abren a la cavidad corporal. Esta
constituido por muchos septos de tejido conectivo o laminillas ovaricas
gue se proyectan hacia el lumen, donde se desarrollan los oocitos. En
los apartados posteriores se describen mas al detalle el desarrollo testi-
cular y ovarico y su control endocrino.

2.4.2. Estructura y desarrollo testicular

Segun Billard (1986) en los peces teledsteos existen dos tipos de es-
tructura testicular: la tubulary la lobular. En la primera el testiculo posee
una cavidad central desde la que irradian tubulos hacia la periferia. En
este tipo de estructura, las espermatogonias primarias estan situadas en
el apex o extremo ciego de los tubulos y la espermatogénesis progresa
hacia el extremo abierto de la cavidad central del testiculo, donde se
encuentran los espermatozoides. El tipo lobular es el mas comun entre
los teledsteos Perciformes y es al que nos referiremos en esta revision,
porque muchas de las especies importantes en piscicultura marina perte-
necen a este grupo. Este tipo de estructura testicular consiste en Iébulos,
ramificados y anastomosados entre si, donde se encuentran los esper-
matocistes, que son las unidades funcionales estructurales del testiculo
donde tiene lugar la espermatogénesis (Fig. 7A).

El testiculo de los peces teledsteos esta constituido por dos compar-
timentos, el lobular y el intersticial; en un principio el primero contiene
espermatogonias y células somaticas asociadas a ellas o células de Ser-
toli. Un lébulo testicular esta constituido por varios espermatocistes. El
espermatociste mas simple lo constituye una sola espermatogonia (pri-
maria) rodeada por una o unas pocas células de Sertoli (Fig 7A). Las es-
permatogonias primarias, tras las divisiones, subsiguientes dan lugar a
las secundarias y estas por meiosis a los espermatocitos, espermatidas
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y espermatozoides (Fig 7B-F). Los espermatocistes estan rodeados por
las células de Sertoli quienes llevan a cabo una funcion de atencién y
mantenimiento que es crucial para la espermatogénesis. Estas células,
a su vez, estan en contacto con la membrana basal que separa el com-
partimiento lobular del intersticial. Durante la espermiacion las células
de Sertoli se separan y el espermatociste libera los espermatozoides a
la luz del I6bulo, desde donde van al espermiducto.

En el compartimiento intersticial, situado entre los l6bulos, hay fi-
broblastos, vasos sanguineos y linfaticos y las células de Leydig que son
de origen somatico. Estas células son la fuente principal de esteroides
testiculares, como se demuestra tanto por inmunohistoquimica, en re-
laciéon con la presencia de varios enzimas responsables de la sintesis de
hormonas esteroides, como por su ultraestructura tipica propia de las
células productoras de esteroides (Nagahama 1994; Yaron and Sivan
2006).

Una diferencia importante entre los vertebrados amniotas y los pe-
ces teledsteos es el tipo de espermatogénesis. En los amniotas, en un
momento preciso, una célula de Sertoli contacta con varios clones de
células germinales a la vez, pero solo puede mantener un cierto nu-
mero de ellas que es caracteristico de cada especie y que en Ultima
estancia, determina el tamafio del testiculo y la cantidad de esperma
producido (Petersen and Soder 2006). En los peces teledsteos la esper-
matogénesis es cistica y ello implica que todas las células germinales de
un espermatociste determinado deriven de una sola espermatogonia
primaria. Esta, al dividirse sincronicamente, constituye un clon de cé-
lulas germinales isogénicas bordeadas por extensiones cioplasmaticas
de las células de Sertoli que les acompafaran durante todo el proceso
de espermatogénesis (Schulz et al., 2005). Durante la fase mitotica, las
células germinales de un espermatociste aumentan en nimero al igual
gue las células de Sertoli asociadas y a diferencia de lo que ocurre en
los mamiferos, con la fase meidtica la proliferacion de estas no cesa
pero se reduce considerablemente (Schulz et al., 2005). La barrera de
células de Sertoli, regula y proporciona la entrada de nutrientes, fac-
tores de crecimiento y de diferenciacién y de mitdbgenos apropiados a
las células germinales, a la vez que las protege de agentes dafiinos y
de su propio sistema inmune. En los peces los cambios morfolégicos
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FIGURA 7.

Microfotografias del testiculo de lubina mostrando los diferentes tipos de células
germinales. [A] Testiculo inmaduro en el que se observan tres I6bulos testiculares con
espermatogonias primarias (SgA) que se renuevan por mitosis (M), células de Sertoli
(S) bordeando los espermatocistes de espermatogonias A y fibroblastos (») en el tejido

intersticial interlobular. [B] Testiculo iniciando la espermatogénesis. Se observa la presencia
de diferentes generaciones de espermatogonias A y espermatocistes de espermatogonias
secundarias (SgB, ») que proliferan por mitosis (M). Se observa bien la diferencia de
tamafio y morfologia entre las espermatogonias A y B. Cada espermatogonia da lugar a
un clon de células germinales isogénicas que a su vez dara lugar a un espermatociste de
espermatozoides. [C] Ciste de espermatocitos primarios (Sct I) en fase de Leptonema —
Zigonema de la primera divisién meiética (L-Z). [D] Espermatocistes en las tres fases de la
primera divisién meiética (L-Z, P, D) y espermatidas primarias (Std I). E] Espermatocitos
de segundo orden Sct Il y espermatozoides (SZ). [F] Los tres tipos de espermatidas,
redondas, tipo croissant y alargadas (Std I, Std II, Std, respectivamente). Barra 50 mp.
(Lamina modificada de O. Yilmaz, Master de Acuicultura; Universidad de las Palmas de
Gran Canaria, Instituto de Ciencias Marinas y CIHEAM-IAMZ).

137 I

138 de 719



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

y fisiologicos del testiculo, observados durante el proceso reproductor,
estan asociados al ciclo de espermatogénesis que segun Miura y Miura
(2003) esta dividido en los siguientes estadios: renovacion de las es-
permatogonias, proliferacion de las mismas hasta la meiosis, divisiones
meidticas, espermiogénesis y maduracion del esperma. Cada uno de
ellos, esta regulado hormonalmente de forma diferente.

2.4.3. La espermatogenésis y su regulacion endocrina

Para un mejor seguimiento de este apartado, en la Figura 8 se mues-
tra un esquema que sintetiza, de forma resumida, los diferentes meca-
nismos regulados por las gonadotrofinas y los esterides gonadales que
configuran el posible control endocrino de la espermatogenesis en la
anguila japonesa.

Las espermatogonias se renuevan por mitosis dando lugar a otras
espermatogonias o células madre (espermatogonias primarias) pero
guienes a su vez, también son objeto de una proliferacion espermato-
gonial que desemboca en meiosis (Fig 7A-B). Las ultimas investigacio-
nes en teledsteos demuestran que ambos eventos se regulan de ma-
nera diferente (Miura y Miura, 2003). En la anguila japonesa (Anguilla
Japonica) y en Hucho perryi, el 17B-estradiol (E,) promueve la renova-
cion de las espermatogonias primarias (Miura et al., 1999 y Amer et
al., 2001), pero no la proliferacién espermatogonial responsable de la
meiosis (Miura et al., 2003). Algo parecido se ha visto en ratas donde
el E, induce la proliferacion de los gonocitos testiculares debido a su
acciéon estimuladora de la secrecion del factor de crecimiento de las
plaquetas (PDGF; platelet derived growth factor) (Li et al., 1997; Thui-
llier et al., 2003). En los machos de los teledsteos se ha detectado tanto
la presencia de E, en plasma (Amer et al., 2001), como la expresion de
receptores de estrogenos en el testiculo (Halm et al., 2004) y ademés,
en la anguila japonesa, dicha expresién fue muy notable en las células
de Sertoli (Miura et al., 1999). Paralelamente, en esta misma especie,
se identifico un clon de cDNA inducido por efecto del E,, denominado
eSRS34 (sustancia 34 relacionada con la espermatogenesis de la angui-
la) que se expresa en las células de Sertoli y cuya forma recombinante
induce la renovaciéon de las espermatogonias madre, pero no la pro-
liferacion espermatogonial dirigida hacia la meiosis. Dicha sustancia
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comparte cierta homologia con el factor de crecimiento celular endo-
telial derivado de las plaquetas (PD-ECFG), lo cual sugiere una cierta
similitud con el mecanismo observado en mamiferos y comentado en
lineas anteriores (Miura et al., 2003).

En el momento en que se secreta GTH desde la pituitaria, las mitosis
espermatogoniales ya no dan lugar a espermatogonias madre y la pro-
liferacion cambia de sentido hacia la meiosis iniciandose asi la esper-
matogénesis (Miura et al., 2003). Cuando esta se inicia, el nimero de
espermatogonias incrementa en progresién geométrica y el nimero de
ciclos celulares mitdticos que tienen lugar, antes de la primera meiosis,
es caracteristico de cada especie. Por ejemplo en el guppy son catorce,
en la anguila japonesa diez, en el pez cebra cinco o seis (Schulz and
Miura 2002) y en la lubina ocho (Yilmaz, Carrillo y Zanuy datos no
publicados). Cada generacion de espermatogonias se distingue de la
otra por un conjunto de diferencias morfolégicas de entre las cuales el
incremento de la heterocromatina y la disminucion del tamano celular
y nuclear son las mas evidentes (Fig 7B). En peces no hay una termi-
nologia unificada para denominar a cada una de las generaciones de
espermatogonias, pero parece adecuada la de As para las esperma-
togonias primarias y A1-n para las sucesivas generaciones. La Ultima
generacién se designa como espermatoginias B, estas experimentan la
ultima mitosis que dara origen a los espermatocitos primarios quienes,
tras la primera divisién meidtica, dan lugar a los espermatocitos secun-
darios (Fig 7C-E). Estas Ultimas células son de vida muy corta y después
de la segunda divisién meidtica se convierten en espermatidas que
durante la espermiacién sufren una serie de transformaciones que las
convierten en espermatozoides (Fig. 7D y F). Cuando se ha completado
la espermiogénesis los espermatozoides son liberados a la luz tubular
y de alli al conducto deferente desde donde son emitidos al exterior.
En algunas especies como la lubina, salmén o anguila, los espermato-
zoides intratesticulares tienen una capacidad fertilizadora nula o muy
reducida y solo tras pasar por el canal deferente alcanzan esta com-
petencia (Schulz y Miura, 2002, para una informacion maés detallada).
Como ya mencionabamos anteriormente, el cambio de sentido de la
proliferacién mitética de las espermatogonias hacia la meiosis, es decir
el inicio de la espermatogénesis, depende de la estimulacidon gona-
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dotropa. En diversas especies de peces la ablacion de la hipofisis y en
particular la ausencia de gonadotrofinas, bloquea el desarrollo de las
Ultimas generaciones de espermatogonias y ciertas etapas de la meio-
sis y de la espermiogénesis (Schulz y Miura 2002). Estudios «in vitro»
muy recientes demuestran que de entre las dos GTHs hipofisarias, la
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FIGURA 8.
Esquema que muestra el posible mecanismo de control endocrino del proceso de
espermatogénesis en Anguilla japonica (segin Miura et al. 1991, 1999, 2003, 2006 y 2007,
Miura y Miura 2003 y Ozaki et al., 2006). Los recuadros naranja y azul representan los
compartimentos somatico y germinal del testiculo, respectivamente. Las flechas y lineas
de distinto color, simbolizan distintos mecanismos de control endocrino. En el recuadro
amarillo se muestra el mecanismo mediante el cual (Ozaki et al., 2006) la DHP, bajo niveles
6ptimos de cortisol, acenttia la accion de la 11KT al inducir la actividad 11-HDS que
convierte el cortisol (glucocorticoide activo) en cortisona (glucocorticoide inactivo). CAII,
anhidrasa carbénica; DHP, 170, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona; E,, 17p Estradiol; eSRS
(21, 22 y 34) sustancias descubiertas mediante rastreo de expresién de genes relacionadas
con la espermatogenesis de la anguila; FSH, hormona foliculoestimulante; 11-HDS, 11
Hidroxiesteroide deshidrogenasa; IGF, factor de crecimiento de tipo insulina tipo I; 11KT,
11-cetotestosterone. (modificado de Yaron y Sivan, 2006).
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FSH parece ser la mas importante en la regulacion tanto de la esteroi-
deogénesis, como de la espermatogénesis en el testiculo inmaduro de
la anguila japonesa (Kazeto et al., 2008).

En los mamiferos la LH actUa a través de su receptor (LHR) estimu-
lando la produccién de androégenos por las células de Leydig. Estos di-
funden hacia los tubulos seminiferos donde dirigen la espermatogénsis
y ademas, participan en los mecanismos de retroalimentacion positiva
y negativa en el cerebro e hipdfisis. La FSH estimula directamente a su
receptor (FSHR) en las células de Sertoli que a su vez, son responsables
de la supervivencia y desarrollo de las células germinales. En los peces
aparentemente la situacion es mas complicada ya que ambas gona-
dotrofinas estimulan la esteroideogénesis (Planas y Swanson 1995; y
revisiones de Schulz y Miura, 2002 y Yaron y Sivan, 2006 para mas
detalle). Hasta hace poco se creia que al igual que en los mamiferos,
en los peces las células de Leydig expresaban el LHR y las de Sertoli
el FSHR. No obstante, los ultimos estudios en anguila japonesa (Ohta
et al.,2007), bagre africano y pez cebra (Garcia-Lopez et al., 2009)
demuestran que el FSHR se expresa tanto en las células de Sertoli que
rodean a las espermatogonias A y las B tempranas, como en las de
Leydig, responsables de la produccién de esteroides. Asi pues, la admi-
nistracion de FSH recombinante (rFSH), in vitro, indujo la espermatoge-
nesis completa desde la proliferacién espermatogonial hasta la esper-
miogénesis. A su vez la espermatogénesis fue inhibida por la adicion
de trilostano (un inhibidor de la 3p-hidroxi-esteroid-deshidrogenasa),
pero no en presencia de 11KT (Ohta et al., 2007). En los peces este
andrégeno esta considerado como el regulador mas importante de la
espermatogenesis, al menos desde la proliferacién espermatogonial
hasta la espermiogénesis. El estudio de Ohta et al. (2007) demuestra
que en la anguila japonesa una de las principales funciones de la FSH
es inducir la espermatoogénesis via estimulacion de andrégenos. Por
otra parte, la administracién de FSH recombinante in vivo a anguilas
inmaduras indujo el incremento de los niveles de 11KT en plasmay la
espermatogenesis (Kamei et al., 2006). Mas recientemente se ha visto
que en la lubina, un teledsteo perciforme, la FSH nativa no solo estimu-
la la liberacién in vitro de 11KT, de manera tiempo y dosis dependiente,
sino que su capacidad estimuladora es més elevada en testiculos pro-
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cedentes de machos en recrudescencia temprana (inicio espermatoge-
nesis) (Molés et al., 2008). Resumiendo, las gonadotrofinas (casi con
toda seguridad la FSH) provocan un incremento subito en la secrecion
de 11KT por parte de las células de Leydig. Este andrdégeno, a su vez,
estimula a las células de Sertoli para que produzcan otros mediadores,
posiblemente factores de crecimiento como la activina B y o el factor
de crecimiento de tipo insulina tipo | o somatomedina (IGF-I) (Miura y
Miura, 2003). Ademas, asi mismo en la anguila japonesa, se ha demos-
trado que los testiculos inmaduros expresan una sustancia que pre-
viene la espermatogenesis. Esta sustancia, inicialmente denominada
eSRS21 (sustancia 21, relacionada con la espermatogénsis de la angui-
la), presenta una gran similitud con la hormona anti-Mulleriana (AMH)
gue ha sido identificada recientemente en peces (Halm et al., 2007).
La eSRS21 se expresa en las células de Sertoli de la anguila japonesa
inmadura, pero desaparece ante la estimulacion de la gonadotrofina.
Ademas, la 11KT inhibe su expresién in vitro pero, si al cultivo se afia-
de el péptido recombinante, la proliferacién espermatogonial inducida
por la 11KT no tiene lugar. Estas y otras evidencias (Miura et al., 2002
y Miura y Miura, 2003) indican que esta sustancia previene la esper-
matogenesis. Por tanto todos los indicios sugieren que la FSH estimula
la produccién de 11KT y que ademas, la activina B (y posiblemente
otros factores de crecimiento) y la eSRS21 juegan papeles opuestos en
el inicio de la espermatogenesis. Mientras que la activita B la iniciaria,
la eSRS21 evitarfa que este inicio tuviera lugar (Miura y Miura, 2003,
Yaron y Sivan, 2006).

Aparte de este mecanismo, ligado a factores de crecimiento, existe
otro mecanismo dependiente de la esteroideogénsis gonadal dirigido,
muy probablemente, en primer término por la LH. Ademas de su reco-
nocido papel en el proceso de maduracién del foliculo (Ver J. Cerda,
Capitulo VII, este mismo volumen) y en la espermiacion y maduracion
del esperma (ver mas abajo), recientemente se ha demostrado que la
17a, 20B dihidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP) es un factor fundamental
en la espermatogenesis temprana puesto que es esencial para el inicio
de la meiosis de la Ultima generacién de esermatogdnias (Miura et al,
2006). Asi pues, la proliferaciéon espermatogonial se iniciaria por ac-
cion de la 11KT, después la DHP, producida como respuesta a la 11KT,
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induciria las divisiones meidticas. A su vez, esta progestina, también
ejerceria un control de retroalimentacion positiva de la produccién de
11KT, a partir de niveles éptimos de cortisol, mediante induccion de
la expresion de la 11-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11-HDS)
(Ozaki, et al., 2006), promoviendo asi la progresion de la espermato-
génesis hasta la produccion del esperma.

En muchas especies de peces el esperma presente en el testiculo, tras
completarse la espermiogénesis, no es motil y tampoco lo es cuando
esta en el espermiducto. El esperma solo adquiere motilidad y capacidad
para fecundar una vez diluido en agua dulce o marina, segun se trate de
especies dulceacuicolas o marinas. Ello indica que, una vez finalizada la
espermiogénesis, el esperma pasa por un proceso de capacitacion que
implica a una serie de cambios fisioldgicos que tienen lugar en el esper-
miducto (Miura y Miura, 2003). En salménidos, uno de estos cambios
fisiolégicos que culminarad con la maduracion del esperma es el incre-
mento del pH del plasma seminal en el espermiducto que, a su vez, se
traduce en un incremento de los niveles de cAMP intra-espermatico.
También se han observado resultados similares, de forma experimental,
en la anguila japonesa (Miura y Miura, 2003).

Al igual que las otras etapas de la recrudescencia testicular, la ma-
duracién del esperma esta regulada por el sistema endocrino y existen
pruebas claras de que los progestagenos DHP y/o 17a, 203-21-trihidroxi-
4-pregnen-3-ona (203-S) podrian ser mediadores de esta funcién. Se ha
sugerido que los espermatozoides poseen receptores para estos proges-
tadgenos (Thomas et al., 1997, Miura y Miura, 2003), también conocidos
como esteroides u hormonas inductoras de la maduracion (MIS o MIH,
respectivamente). De hecho se ha propuesto que la mediacién de los
progestagenos se harfa a través de su accion sobre una anhidrasa car-
boénica (CA), también denominada eSRS22 en la anguila, implicada en
la regulacion idnica y balance acido base. El mecanismo que se sugiere
seria el siguiente el DHP o MIH actuaria directamente sobre el esper-
matozoide e inducirfa la activacion de la CA/eSRS22 (anguila) (Miura y
Miura 2003). Esta activacién enzimatica serfa responsable del aumento
del nivel de CAMP del esperma y del incremento del pH del plasma semi-
nal. Como consecuencia de ello, el esperma adquiere motilidad como se
ha comprobado experimentalmente en el salmén masu (Miura y Miura,
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2003). La capacitacion del esperma esta acompafada por la produccién
de fluido en el espermiducto y es conocido como proceso de hidrataciéon
testicular gue como hemos visto esta regulado por las gonadotrofinas
(probablemente LH) y los esteroides gonadales.

La mayoria de mecanismos expuestos anteriormente han sido demostra-
dos, mediante estudios in vitro, en la anguila japonesa y sin duda son extra-
polables a otras especies de teledsteos. De hecho, algunos de ellos han sido
probados experimentalmente in vivo en algunas especies de salmoénidos.
No obstante, el nimero de especies de teledsteos es altisimo y en algunas
de ellas los machos poseen estrategias reproductivas muy peculiares. Por
tanto, seria deseable que estudios similares se extendieran a otras especies,
muy particularmente a peces marinos de interés para la acuicultura.

2.4.4. Estructura del ovario y tipos de desarrollo ovarico

El ovario de los teledsteos puede variar desde un simple saco a un
6rgano complejo con funciones tales como produccién de oocitos, al-
macenaje de esperma y lugar de fertilizacion y alimentaciéon para el de-
sarrollo del embrion. En la Figura 9 se muestra un ovario al inicio de la
diferenciacion en la que se puede ver claramente como se estructurara
posteriormente. El ovario de los teledsteos posee un epitelio germinal
derivado de una extension del peritoneo que da lugar a los foliculos ova-
ricos. Justo por debajo del epitelio germinal se extiende la tunica albu-
ginea que es una capa muy densa de tejido conectivo con musculos de
fibra lisa y vasos sanguineos. Los foliculos formados a partir del epitelio
germinal, que recubre toda la parte interna del ovario, estan embebidos
en el estroma ovarico que se extiende a partir de la tunica albuginea
hacia el interior de la glandula. A su vez, la parte interna del epitelio se
pliega dando lugar a las laminillas ovaricas, en las que se disponen los
foliculos constituidos por el oocito y las envolturas foliculares (Fig. 10).

Atendiendo al ritmo de desarrollo de los oocitos intraovaricos se han
distinguido tres tipos de ovarios (Zanuy y Carillo, 1987):

a) Sincronismo. La sincronia ovarica implica que todos los oocitos de
un mismo ovario estén en el mismo estado de desarrollo. Es propio de
aquellas especies que ponen una sola vez en la vida como los salmones
del pacifico. Al salmén del Atlantico y a la trucha se les considera den-
tro de este grupo, aunque se suelen reproducir anualmente.
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FIGURA 9. Microfotografia de un ovario de un
alevin de lubina diferencidndose. Se observan
claramente las laminillas ovaéricas (flechas),
formadas por el repliegue del epitelio germinal
que recubre la parte interna del ovario, que seran
el soporte y lugar de desarrollo de de los foliculos
ovaricos. Se observa la ttnica albuginea (ta) y
diversas oogonias, inmersas en el estoma ovarico,
(») que al individualizarse y entrar en la profase
de la primera meiosis dan lugar a los foliculos
perinucleolares (opn). Barra 50 my.

b) Sincronismo por grupos. En este caso el ovario posee, al menos,
dos grupos de oocitos en estado de desarrollo distinto. Los peces que
pertenecen a este grupo ponen entre una y 4-5 veces por época de
puesta y su intervalo de puesta es relativamente corto. Las diferentes
especies de mugiles y lubinas o el bacalao y la merluza pertenecen a
este grupo y muestran un pico claro de puesta anual.

) Asincronismo. Este tercer grupo se caracteriza porque el ovario en
recrudescencia posee oocitos en todos los estados de desarrollo. Los peces

FIGURA 10. Microfotografia mostrando un ovario
en inicio de la segunda fase de desarrollo. Se
observan numerosos oocitos previtelogénicos en
distintos estadios de desarrollo folicular primario
(opn, oocito perinucleolar) y unos pocos al inicio del
crecimiento secundario (opnt, oocito perinucleolar
tardio), dispuestos en el interior de las laminillas
ovaricas. co, cavidad ovarica; flecha, nido de
oogonias; punta de flecha blanca, capas foliculares y
zona radiata. Barra 25 mp.
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de este grupo se caracterizan porque ovulan y emiten oocitos en repetidas
ocasiones durante la época anual de puesta que suele ser muy dilatada. La
dorada, el lenguado y el rodaballo pertenecen a este tercer grupo.

Como en la mayoria de los vertebrados inferiores, el crecimiento del
oocito es largo y el aumento de tamano, desde las primeras fases de su
desarrollo hasta lo ovulacion, es considerable. En los teledsteos, excepto
en aquellas especies que desovan una sola vez en su vida, cada ano se
forman nuevos oocitos como consecuencia de las divisiones oogoniales.
Estos oocitos de nueva formacién no maduraran hasta la proxima época
de puesta. Durante el proceso de recrudescencia ovarica tienen lugar
una serie de acontecimientos que se describen a continuacion.

2.4.5. Previtelogénesis y su control endocrino

Durante el proceso de diferenciacion ovérica de los teledsteos las PGC
indiferenciadas dan lugar a las oogonias que generalmente estan agru-
padas en nidos. Estas, tras varias divisiones mitéticas, inician su primera
division meidtica dando lugar a los oocitos primarios que se aislan y rodean
de una capa plana de células somaticas epiteliales especializadas o células
de la granulosa. Estas células secretan la membrana basal y alrededor de
ella se organiza otra monocapa de células somaticas procedentes del teji-
do conectivo del estroma o teca. Durante la profase de la primera division
meidtica el nlcleo de los oocitos pasa a través de cinco estados sucesivos:
leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis. El oocito y sus co-
rrespondientes envolturas foliculares forman el foliculo por lo que a partir
de ahora lo denominaremos asi ya que constituye la unidad ovérica esen-
cial (Fig. 10). El crecimiento primario del foliculo tiene lugar durante los tres
primeros estados de profase de la primera division meidtica. Esta se para al
final de la profase, en el estado de diploteno, durante un tiempo determi-
nado que en los teledsteos puede variar entre unos pocos dias y algunos
meses. En esta parada meidtica tiene lugar la segunda fase de crecimiento
del foliculo que a su vez, atendiendo a los acontecimientos que tienen lu-
gar, se puede subdividir en previtelogénesis media y tardia y vitelogénesis.
Durante la segunda fase de crecimiento folicular, el oocito acumula mR-
NAs, reservas nutricionales y diversos componentes que serviradn para que,
cuando se reinicie la meiosis, o proceso de maduracioén, este se desarrolle
correctamente. A la vez también se utilizardn para que posteriormente,
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culminen con éxito el proceso de fertilizacion y el desarrollo embrionario
y larvario. A medida que se va desarrollando el foliculo, durante el creci-
miento previtelogénico (Fig. 10), el oocito aumenta extraordinariamente
de tamafo y en el nucleo tienen lugar toda una serie de transformaciones
que estan asociadas a la profase de la primera meiosis (Le Menn et al.,
2007, para una descripcion mas detallada). A estos foliculos se les deno-
mina en estado perinucleolar por la presencia, en la periferia del ntcleo, de
numerosos nucleolos que producen ribosomas. En este periodo tiene lugar
una activa e intensa sintesis de RNA ribosémicos (rRNA) y RNA mensajeros
(MRNAs), que son transportados al ooplasma. Una vez alli, estos mensaje-
ros codificaran proteinas relacionadas o necesarias para los acontecimien-
tos posteriores propios de la vitelogénesis, como por ejemplo los recepto-
res de vitelogenina y los enzimas proteoliticos responsables de procesar
el vitelo (catepsinas). Se cree que practicamente todo el RNA presente en
el oocito y necesario para el desarrollo posterior, se sintetiza durante este
periodo, (Songy Wessel 2005 y Le Menn et al., 2007). Por ejemplo, recien-
temente, en los oocitos en previtelogenesis del salmén coho, se han identi-
ficado mediante hibridacion reciproca sustractiva (SSH) y PCR cuantitativo
(gPCR) una serie de genes que tienen un papel muy importante durante la
oogénesis (Luckenbach et al., 2008). Estos genes codifican proteinas rela-
cionadas con el desarrollo de la zona radiata, el secuestro y proceso de las
lipoproteinas, el control del ciclo celular y la respuesta de fertilizacion, entre
otras. Durante el crecimiento medio y tardio del foliculo en previtelogéne-
sis, 0 inicio del crecimiento secundario folicular (Fig. 11 izquierda), el oocito
sintetiza grandes cantidades de glicoproteinas que son incorporadas en los
alvéolos corticales (anteriormente impropiamente denominados vesiculas
de vitelo) (Fig. 13, inserto). Al inicio, los alvéolos corticales estan situados
en la periferia del oocito y a medida que progresa el desarrollo folicular se
van acumulando centripetamente hacia el nucleo.

Estas estructuras son muy importantes por su participacion en la reac-
cion cortical que tiene lugar en el momento de la fertilizacion del oocito
y por su papel durante la embriogénesis temprana. Después de la ferti-
lizacion, los alvéolos corticales se funden con la membrana del oocito y
sus glicoproteinas son descargadas en el espacio perivitelino, evitando
asi la polispermia y la entrada de patégenos. Durante la fase inicial del
crecimiento secundario del oocito también hay una cierta deposicién
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FIGURA 11.

Foliculos en segunda fase de crecimiento. El oocito de la izquierda
(inicio del crecimiento secundario; previtelogenesis tardia) muestra
inclusiones lipidicas (I) en el ooplasma, situadas alrededor del
ntcleo (N) que posee numerosos nucleolos (n). Asi mismo se
observan los alvéolos corticales (puntas de flecha), dispuestos en el
ooplasma periférico, inmediatamente por debajo de la zona radiata
(zr). El oocito de la derecha, en vitelogénesis temprana, aparte de
las inclusiones lipidicas y alvéolos corticales muestra la presencia
de granulos de vitelo (gv), distribuidos a modo de corona en el
ooplasma periférico. Asi mismo, muestra una zona radiata mucho
mads engrosada. Se observa como ambos oocitos estan rodeados por
las correspondientes capas foliculares. Barra 100 mp.

de lipidos, aunque limitada (Fig. 11 izquierda). Recientemente, se ha
demostrado la presencia de transcritos de lipoproteinlipasa (una enzima
gue se piensa tiene un papel importante en proveer de &acidos grasos
al oocito) en oocitos de lubina en previtelogenesis tardia (Ibafez et al.,
2008). Por tanto, al inicio del crecimiento secundario, el oocito posee to-
das las estructuras y moléculas citoplasmaticas precisas para llevar a cabo
con éxito la segunda etapa del crecimiento secundario o vitelogénesis.
Finalmente, al final de la previtelogenesis también se observan cambios
estructurales en la periferia del foliculo ovarico (Fig. 10y 11 izquierda). El
corion o zona radiata (ZR) empieza a depositarse en la periferia del ooci-
to y a medida que esta se engrosa, las microvellosidades (Fig 12), que
conforman una conexién intima entre el oocito y las células foliculares,
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se alargan para mantener el contacto con las células de la granulosa, via
pequenos canales que atraviesan el corion (zona radiata).

La informacién acerca del control hormonal de la primera fase de creci-
miento es escasisima, pero hay unos pocos estudios que demuestran que
el E, regula las divisiones mitéticas de las oogonias y que la 203-dihydroxy-
4-pregnen-3-ona (DHP) estaria relacionada con el inicio de las divisiones
meidticas (Miura et al., 2007). También se ha sugerido que la 11KT podria
desempenar un papel importante en la deposicion de lipidos en oocitos en
crecimiento primario de Anquilla australis y que determinadas hormonas
del eje metabdlico podrian participar en la regulacién de esta fase de cre-
cimiento (Lokman et al, 2007). Pero en realidad, las evidencias aceptables
acerca del control hormonal de la fase de crecimiento primario del foliculo
son muy escasas. Por su parte el crecimiento tardio del foliculo en previte-
logenesis, o inicio del crecimiento secundario, se piensa que esta regulado
por las gonadotrofinas. Especificamente, se sabe que la produccion de la
formacion de la envoltura vitelina esta controlada por el estradiol y este a
su vez, es producido por el foliculo bajo la accién de las gonadotrofinas
principalmente por la FSH (Patifio and Sullivan, 2002).

2.4.6. La vitelogénesis y su control endocrino

El almacenaje de cantidades importantes de vitelo es una mane-
ra muy eficiente de proveer los elementos necesarios para el mante-
nimiento del desarrollo embrionario y larvario. En los peces la incor-
poracion de vitelo dentro del oocito es un proceso extremadamente
importante para que la reproduccién tenga lugar con éxito y de una
extraordinaria trascendencia en las especies cultivadas por su estrecha
relacion con las caracteristicas productivas de la progenie. Al proceso
de la incorporacion del vitelo se le conoce como vitelogénesis y esta
acompafnado por un crecimiento importante del oocito debido a la
incorporacion, desde el plasma, de las proteinas precursoras del vitelo,
principalmente vitelogenina (Vtg) y posiblemente también lipoprotei-
nas de muy baja densidad (Babin et al., 2007).

En la Figura 12 se muestra un diagrama que resume, de forma es-
guematica, el control hormonal de la vitelogenesis para una mejor
comprension de este proceso. La Vtg es una fosfoglico-proteina muy
grande y compleja que liga calcio y que se sintetiza en el higado bajo
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la estimulacion del E,. A su vez, la produccién de este por parte del
foliculo es inducida por niveles crecientes de FSH plasmatica (Patifio y
Sullivan, 2002). En la lubina se ha demostrado, recientemente, que la
FSH homologa estimula la liberaciéon de E, por fragmentos de ovario
de manera dosis y tiempo dependiente. Ademas, esta estimulacion es

‘ Pituitaria

Gonadotrofina (FSH)

Testosterona :

[ 4
&~ oo
17 estradiol

FIGURA 12.

Control hormonal de la vitelogénesis. La FSH hipofisaria acttia sobre sus receptores
especificos en las células foliculares provocando la secrecién de 17f estradiol. Este, a su
vez, actiia sobre el higado induciendo la sintesis de vitelogenina que es transportada, por
la sangre, hacia el foliculo e incorporada por el oocito mediante receptores especificos
situados en la superficie del mismo. En los salménidos la sintesis de 17 estradiol es
consecuencia de la cooperacion entre la teca y la granulosa. La FSH acttia sobre las dos
capas foliculares estimulado la produccion de Testosterona (T) por parte de la teca y su
difusién y aromatizacién a 17 estradiol en la granulosa. En teleésteos no salménidos, las
pocas evidencias existentes indican que la sintesis de esteroides foliculares la realizan las
células de la granulosa (Nagahama et al., 1993). La formacién del corion (zona radiata o
envoltura vitelina) tiene lugar durante la vitrelogénesis y también esta regulada por el
17p estradiol. (Modificado de Nagahama et al., 1995).
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mas elevada en hembras que se encuentran en vitelogenesis temprana
y media (Molés et al., 2008) y coincide con niveles altos de expresion
del FSHR en los foliculos ovaricos (Rocha et al., 2009). También se ha
demostrado que este papel es especifico puesto que la FSH estimula la
actividad aromatasa (citocromo P450; responsable de la conversion de
la T en E,) de foliculos ovaricos de la trucha comun in vitro (Montserrat
et al., 2004). Ademas, la FSH parece estimular la incorporacion de Vtg
dentro de los oocitos de la trucha arcoiris (Jalabert, 2005). Por regla
general a la FSH se le ha sugerido un papel predominante durante la
0ogénesis temprana (vitelogénesis) en peces que poseen un tipo de
desarrollo ovérico sincrono (una sola puesta). Sin embargo, en espe-
cies que ponen varias veces (desarrollo ovarico sincrono por grupos
y asincronico) el papel de la FSH es menos claro y también se le ha
atribuido una posible funcion a la LH. En parte, porque se han obser-
vado fluctuaciones paralelas de las subunidades BFSH y BLH de manera
concomitante al desarrollo folicular de estas especies (Rosenfeld et al.,
2007) y en parte, porque el control gonadotropo de la vitelogenesis
es parcialmente dependiente de la produccién de E, por el foliculo
y se sabe que tanto la LH como la FSH son capaces de estimular su
sintesis in vitro. Ademas del control gonadotropo, se ha sugerido, en
varias especies de teledsteos, que en la incorporaciéon de Vtg por par-
te de los foliculos en crecimiento podrian cooperar otras hormonas
y factores paracrinos (revisiones de Jalabert, 2005; Hiramatsu, et al.,
2006; Polzonetti-Magni et al., 2004). La Vtg es secuestrada de la cir-
culacion, selectivamente por los oocitos, via receptores especificos de
vitelogenina (VtgRs) mediante pinocitosis (Fig. 13). A continuacion es
agrupada (empaquetada) en pequefias vesiculas recubiertas de clatrina
quienes luego, al fusionarse, daran lugar a vesiculas mas grandes que
se mueven desde la periferia hacia el oolema periférico. Las vesiculas
se fusionan con lisosomas dando lugar a la formacion de los cuerpos
multivesiculares (MVB), de mucho mayor tamafio, que gradualmente
se transforman en granulos de vitelo quienes, a su vez, dan lugar a los
grandes glébulos de vitelo (Le Menn et al., 2007). Los MVB contienen
enzimas lisosomales, tales como la catepsina D que rompe la Vtg en los
diferente polipéptidos derivados del vitelo. La participacion de esta en-
zima y hasta cierto punto otra proteasa, la catepsina B, en el procesado
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FIGURA 13.
Microfotografia al electrénico mostrando la incorporacién de
vitelogenina en un oocito de lubina en vitelogénesis. La vitelogenina
es secuestrada de la circulacién a través de receptores de membrana
especificos y empaquetada en pequenas vesiculas recubiertas de
clatrina (vc). Estas se fusionan entre si y dan lugar a otras mas grandes
para formar los cuerpos multivesiculares (cmv) que gradualmente
se transforman en granulos de vitelo (gv). Se observan también las
microvellosidades (mvoo) emitidas por el oocito que atraviesan la
zona radiada (o corion) (ZRI) para ponerse en contacto con las células
foliculares. En el inserto se muestra un alveolo cortical (ac). Barra Imp.

de la Vtg se ha observado tanto en peces marinos como dulceacuicolas
(Cerda et al., 2007 y Cerda este volumen Capitulo VII).

Como en otros vertebrados, el precursor de la molécula completa
de Vtg de los teledsteos consiste, empezando por el extremo termi-
nal, en un péptido sefial, una cadena de lipovitelina pesada (LvH), la
fosvitina (Pv), una cadena ligera de lipovitelina (LvL) y un factor von
Willebrand con dominio tipo D (Vwfd) que en los teledsteos se dividide
en dos, el componente beta (B-c) y la region codificadora C-terminal
[NH2-(LvH-Pv-LvL-beta’-CT)-COO-]. Una vez ensambladas las Vtgs son
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glicosiladas y fosforiladas post-traducciéon y secretadas como dimeros
en el plasma (Finn, 2007).

Hasta mediados de 90, en los teledsteos, solo se habia identificado un
tipo de vitelogenina, pero actualmente se han evidenciado multiples ge-
nes de Vtg en varias especies (Hiramatsu et al., 2002, 2006, Sawaguchi
et al., 2006, Finn 2007). Es mas, se observé que existian un importante
numero de genes de Vtg en la trucha y en el pez cebra. En la primera
especie, la identidad de los diferentes genes que codificaban Vig era
muy alta y por tanto, los productos de la traduccién probablemente eran
muy similares (Hiramatsu et al., 2006). No obstante, entre los genes de
vitelogenina del pez cebra (Danio rerio), se vio que existia una nueva
vitelogenina caracterizada por la pérdida del dominio fosvitina. A esta
nueva forma de vitelogeniina (PvIVtg; NH2-LvH-LvL-COOH) se la deno-
mino como «incompleta» y también se identifico en dos especies de
tilapia. Recientemente se han identificado tres formas de vitelogenina
[VtgA, VigB and VtgC (PvIVtg)] en la lubina blanca (Morone americana),
gobio extranjero (Acanthogobius flavimanus), gambusino (Gambusia
affinis), Sebastes taczanowskii, findulo (Fundulus heteroclitus), dorada
japonesa (Pagrus major) y lisa comun (Mugil cephalus) (Hiramatsu et al.,
2006; Sawaguchi et al 2006; Amano et al., 2008). En general se cree
gue los teledsteos de los superérdenes Paracanthopterigii y Acanthop-
terigi expresan dos vitelogeninas VtgA y VtgB y ademas parece que la
VtgC estarfa ampliamente representada entre los Teledsteos (Matsubara
et al., 2003, Finn and Kristoffersen, 2007).

Igual que en otros organismos oviparos, en los teledsteos la fragmen-
tacion enzimatica de la vitelogenina da lugar a la tipica serie de proteinas
del vitelo que incluyen la lipovitelina (Lv), la fosvitina (Pv) y el componente
b (B™-c). La Lv es una proteina del vitelo con un alto contenido en lipidos
formada por dos polipéptidos, una cadena de Lv pesada (LvH) y una de
Lv ligera (LvL). La Pv es una proteina pequefia en la cual mas de la mi-
tad de los residuos aminoacidicos poseen dominios poliserina, altamente
fosforilados, que confieren a la vitelogenina su alta afinidad para ligar
calcio. El B™-c es la tercera proteina del vitelo y no contiene ni fosforo ni
lipidos (Hiramatsu et al. 2002, 2006). Se piensa que la Lv es una proteina
del vitelo que basicamente sirve como fuente nutritiva de aminoacidos
y lipidos para el embrién en desarrollo; mientras que la Pv provee de los
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minerales necesarios para el desarrollo del esqueleto y de las funciones
metabdlicas. Todavia no se conocen las funciones fisiolégicas o nutritivas
del p’-c o del péptido C-terminal (Hiramatsu et al., 2006).

Como hemos explicado antes, la acumulacion de las proteinas del vitelo
y de los MRNAs (RNA mensajeros) necesarios para el desarrollo embrionario
y otras funciones, tiene lugar en la profase | del ciclo mitético. Después
del crecimiento del oocito (vitelogénesis), el cambio en la estimulacion hor-
monal permite que el oocito reanude la meiosis y proceda a la metafase
Il o maduracién final del oocito (FOM). En esta fase la meiosis se detiene
nuevamente; se reactiva después de que la FOM tenga lugar y se completa
en el momento de la fertilizacion. El proceso de maduracion tiene lugar
como consecuencia de un cambio hormonal propiciado por la LH bajo cuya
accion, el foliculo sintetiza y secreta la hormona inductora de la madura-
cion (MIH) que en los salménidos y algunas especies de agua dulce es una
progestina, el 17,20B-dihidroxi-4pregnen-3ona (17, 20pP; DHP). En varias
especies marinas se ha identificado otra progestina, derivada de la DHP,
como MIH: el 17a, 208, 21-trihydroxy-4-pregnen-3-one (20BS) (Jalabert
2005; Suwa and Yamashita, 2007). EI control molecular y hormonal de la
maduracioén, asi como el procesado de las proteinas del vitelo durante la
maduracién y su papel en los procesos de hidratacion del oocito, se describe
detalladamente en este volumen por lo que aqui no nos extenderemos mas
en ello (ver J.Cerda este mismo volumen, capitulo VII).

AGRADECIMIENTOS

Los datos originales aqui mencionados fueron obtenidos a través de las
siguientes ayudas: AGL2001-1257, AGL2005-00796 y CSD2007-00002.

BIBLIOGRAFIA

Aizen, J., H. Kasuto, M. Gotan, H. Zakay y B. Levavi-Sivan, 2007 Expression and
characterization of biologically active recombinant tilapia FSH: Immunohis-
tochemistry, stimulation by GnRH and effect on steroid secretion. Biol. Re-
prod. 76: 692-700.

Awmano, H., T. Fuita , N. Hiramatsu, H. Kacawa, T. Matsusara, C.V. Sutivan y A.
Hara, 2008 Multiple vitellogenin-derived yolk proteins in grey mullet (Mugil

I 154

155 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

cephalus): disparate proteolytic patterns associated with ovarian follicle
maturation. Mol. Reprod. Dev. 75:1307-17.

Amer, M., T. Miura, C. Miura y K. YamacucHi, 2001 Involvement of sex steroid
hormones in the early stages of spermatogenesis in japanese huchen, Hu-
cho perryi. Biol. Reprod. 65: 057-1066.

Ascou, M., F. Fanewr y D. L. Secatorr, 2002 The Lutropin/Choriogonadotropin
Receptor, A 2002 Perspective. Endocr. Rev. 23: 141-174.

ATGER, M., M. MisraHI, S. SAR, L. Le Fiem, P. Dessen y E. Migrom, 1995 Struc-
ture of the human luteinizing hormone-choriogonadotropin receptor gene:
unusual promoter and 5’ non-coding regions. Mol. Cell. Endocrinol. 111:
113-123.

Basi, PJ., O. CarnevaL, E. Luszens y W. J. ScHneiber, 2007 Molecular aspects of
oocyte vitellogenesis in fish, pp 39-76 en The fish oocyte: From basic stud-
ies to biotechnological applications, editado por: P. J.Babin, J. Cerda y E.
Lubzens. Springer. The Netherlands.

Banerieg, A,y I. A. Knan, 2007, Molecular cloning of FSH and LH B subunits and
their regulation by estrogen in Atlantic croaker. Gen. Comp. Endocrinol.
155: 827-837

Basu, D. y S. BHaTTAcHARYA, 2002 Purification of two types of gonadotropin re-
ceptors from carp ovarian follicles: overlapping recognition by two different
ligands. Gen. Comp. Endocrinol. 129: 152-162.

Browmick, N., J. Huang, D. Puett, N. W. Isaacs, y A. J. LapTHoRN, 1996 Determina-
tion of residues important in hormone binding to the extracellular domain
of the luteinizing hormone/chorionic gonadotropin receptor by site-directed
mutagenesis and modeling. Mol. Endocrinol. 10: 1147-1159.

Browmick, N., P. Naravan y D. Puett, 1999 Identification of ionizable amino acid
residues on the extracellular domain of the lutropin receptor involved in
ligand binding. Endocrinology 140: 4558-4563.

Bieniarz, K.y D. E. Kime, 1986 Autoradiographic localization of gonadotrophin
receptors in ovaries of the common carp, Cyprinus carpio L. Gen. Comp.
Endocrinol. 64: 151-156.

BiLLarp,R., 1986 Spermatogenesis and spermatology of some teleost fish spe-
cies. Reprod. Nutr. Dévelop. 26(4): 877-920.

Braise, O., M. Szkubunbski, S. HASSIN, J. STuBBLEFIELD, B. WEINTRAUB Y Y. ZoHAR, 1999 Pro-
duction of recombinant striped bass (Morone saxatilis) gonadotropins in Chi-
nese hamster ovarian (CHO) cell expression system, pp. 482 en Proceedings of
the Sixth International Symposium on the Reproductive physiology of fish edi-
tado por: B. Norberg, O.S. Kjesbu, G.L. Taranger, E. Andersson y S.0. Stefans-
son. Institute of Marine Research and University of Bergen, Bergen, Norway.

——
[

156 de 719

155 I



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

Blunm, A. P, R. A. Totepo, F. M. Mesquima, M. T. Pimenta, F. M. Fernanpes, M. T. Rielay M.
F. Lazar, 2004 Molecular cloning, sequence analysis and expression of the snake
follicle-stimulating hormone receptor. Gen. Comp. Endocrinol. 137: 300-311.

Bogt, J., T. NGuven y B. JalagerT, 2004 Targeted gene expression profiling in the
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) ovary during maturational compe-
tence acquisition and oocyte maturation. Biol. Reprod. 71: 73-82.

Bogerp, J., E. ANDERSsON, M. BLomenroHRr, C. P. Tensen, H. H. A. G. van pber Putten, H.
FVischer, J. C M. GrannemaN, C. Janssen-DommerHolt, H. Goos y R. W. ScHutz,
1999 Discrepancy between structural characterization and ligand specificity
of an African catfish gonadotrofin receptor, pp167-169 en Proceedings of the
Sixth International Symposium on the reproductive physiology of fish, editado
por: B. Norberg, O.S. Kjesbu, G.L. Taranger, E. Anderson y S.O. Stefansson.
Institute of Marine Research and University of Bergen , Bergen.

Boaerp, J., M. BLOMENROHR, E. AnperssoN, H. H. A. G. van per Putten, C. P. TENSEN,
H. F. Vischer, J. C. M. Granneman, C. Janssen-DommerHolT, H. J. T. Goos y R. W.
ScHulz, 2001 Discrepancy between molecular structure and ligand selectiv-
ity of a testicular follicle-stimulating rormone receptor of the African catfish
(Clarias gariepinus). Biol. Reprod. 64: 1633-1643.

Bome, I. y D. Ben-MenaHem, 1999 Glycoprotein hormone structure-function and
analog design. Recent Prog. Horm. Res. 54: 217-288.

BorreLL, L., R. DE Stasio, E. Parisi y S. Fitosa, 2001 Molecular cloning, sequence
and expression of follicle-stimulating hormone receptor in the lizard Podar-
cis sicula. Gene 275: 149-156.

Braun, T., P. R. ScHorewp y R. Sprencel, 1991 Amino-terminal leucine-rich re-
peats in gonadotropin receptors determine hormone selectivity. EMBO J.
10: 1885-1890.

Breton, B., C. WEIL, B. JaiaserT y R. BiLaro, 1972 Activité réciprogue des facteurs
hypothalamiques de Bélier (Ovis aries) et des poissons téléostéens sur la
sécrétion in vitro des hormones gonadotropes c-HG et LH respectivement
par des hypophyses de Carpe et de Bélier. C.R. Acad. Sci. (Paris) Sér. lll. 274:
2530-2533.

BreTon, B., F. Le Gac y E. Sameroni, 1986 Gonadotropin hormone (GTH) recep-
tors in the ovary of the brown trout Salmo trutta L. in vitro studies. Gen.
Comp. Endocrinol. 64: 163-171.

Bousrietp, G.R. W.M. Perry y D.N. Warp, 1994, Gonadotropins. Chemistry and
biosynthesis, pp. 1749-1792 en The Physiology of Reproduction, editado
por: E. Knobil y J.D. Neill, Raven Press, New York.

Burzawa-GerarD, E., 1982 Chemical data on pituitary gonadotropins and their
implication to evolution. Can. J. Fish. Aquat. Sci. 39: 80-91.

I 156

157 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

CampeeL, B., J. Dickey, B. Beckman, G. Young, A. Pierce, H. Fukapa y P. Swanson,
2006 Previtellogenic oocyte growth in salmon: relationships among body
growth, plasma insulin-like growth factor-1, estradiol-17beta, follicle-stim-
ulating hormone and expression of ovarian genes for insulin-like growth
factors, steroidogenic-acute regulatory protein and receptors for gonadotro-
pins, growth hormone, and somatolactin. Biol. Reprod. 75: 34-44.

CerpA,J., M. Fagra y D. Rabua, 2007 Physiological and molecular basis of fish
oocyte hydration, pp 349-396 en The fish oocyte: From basic studies to
biotechnological applications, editado por: P. J.Babin, J. Cerda y E. Lubzens.
Springer. The Netherlands.

CHaANG, Y.-S., C.-J. Huang, F.-L. Huang y T.-B. Lo, 1988 Primary structures of carp
gonadotropin subunits deduced from cDNA nucleotide sequences. Int. J.
Pept. Protein Res. 32 :556-564.

CHatTerleg, A., S.T. SHen y J.Y.L. Yu, 2005 Molecular cloning of cDNAs and struc-
tural model analysis of two gonadotropin beta-subunits of snakehead fish
(Channa maculata). Gen. Comp. Endocrinol. 143: 278-286.

CHol, E.J. D.H. JNny Y.C. SoHn, 2003 Gonadotropins in the Manchurian trout,
Brachymystax lenok tsinlingensis. Fish Physiol. Biochem. 28: 89-90.

CHol, E. H. Ko, J. SHN, M. Kim y Y. C. SoHn, 2005 Expression of gonadotropin
genes in Manchurian trout Brachymystax lenok and production of recom-
binant gonadotropins. Fisheries Science 71: 1193-1200.

Conn, PM. y W.E Jr. Crowtey, 1994 Gonadotropin-releasing hormone and its
analogs. Annu. Rev. Med. 45: 391-405.

CoreLanp, P A., y P. THomas, 1993 Isolation of gonadotropin subunits and evi-
dence for two gonadotropins in Atlantic croaker, Micropogonias undulatus.
Gen. Comp. Endocrinol. 91: 115-125.

Cul, M., W. Li, W. Ly, K. Yang, Y. PanG y H. Lin, 2007 Production of recombinant
orange-spotted grouper (Epinephelus coioides) Luteinizing hormone in in-
sect cells by the baculovirus expression system and its biological effect. Biol.
Reprod. 76: 74-84.

Davis, D., X. Lu y D. L. Secatorr, 1995 Identification of the sites of N-linked
glycosylation on the follicle-stimulating hormone (FSH) receptor and assess-
ment of their role in FSH receptor function. Mol. Endocrinol. 9: 159-170.

Davis, D. P, T. G. Rozew, X. L y D. L. Secalorr, 1997 The six N-linked carbo-
hydrates of the lutropin/choriogonadotropin receptor are not absolutely
required for correct folding, cell surface expression, hormone binding, or
signal transduction. Mol. Endocrinol. 11: 550-562.

Decani, G., D. Gotpeera , |. TzcHori, A. Hurvitz, S. Y. Diny K. Jackson, 2003 Clon-
ing of European eel (Anguilla anquilla) FSH-beta subunit, and expression

—
-

158 de 719

157 I



Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

of FSH-beta and LH-beta males and females after sex determination. Fish.
Physiol. Biochem.: 283-: 293.

Deviin, RH. y Y. NacaHama, 2002 Sex determination and sex differentiation in
fish. Aquaculture 208, 191-364.

Dias, J. A., B. D. Conen, B. Linbau-SHerarp, C. A. NecHAMEN, A. J. PETERSON, Yy
A. SchmipT, 2002 Molecular, structural, and cellular biology of follitropin and
follitropin receptor, pp.249-322 en Vitamins & Hormones, Academic Press.
New York.

Dirtman, A. H., L. Yan y P. Swanson, 1995 Cloning and functional expresion
of the coho salmon (Oncorhynchus kisutch) type Il gonadotropin receptor,
pp. 307 en Reproductive physiology of fish, editado por: FW. Goetz y P.
Thomas. The University of Texas at Austin , Marine Science Institute, Port
Aransas , Texas.

Euzur, A., N. Zmora, H. Rosenretp, | MeRi, S. Hassin, H. Goroin Y Y. ZoHARr, 1996
GTH I and GTH Il from the gilthead seabream, Sparus aurata; isolation and
molecular characterization of B-subunit cDNAs. Gen. Comp. Endocrinol.
102: 39-46.

Euzur, A., N. Zmora, |. Meri, H. Kasuto, H. Rosenretp, M. KosavasHi, Y. ZOHAR
y Z.YaroN, 2000 Gonadotropins from genes to recombinant proteins, pp. 462-
465 en Proceedings of the Sixth International Symposium on the Reproduc-
tive physiology of fish, editado por: B. Norberg, O. S. Kjesbu, G. L. Taranger,
E. Andersson y S. O. Stefansson. University of Bergen, Bergen, Norway.

Fan, Q. R. 'y W. A. Henprickson, 2005 Structure of human follicle-stimulating
hormone in complex with its receptor. Nature 433: 269-277.

Feporov, A., L. FEporova, V. STarsHENKO, V. Fitatov' y E. Grigor'ev, 1998 Influence of exon
duplication on intron and exon phase distribution. J. Mol. Evol. 46: 263-271.

Fiopes, J.C. y K. Taumapage, 1984 Structure, expression, and evolution of the
genes encoding the human glycoprotein hormones. Rec.Prog. Horm.Res.
40: 43-78.

Finn, R. N., 2007 The maturational diassembly and diferential proteolisis of
paralogues virtellogenins in a marine pelagophil teleost: A conserved mech-
anism of oocyte hydration. Biol. Reprod. 76: 936-948.

Finn, R. N.y B. A. Kristorrersen, 2007 Vertebrate vitellogenin gene duplication
in relation to the «3R hypothesis»: Correlation to the pelagic egg and the
oceanic radiation of teleosts. PLoS ONE. 2(1): e169.

Garcia-HernanDEz, M. P, Y. Koibe, M. V. Diaz y H. KawaucHi, 1997 Isolation and
characterization of two distinct gonadotropins from the pituitary gland of
Mediterranean yellowtail, Seriola dumerilii (Risso, 1980). Gen. Comp. Endo-
crinol. 106: 389-399.

159 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

Garcia-Lorez, A., J. Bogerp, J. C. M. GrannemaN, W. van Duk, J. M. Trant, G. L.
TarANGER Y R. W. ScHulz, 2009 Leydig cells express follicle stimuling hormone
receptors in African catfish. Endocrinology 150: 357-365.

Gen, K., O. Maruyama, T. Kato, K. Tomizawa, K. WakasavasHi y Y. Kato, 1993 Mo-
lecular cloning of cDNAs encoding two types of gonadotropin a. subunits
from the masu salmon, Oncorhynchus masou. Construction of specific oli-
gonucleotides for a 1 and a 2 subunits. J. Mol. Endocrinol. 11: 265-273.

Gen, K., K. Okuzawa, B. SENTHILKUMARAN, H.TANAKA, S. Morvama y H. Kacawa, 2000
Unigue expression of gonadotropin-l and -Il subunit genes in male and fe-
male red seabream (Pagrus major) during sexual maturation. Biol. Reprod.
63: 308-319.

Gowmez, J. M., C. Wei, M. Ouumrautr, PY. Le Bai, B. Breton y F Le Gac, 1999
Growth hormone (GH) and gonadotropin subunit gene expression and pi-
tuitary and plasma changes during spermatogenesis and oogenesis in rain-
bow trout (Oncorhynchus mykiss). Gen. Comp. Endocrinol. 113: 413-428.

Govoroun M. S., J. C. Huer, J. C. PernoOLLET ¥ B. Breton, 1997 Use of immobilized
metal ion affinity chromatography and dye-ligand chromatography for the
separation and purification of rainbow trout pituitary gonadotropins, GTH |
and GTH II. J. Chromatogr. B Biomed. Sci. Appl. 698(1-2): 35-46.

Gromott, J., E. PekeLy E. NiescHLAG, 1996 The Structure and organization of the human
follicle-stimulating hormone receptor (FSHR) Gene. Genomics 35: 308-311.

GupervANN, T., B. NurnBerG y G. ScHultz, 1995 Receptors and G proteins as pri-
mary components of transmembrane signal transduction. Part 1. G-protein-
coupled receptors: structure and function. J. Mol. Med. 73: 51-63.

GUR, G., H. Rosenrelp, P. MeLamep, |. Meri, A. ELzur y Z. Yaron, 2001 Tilapia glyco-
protein hormone o subunit: cDNA cloning and hypothalamic regulation.
Mol. Cell. Endocrinol. 182: 49-60.

Haiais, M. C., E. S. Haac y R. T. Raes, 2002 Evolution of ribonuclease inhibitor
by exon duplication. Mol. Biol. Evol. 19: 959-963.

Hawv, S., G. MARTiNEZ- RODRIGUEZ, L. RopRriGUEZ, F. PrRAT, C. C. MyLonas, M. CARRILLO Y
S. Zanuy, 2004 Cloning, characterisation, and expression of three oestrogen
receptors (ERa, ERB1 and ERB2) in the European sea bass, Dicentrarchus
labrax. Mol. Cel. Endocrinol. 223: 63-75.

Hawm S., A. RocHa, T. Miura, F. Prat y S. Zanuy, 2007 Anti-Mdillerian hormone
(AMH/AMH) in the European sea bass: Its gene structure, regulatory elements,
and the expression of alternatively-spliced isoforms. Gene 388: 148-158.

Hassin, S., A. ELzur y Y. ZoHAr, 1995 Molecular cloning and sequence analysis
of striped bass (Morone saxatilis) gonadotropins | and Il subunits. J. Mol.
Endocrinol. 15: 23-35.

—
-

160 de 719

159 I



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

Hearn, M. T. W. y P. T. Gomme, 2000 Molecular architecture and biorecognition
processes of the cystine knot protein superfamily: part I. The glycoprotein
hormones. J. Mol. Recognit. 13: 223-278.

Hetauist, A., C. BORNESTAF , B. Borg B'y M. Schmitz, 2004 Cloning and sequenc-
ing of the FSH-beta and LH beta-subunit in the three-spined stickleback,
Gasterosteus aculeatus, and effects of photoperiod and temperature on
LH-beta and FSH-beta mRNA expresiéon. Gen. Comp. Endocrinol. 135:
167-174.

Hetquist, A., M. Schmitz, |. Maver y B. Borg, 2006 Seasonal changes in expres-
sion of LHB and FSH-B in male and female three-spined stickelback, Gaster-
osteus aculeatus Gen. Comp. Endocrinol. 145: 263-269

Hew, C.L., K.Y. TRin, S.J. Du, ¥ S. Song, 1989 Molecular cloning and expression
of salmon pituitary hormones. Fish Physiol. Biochem. 7: 375-380.

Hiramatsu, N., T. Matsusara, A. Hara, D. M. Donato, K. HiramaTsu, N.D. DensLow
y C.V.Sutuivan, 2002 Identification, purification and classification of multiple
forms of vitellogenin from white perch (Morone americana). Fish Physiol.
Biochem. 26: 355-370.

Hiramatsu, N., T. MaTsusAra, T. Fuita, C.V. Suttvan y A. Hara, 2006 Multiple pis-
cine vitellogenin: biomarkers of fish exposure to estrogenic endocrine dis-
ruptors in aquatic environments. Marine Biol. 149: 35-47.

Huang, C.J., FL. Huang, G.D. CHang, Y.S. CHang, C.F Lo, M.J. Fraser y T.B.
Lo, 1991 Expression of two forms of carp gonadotropin a subunit in in-
sect cells by recombinant baculovirus. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:
7486-7490.

Hurviiz, A., G. Decani, D. Golpgerg, S.Y. DN, K. Jackson y B. Levavi-Sivan, 2005
Cloning of FSH beta, LH beta, and glycoprotein alpha subunits from the
Russian Sturgeon (Acipenser gueldenstaed(tii), beta-subunit mRNA expres-
sion, gonad development, and steroid levels in immature fish. Gen. Comp.
Endocrinol. 140: 61-73.

lBANEZ, A.J. J. PEnaDO-ONsurge, E. SANCHEz, J.M. CerDA-ReverTer y. F. Prat, 2008
Lipoprotein lipase (LPL) is highly expressed and active in the ovary of Eu-
ropean sea bass (Dicentrarchus labrax L.), during gonadal development.
Comp. Biochem. Physiol., Part A 150: 347-354.

Ioter, D. R.y T. B. NG, 1983 Teleost gonadotropins: Isolation, biochemistry and
function, pp 187-221 Vol. IXa en Fish physiology, editado por W.S.Hoar, D.J.
Randall y E.M. Donaldson,. Academic Press. New York.

Jackson, K., D. Gotpeerg, M. Ofr, M. AgraHAM y G. Decani, 1999 Blue gourami
(Trichogaster trichopterus) gonadotropic B subunits (I and Il) cDNA sequenc-
es and expression during oogenesis. J. Mol. Endocrinol. 23: 177-187.

I 160

161 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

JaLagerT, B., 2005 Particularities of reproduction and oogenesis in teleost fish
compared to mammals. Reprod. Nutrit. Develop. 45: 261-279.

Jiang, X., M. Dreano, D. R. BuckLer, S. CHENG, A. YTHIER, H. Wu, W. A. HENDRICKSON
y N. e Tavar, 1995 Structural predictions for the ligand-binding region of
glycoprotein hormone receptors and the nature of hormone-receptor inter-
actions. Structure 3: 1341-1353.

Kagawa, H., H. Tanaka, K. Okuzawa y M. KoeavasHi, 1998 GTH Il but not GTH | induc-
es final oocyte maturation and the development of maturational competence
of oocytes of red seabream in vitro. Gen. Comp. Endocrinol. 112: 80-88.

Kacawa, H., K. Gen, K. Okuzawa y H. Tanaka, 2003 Effects of luteinizing hor-
mone and follicle-stimulating hormone and insulin-like growth factor | on
aromatase activity and P450 aromatase gene expression in ovarian follicles
of red seabream, Pagrus major. Biol. Reprod. 68: 1562—1568.

KaH, O., I. ANGLADE, E. LerreTRE, P. DuBourG y D. Mongrison, 1993 The reproductive
brain in fish. Fish Physiol. Biochem. 11:85-98.

Kan, O., C. LeTHIMONIER, G. Somoza, L. G. GuitGur, C. VaiLANT y J. J. LAReYRE, 2007
GnRH and GnRH receptors in metazoa: A historical, comparative, and evo-
lutive perspective. Gen. Comp. Endocrinol. 153: 346-364.

Kalava, A. V., G. Vassart y S. J. Wopak, 1995 Modeling of the three-dimen-
sional structure of proteins with the typical leucine-rich repeats. Structure
3:867-877.

Kaimura, S., Y. YosHiura, M. Suzuki y K. Aiba, 2001a ¢cDNA cloning of two go-
nadotropin B subunits (GTH-IB and IIB) and their expression profiles dur-
ing gametogenesis in the Japanese flounder ( Paralichthys olivaceus). Gen.
Comp. Endocrinol. 122: 117-129.

Kaimura, S, Y. YosHiura, M. Suzuki, T. UtoH, N. Hori, H. Oka y K. Aipa, 2001b
Changes in the levels of mRNA coding for gonadotropin I and lIf subunits
during vitellogenesis in the common Japanese conger Conger myriaster.
Fish. Sci. 67: 1053-1062.

Kawmel, H., T.OHRRA, Y. YosHIURA, N. UcHipa, H. Nagasawa y K. Aipa, 2003 Expres-
sion of a biologically active recombinant follicle stimulating hormone of
Japanese eel, Anguilla japonica, using methylotropic yeast, Pichia pastoris.
Gen. Comp. Endocrinol. 134: 244-254.

Kamer, H., 1. Kawazoe, T. Kaneko y K. Aiba, 2005 Purification of follicle-stimulating
hormone from immature Japanese eel, Anguilla japonica, and its biochemi-
cal properties and steroidogenic activities. Gen. Comp. Endocrinol. 143(3):
257-66.

Kamer, H., T. Kaneko y K. Aipba, 2006 In vivo gonadotropic effects of recombinant
Japanese eel follicle-stimulating hormone. Aquaculture 261: 771-775.

——
[

162 de 719

161 I



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

Kanamori, A., H. Kacawa y Y. NacaHama, 1987 Gonadotropin receptors in the
postovulatory ovary of amago salmon (Oncorhynchus rhodurus). Gen.
Comp. Endocrinol. 66: 210-217.

Kanamori, A. y Y. NagaHama, 1988 Developmental changes in the properties of
gonadotropin receptors in the ovarian follicles of amago salmon (Oncorhyn-
chus rhodurus) during oogenesis. Gen. Comp. Endocrinol. 72: 25-38.

Kasuto, H. y B. Levavi-Sivan, 2005 Production of biologically active tethered tila-
pia LHpB by the methylotrophic yeast Pichia pastoris. Gen. Comp. Endocrinol.
140: 222-232.

Kato, Y., K. Gen, O. Maruvama, K. Tomizawa y T. Kato, 1993 Molecular cloning
of cDNAs encoding two gonadotropin § subunits (GTH-IB and 1IB) from the
masu salmon, Oncorhynchus masou: Rapid divergence of the GTH-IB gene.
J. Mol. Endocrinol. 11: 275-282.

Kaware, N. y K. M. Menon, 1994 Palmitoylation of luteinizing hormone/human cho-
riogonadotropin receptors in transfected cells. Abolition of palmitoylation by
mutation of Cys-621 and Cys-622 residues in the cytoplasmic tail increases lig-
and-induced internalization of the receptor. J. Biol. Chem. 269: 30651-30658.

KawaucHi, H., K. Suzuki, H. ItoH, P. Swanson, N. Naimo, Y. NacaHama, M. Nozaki,
Y. Nakai y S. ItoH, 1989 The duality of teleost gonadotropins. Fish Physiol.
Biochem. 7: 29-38.

Kazeto, Y. M. KoHara, T. Miura, C. Miura, S. YAMAGUCHI, J.M. TRaNT, S. ADACHI Yy
K. YamaucH, 2008 Japanese eel Follicle Stimulating Hormone (Fsh) and
Luteinizing Hormone (Lh): Production of biologically active recombinant Fsh
and Lh by Drosophila S2 cells and their differential actions on the reproduc-
tive biology. Biol. Reprod. 79: 938-946.

Keng, P.S., R. R. DiHE Y S. D. MaHatLg, 2005 Delineation of regions in the extracel-
lular domain of follicle-stimulating hormone receptor involved in hormone
binding and signal transduction. Am. J. Reprod. Immunol. 54: 38-48.

Kim, D.J., Y.C. CHo y Y. C. SoHN, 2005 Molecular characterization of rockfish
(Sebastes schlegeli) gonadotropin subunits and their mRNA expression pro-
files during oogenesis. Gen. Comp. Endocrinol. 141: 282-290

King, J. A.y R. P Mittaro, 1992 Evolution of gonadotropin-releasing hormones.
TEM 3: 339-346.

Ko, H., W. Park, D.-J. Kim, M. Kosavasti y Y. C. Sown, 2007 Biological activities of
recombinant Manchurian trout FSH and LH: their receptor specificity, ster-
oidogenic and vitellogenic potencies. J. Mol. Endocrinol. 38: 99-111.

KoavasHi, M., T. Morma, K. IkecucHl, G. Yostizaki, T. Suzuki y S. Wartase, 2003 Pro-
duction of recombinant goldfish gonadotropins by baculovirus in silkworm
larvae. Fish Physiol. Biochem. 28: 469-471.

I 162

163 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

KosavasHi, M., T. Morita, K. IkeGucHI, G. YosHizaki, T. Suzuki y S. Watage, 2006 In
vivo biological activity of recombinant goldfish gonadotropins produced by
baculovirus in silkkworm larvae. Aquaculture 256: 433-442.

Kose, B. y A. V. Kajava, 2001 The leucine-rich repeat as a protein recognition
motif. Curr. Opin. Struct. Biol. 11: 725-732.

Koie, Y., H. Iton y H. Kawauchi, 1993 lIsolation and characterization of two
distinct gonadotropins, GTHI and GTHII, from bonito (Katsuwonus plelamis)
pituitary glands. Int. J. Peptide Prot. Res. 41: 52-65.

Kumar, R. S., S. iriy J. M. Trant, 2001a Molecular biology of the channel cat-
fish gonadotropin receptors: 2. complementary DNA cloning, functional ex-
pression, and seasonal gene expression of the follicle-stimulating hormone
Receptor. Biol. Reprod. 65: 710-717.

Kumar, R. S., I. SHiGeHo y J. M. TranT, 2001b Molecular biology of channel cat-
fish gonadotropin receptors: 1. cloning of a functional luteinizing hormone
receptor and preovulatory induction of gene expression. Biol. Reprod. 64:
1010-1018.

Kumar, R. S.y J. M. Trant, 2004 Hypophyseal gene expression profiles of FSH-
[beta], LH-[beta], and glycoprotein hormone-[alpha] subunits in Ictalurus
punctatus throughout a reproductive cycle. Gen. Comp. Endocrinol. 136:
82-89.

Kusakage, M., I. Nakamura, J. Evans, P. Swanson y G. Young, 2006 Changes in
mRNAs encoding steroidogenic acute regulatory protein, steroidogenic en-
zymes and receptors for gonadotropins during spermatogenesis in rainbow
trout testes. J. Endocrinol. 189: 541-554.

Kwok, H. F, W. K. So, Y. WanG y W. Gt, 2005 Zebrafish Gonadotropins and
their receptors: I. Cloning and characterization of zebrafish follicle-stimulat-
ing hormone and luteinizing hormone receptors. Evidence for their distinct
functions in follicle development. Biol. Reprod. 72: 1370-1381.

Laan, M., H. Ricimonp, C. He y R. K. CampgeLt, 2002 Zebrafish as a model for
vertebrate reproduction: characterization of the first functional zebrafish
(Danio rerio) gonadotropin receptor. Gen. Comp. Endocrinol. 125: 349-
364.

Le Menn, F, J. CeroA y P. Basi, 2007 Ultraestructural aspects of the ontogeny
ond differentiation of ray-finned fish ovarian follicles, pp: 1-37 en The fish
oocyte: From basic studies to biotechnological applications, editado por: P.
J.Babin, J. Cerdd y E. Lubzens. Springer. The Netherlands.

LetHimoNier, C., T. Mabicou, J. A. Muroz-CueTo, J. J. Larevre y O. Kah, 2004 Evo-
lutionary aspects of GnRHs, GnRH neuronal systems and GnRH receptors in
teleost fish. Gen. Comp. Endocrinol. 135: 1-16.

—
-

164 de 719

163 I



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

Leung, M.Y.-K., PJ.StenBAcH, PJ.Bear, D. Baxenpalg, P.Y. FecHNER, O.M. RENNERT Y
W.Y. CHan, 2006 Biological effect of a novel mutation in the third leucine-rich
repeatof human luteinizing hormone receptor. Mol. Endocrinol. 20: 2493-
2503.

L, M.D. y J.J. Forp, 1998 A comprehensive evolutionary analysis based on nu-
cleotide and amino acid sequences of the a- and B-subunits of glycoprotein
hormone gene family. J. Endocrinol. 156: 529-542.

L, H., V. Papaboroutos,. Vioic, M. Dym y M. Cuity, 1997 Regulation of rat
testis gonocyte proliferation by platelet-derived growth factor and es-
tradiol: identification of signaling mechanisms involved. Endocrinology
138:1289-1298.

Lin, Y.-W. P, B. A. Ruenow, D. A. Pricg, R. M. GreenserG y R. A. Wallace, 1992
Fundulus heteroclitus gonadotropins. lll. Cloning and sequencing of go-
nadotropic hormone (GTH) | and lIiB-subunits using the polymerase chain
reaction. Mol. Cell. Endocrinol. 85: 127-139.

Liu, ZJ., S. Kim y A. Karsi, 2001 Channel catfish follicle-stimulating hormone
and luteinizing hormone: Complementary DNA cloning and expression dur-
ing ovulation. Mar. Biotechnol. 3(6): 90-599.

Lokman, PM., K.A. Georae, S.L. Divers, M. Age y G. Young, 2007 11-Ketotes-
tosterone and IGF-1 increase the size of previtellogenic oocytes from short-
finned eel, Anguilla australis, in vitro. Reproduction 133: 955-967.

Loir, M., 1999 Spermatogonia of rainbow trout: Il. In vitro study on the influ-
ence of pituitary hormones, growth factors and steroids on mitotic activity.
Mol. Reprod. Dev. 53: 434-442.

LoosreLt, H., M. MisraHi, M. ATGER, R. SaLesse, M. T. Vu Hai-Luu THi, A. JouverT, A.
GUIOCHON-MANTEL, S. SAR, B. JauaL y J. Garnier, 1989 Cloning and sequenc-
ing of porcine LH-hCG receptor cDNA: variants lacking transmembrane do-
main. Science 245: 525-528

LuckensacH, J. A., D. B luev, E.- W. Goetz y P. Swanson, 2008 Identification of
differentially expressed ovarian genes during primary and early secondary
oocyte growth in coho salmon, Oncorhynchus kisutch. Reprod. Biol. Endo-
crinol. 6:2. http://www.rbej.com/content/6/1/2.

Maranos, E.L., P. SwansoN, J. STuesLerELD Y Y. ZoHAR, 1997 Purification of Gona-
dotropin Il from a teleost fish, the hybrid striped bass, and development
of a specific enzyme-linked immunosorbent assay. Gen. Comp. Endocrinol.
108: 209-222.

Mareos, J., E. Maranos, G. MaRTINEZ-RoDRIGUEZ, M. CARRILLO, B. QUERAT y S. ZANUY,
2003 Molecular characterization of sea bass gonadotropin subunits (c,

I 164

165 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

FSHB, and LHPB) and their expression during the reproductive cycle. Gen.
Comp. Endocrinol. 133: 216-232.

Mareos, J., E. MaRanos, P. Swanson, M. CarriLLo y S. Zanuy, 2006 Purification of
luteinizing hormone (LH) in the sea bass (Dicentrarchus labrax) and develop-
ment of a specific immunoassay. Cien. Mar. 32(2): 271-283.

Martsusara, T., M. Nacat, N. Okuso, T. ANDOH, S. SawacucHl, N. Hiramartsu, C.V. SuL-
LvaN y A. Hara, 2003 Multiple vitellogenins and their unique roles in marine
teleosts. Fish Physiol. Biochem. 28: 295-299.

MauGArs, G. y M. ScHmitz, 2006 Molecular cloning and characterization of FSH
and LH receptors in Atlantic salmon (Salmo salar L.). Gen. Comp. Endocri-
nol. 149: 108-117.

Mazon, M.J., A. Gomez, M. CarriLLo y S. Zanuy, 2008 Efecto in vivo de la LHsc
o su gen codificante en los niveles plasméaticos de LH y espermiacion de la
lubina (Dicentrarchus labrax), pp. 99-102 en Avances en Endocrinologia
Comparada, V.IV editado por J.A. Mufoz-Cueto, J.M. Mancera y G. Mar-
tinez. Servicio de Publicaciones de la Universidad de Cadiz. Cadiz.

McFarwanp, K. C., R. SprenceL, H. S. PHips, M. Konter, N. Rosemsur, K. Nikotics, D. L.
SecaLorry P H. SeesurG, 1989 Lutropin-choriogonadotropin receptor: an unusual
member of the G protein-coupled receptor family. Science 245: 494-499.

MeRi, I., N. Zmora y A. Euizur, 1999 Functional expression of recombinant sea-
bream FSH and LH in baculovirus infected insect cells, pp. 488 en Proceed-
ings of the Sixth International Symposium on the Reproductive physiology
of fish, editado por B.Norberg, O.S. Kjesbu, G.L.Taranger, E. Andersson y
S.0, Stefansson. Institute of Marine Research y University of Bergen, Ber-
gen, Norway.

Miura,T., K. YamaucH, H. TakaHasHi y Y. NacaHAaMmA, 1991 Hormonal induction
of all stages of spermatogenesis In vitro in the male eel (Anguilla japonica).
Proc. Nat. Acad. Sci. U S A 88: 5774-5778.

Miura, T., C. Miura, T. Onta, ML.R. Naper, T. Topo y K. YamaucHl, 1999 Estradiol-
17 stimulates the renewal of spermatogonial steem cells in males. Bio-
chem. Biophis. Res. Comm. 264: 2390-234.

Miura.T., C. Miura, Y. Konba y K.Yamauchl, 2002 Spermatogenesis-preventing
substance in Japanese eel. Development 129: 2689-2697

Miura, T. y C.I. Miura, 2003 Molecular control of fish spermatogenesis. Fish
Physiol. Biochem. 28: 181-186.

Miura, T., C.I. Miura, T. OHTa, y K. YamaucH, 2003 Complementary desoxyribo-
nucleic acid cloning of spermatogonial stem cell renewal factor. Endocrinol-
ogy 144: 5504-5510.

—
-

166 de 719

165 I



Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

Miura, T. M. HicucHi, Y. Ozaki, T. Onta y C. Miura, 2006 Progestin is a factor for
the initiation of the meiosis in spermatogenetic cells in the eel. Proc. Nat.
Acad. Sci. U S A 113: 7333-7338.

Miura, C., T. HigasHino y T. Miura, 2007 A Progestin and an Estrogen Regulate
Early Stages of Oogenesis in Fish. Biol. Reprod. 77: 822-828

Mwa, S., L. Yany P Swanson, 1994 Localization of two gonadotropin receptors in the
salmon gonad by in vitro ligand autoradiography. Biol. Reprod. 50: 629-642.

Mizutani, T., T. MiNeGisHi, Y. Nonose, Y. Asg, Y. Hasecawa, K. WakasavasHl, M. Ka-
mivosH y K. Mivamoto, 1998 Molecular cloning and functional expression of
chicken luteinizing hormone receptor. Biochim. Biophys. Acta 1397: 1-8.

Motts, G., A. Gomez, A. RocHa, M. CarriLLo y S. Zanuy, 2008 Purification and
characterization of follicle-stimulating hormone from pituitary glands of sea
bass (Dicentrarchus labrax). Gen. Comp. Endocrinol. 158: 68-76.

MonTserraT, N., A. GonzAlez, E. Meénpez, F. Pirerrer y J. V. Pranas, 2004 Effects of
follicle stimulating hormone on estradiol-17p production and P-450 aro-
matase (CYP19) activity and mRNA expression in brown trout vitellogenic
ovarian follicles in vitro. Gen. Comp. Endocrinol. 137: 123-131.

Morita, T., G. YosHizaki, M. KosavasHi y T. TakeucHi, 2003 Production of biological-
ly-active recombinant goldfish gonadotropins in transgenic rainbow trout.
Fish Physiol. and Biochem. 28: 473-474.

Moria, T., G. YosHizaki, M. KosavasHi, S. Watage y T. TakeucHi, 2004 Fish eggs as
bioreactors: the production of bioactive luteinizing hormone in transgenic
trout embryos. Transgenic Res. 13: 551-557.

Movte, W. R., R. K. CampgeLL, R. V. Myers, M. P. Bernarp, Y. Hany Y. WanG, 1994
Co-evolution of ligand-receptor pairs. Nature 368: 251-255.

MuriacH, B., J.M. CerbA-ReverTER, A. GOMEZ, S. Zanuy y M. CarriLLo, 2008 Molecu-
lar characterization and central distribution of the estradiol receptor alpha
(era) In the sea bass (Dicentrarchus labrax). J. Chem. Neuroanat. 35:33-48.

NaGaHAMA, Y., Y. MicHivasu, Y. Masakang, S. NorivosHi y T. Minoru, 1993 Molecular
endocrinology of oocyte growth and maturation in fish. Fish Physiol. Bio-
chem. 11: 3-14.

NacaHama, Y., 1994. Endocrine regulation of gametogenesis in fish. Int. J. Dev.
Biol. 38:217-229.

NaGAHAMA, Y., M. YosHikuni, M. YamasHiTA, TokumoTo y Y. Katsu, 1995 Regulation
of oocyte growth and maturation in fish. Curr. Top. Dev. Biol. 30:103-45.

Nariro, N., K. Suzuki, M. Nozaki, P. Swanson, H. KawaucHi y Y. Naka, 1993 Ul-
trastructural characteristics of two distinct gonadotropes (GTH |- and GTH
lI-cells) in the pituitary of rainbow trout Oncorhynchus mykiss. Fish Physiol.
Biochem. 11: 241-246.

167 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

NakAMURA, S., D. Kosavasti, Y. Aokl., Y. Esg, J. WittBropT y M. Tanaka, 2006 Iden-
tification and lineage tracing of two populations of somatic gonadal precur-
sors in the medaka embryos. Dev. Biol. 295: 678-688.

Nakavama, Y., T. Yamamoro, Y. Osa, Y. NacaHama y S. Age, 2000 Molecular clon-
ing, functional characterization, and gene expression of a follicle-stimulat-
ing hormone receptor in the testis of newt Cynops pyrrhogaster. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 275: 121-128.

Navas, J.M., E. Mananos, J. Ramos, S. Zanuy, M. CarriLLo, M.THRUSH, J. ZOHAR Y
N.R. Bromact, 1998 Effect of dietari lipid composition on vitellogenin, 178
estradiol and gonadotropin plasma levels and spawning performance in
captive sea bass (Dicentrarchus labrax L.). Aquaculture 165: 65-79.

Oga, Y., T. Hiral, Y. YosHiurA, M. YosHikuni, H. KawaucH y Y. NaGaHAmaA, 1999a.
Cloning, Functional Characterization, and Expression of a Gonadotropin
Receptor ¢cDNA in the Ovary and Testis of Amago Salmon (Oncorhynchus
rhodurus). Biochem. Biophys. Res. Commun. 263: 584-590.

O8A,Y., T. HiRal, Y.YosHiUrRA, M.YosHikuni, H. KawaucHi y Y. NagaHama, 1999b The
Duality of fish gonadotropin receptors: cloning and functional characteriza-
tion of a second gonadotropin receptor cdna expressed in the ovary and
testis of amago salmon (Oncorhynchus rhodurus). Biochem. Biophys. Res.
Commun. 265: 366-371.

Osa, Y., T Hral, Y. YosHiura, T. Kosavasti y Y. NagaHama, 2001 Fish gonadotropin and
thyrotropin receptors: the evolution of glycoprotein hormone receptors in ver-
tebrates. Comp. Biochem. and Physiol. B: Biochem. Mol. Biol. 129: 441-448.

OHTa, T., H. Mivakg, C. Miura, H. Kawmel, K. Apay T. Miura, 2007 Follicle-stimulat-
ing hormone induces spermatogenesis mediated by androgen production
in Japanese eel, Anguilla japonica. Biol. Reprod. 77: 970-977.

Ozak, Y., M. HicucH, C. Miura, S. YamacucHi, Y. Tozawa y T.Miura, 2006. Roles of
11B-hydroxysteroid dehydrogenase in fish spermatogenesis. Endocrinology
147: 5139-5146.

OkapA, T., 1. Kawazok, S. Kimura, Y. Sasamoto, K. Aiba'y H. KawaucHi, 1994 Purifi-
cation and characterization of gonadotropin | and Il from pituitary glands of
tuna (Thunnus obesus). Int. J. Pept. Protein Res. 43: 69-80.

Patiio, R. y C.V. Sutuvan, 2002 Ovarian follicle growth, maturarion and ovula-
tion in teleosts fish. Fish Physiol. Biochem. 26: 57-70.

Peter R. E., V. L.TrRupeAu, B. D. Stotey, C. Peng y C. S. NaHorniak, 1991 Actions of
the catecholamines, peptides and sex steroids in regulation of gonadotro-
pin-Il in the goldfish, pp 30-33 en Proc. of the Fourth International Sympo-
sium on the Reproductive physiology of fish, editado por A. P. Scott, J. P.
Sumpter, D. E. Kime y M. S. Rolfe. University of East Anglia, Norwich. U.K.

——
[

168 de 719

167 I



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

Petersen,C. y O. Soper, 2006 The sertoli cell- a hormonal target and «super» nurse
for germ cells that determines testicular size. Horm. Res. 66: 153-161.

Pierce, J. G. y T. F. Parsons, 1981 Glycoprotein hormones: structure and func-
tion. Ann. Rev. Biochem. 50: 465-495.

PLanas, J. V. y P. Swanson, 1995 Maturation-associated changes in the response
of the salmon testis to the steroidogenic actions of gonadotropins, GTH |
and GTH II, in vitro. Biol. Reprod. 52: 697-704.

Pianas, J. V., J. AtHos, F. W. Goez y P. Swanson, 2000 Regulation of ovarian ster-
oidogenesis in vitro by follicle-stimulating hormone and luteinizing hormone
during sexual maturation in salmonid fish. Biol. Reprod. 62: 1262-1269.

PoLzonerm-Macn,A., G. Mosconi, L. SovercHia, S. Kikuvama y O. CarnavaLll, 2004
Multihormonal control of vitellogenesisi in lower vertebrates. Internat. Rev.
Cytol. 239: 1-45.

Prat, F, J. R. Sumpter y C. R. Tvier, 1996 Validation of radioimmunoassays for
two salmon gonadotropins (GTH | and GTH ) and their plasma concentra-
tions throughout the reproductive cycle in male and female rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Biol. Reprod. 54: 1375-1382.

Querat, B., M. Moumni, M. Jutisz, Y. A. Fontaine y R. Counis, 1990a Molecular
cloning and sequence analysis of cDNA for the putative  subunit of type-Ii
gonadotropin from the European eel. J. Mol. Endocrinol. 4: 257-264.

QuEraT, B., M. Jutisz, Y. A. Fontame y R. Counis, 1990b Cloning and sequence
analysis of the cDNA for the pituitary glycoprotein hormone o subunit of
the European eel. J. Mol. Cell. Endocrinol. 74: 253-259.

Querat, B.,1994 Molecular evolution of the glycoprotein hormones in verte-
brates, pp. 27-35 en Perspective in Comparative Endocrinology, editado
por: K. G. Davey, R. E. Peter y S. S. Tobe. National Research Council of
Canada. Ottawa.

Querar, B., A. Setouk y C. Sauvon, 2000 Phylogenetic analysis of the vertebrate
glycoprotein hormone family including new sequences of sturgeon (Aci-
penser baeri) B subunits of two gonadotropins and the thyroid-stimulating
hormone. Biol. Reprod. 63: 222-228.

Querar, B., C. Tonnerre-Doncarl, F. Genies y C. Sautmon, 2001 Duality of gonado-
tropins in gnathostomes. Gen. Comp. Endocrinol. 124: 308-314.

QuEsADA, J., M. T. Lozano, A. ORrTeGA ¥ B. Acutteiro, 1988 Immunocytochemical
and ultrastructural characterization of the cell types in the adenohypophysis
of Sparus aurata L. (Teleost). Gen. Comp. Endocrinol. 72: 209-225.

Quesnet, H. y B. Breton, 1993 Solubilization and purification of the gonadotro-
pin (GTH II) receptor from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) ovaries.
Gen. Comp. Endocrinol. 91: 272-280.

I 168

169 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

Rannikko, A, T.L. PentTitA , F.P. ZHANG , J. Toppari, M. PARVINEN y |. HUHTANIEMI, 1996.
Stage-specific expression of the FSH receptor gene in the prepubertal and
adult rat seminiferous epithelium. J. Endocrinol. 151(1): 29-35.

Rose, M. P, R. E. Gaines Das y A. H. Baten, 2000 Definition and Measurement of
Follicle Stimulating Hormone. Endocr. Rev. 21(1): 5-22.

RocHa, A., A. Gowmez, S. Zanuy y M. Carerillo, 2007 Molecular characterization
of two sea bass gonadotropin receptors: cDNA cloning, expression analysis,
and functional activity. Mol. Cell. Endocrinol. 272: 63-76.

RocHa, A., S. Zanuy, M. CarriLlo y A. Gomez, 2009 Seasonal changes in gonadal
expression of onadotropin receptors, steroidogenic acute regulatory protein
and steroidogenic enzymes in the European sea bass. Gen. Comp. Endocri-
nol. doi:10.1016/j.ygcen.2009.03.023.

RoDRIGUEZ, L., I. BEGTASHI, S. Zanuy, M. SHaw y M. CarriLlo, 2001 Changes in plas-
ma levles of reproductive hormones during first sexual maturation in Eu-
ropean male sea bass (Dicentrarchus labrax L.) under artificial day lengths.
Aquaculture 202: 235-248.

Rosenretp, H., B. Levavi-Sivan, P. Metamvied, Z. YaroN y A. Euizur, 1997 The GTHB subu-
nits of tilapia: Gene cloning and expression. Fish Physiol. Biochem. 17: 85-92.

Rosenrewp, H., I. Meriy A. ELizur, 2007 Gonadotropic regulation of oocyte devel-
opment, pp 175-202 en The fish oocyte: From basic studies to biotechno-
logical Applications, editado por: P. J.Babin, J. Cerda y E. Lubzens. Springer.
The Netherlands.

Sameronl, E., F. Le GAc, B. Breton y J. J. Larevre, 2007 Functional specificity of the
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) gonadotropin receptors as assayed in
a mammalian cell line. J. Endocrinol. 195: 213-228.

Santos, E. M., M. Ranp-Weaver y C. R. Tvier, 2001 Follicle-Stimulating Hormone and
Its [J and [J Subunits in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss): Purification, Char-
acterization, Development of Specific Radioimmunoassays, and Their Seasonal
Plasma and Pituitary Concentrations in Females. Biol. Reprod. 65: 288-294.

SawagucHi, S., H. Kawawa, N. Onkuso, N. HramaTsu, C.V. SulLivan y T. MATSUBARA,
2006 Molecular characterization of three forms of vitellogenin and their
yolk protein products during oocyte growth and maturation in red sea-
bream (Pagrus major), a marine telost spawning pelagic eggs. Mol. Reprod.
Develop. 73: 719-736.

ScHulz, R.W. y T. Miura, 2002 Spermatogenesis and its endocrine regulation.
Fish Physiol. Biochem. 26: 43-56.

ScHutz, R., S. MenTiNG, J. Bogerp, L. R. Franca, D. A. R. Vieea y H. P. GopinHo,
2005 Sertoli cell proliferation in the adult testis-Evidence from two species
belonging to different orders. Biol. Reprod. 73: 891-898.

——
[

170 de 719

169 I



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

SEKINE, S., A. Sao, H. ItoH, H. KawaucHi y S. ItoH, 1989 Molecular cloning and
sequence analysis of chum salmon gonadotropin cDNAs. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86: 8645-8649.

Srerwoob, N. M., D. A. Lovejoy y I. R. Cog, 1993 Origin of nonmammalian gona-
dotropin-releasing hormones. Endocrine Rev. 14: 241-254.

SHimizu, A. 'y M. YamasHita, 2002 Purification of mummichog (Fundulus het-
eroclitus) gonadotropins and their subunits, using an immunochemical as-
say with antisera raised against synthetic peptides. Gen. Comp. Endocrinol.
125:79-91.

So, W. K., H. F. Kwok y W. G, 2005 Zebrafish gonadotropins and their recep-
tors: ii. cloning and characterization of zebrafish follicle-stimulating hor-
mone and luteinizing hormone subunits--their spatial-temporal expression
patterns and receptor specificity. Biol. Reprod. 72: 1382-1396.

Sonn, Y.C., Y.YosHiura, M. KosavasHi y K. Aiba, 1999 Seasonal changes in mRNA
levels of gonadotropin and thyrotropin subunits in the goldfish, Carassius
auratus. Gen. Comp. Endocrinol. 113: 436-44.

Song, J.L.y G. M. WEsstL, 2005 How to make an egg: transcriptional regulation
in oocytes. Differentiation 73:1-17

Suzuki, K., H. KawaucHi y Y. NacaHama, 1988a Isolation and characterization
of two distinct gonadotropins from chum salmon pituitary glands. Gen.
Comp. Endocrinol. 71: 292-301.

Suzuki, K., H. KawaucHi y Y. NacaHama, 1988b Isolation and characterization of
subunits of two distinct gonadotropins from chum salmon pituitary glands.
Gen. Comp. Endocrinol. 71: 302-306.

Suzuki, K., A. Kanamori, Y. NacaHama y H. KawaucH, 1988d Development of
salmon GTH | and GTH Il radioimmunoassays. Gen. Comp. Endocrinol. 71:
459-467.

Suwa, K.y M., YamasHita, 2007. Regulatory mechanisms of oocyte matura-
tion and ovulation. Pp. 323-347 en The fish oocyte: From basic studies to
biotechnological applications, editado por: P. J.Babin, J. Cerda y E. Lubzens.
Springer. The Netherlands.

Swanson, P, 1991 Salmon gonadotropins: Reconciling old and new ideas, pp.
2-7 en Proc. of the Fourth International Symposium on the Reproductive
physiology of fish, editado por: A.P. Scott, J.P. Sumpter, D.E. Kime y M.S.
Rolfe. Fish Symp, 91. Department of animal and plant sciences University of
Shelfield, Shefield. UK.

Swanson, P., K. Suzuki, H. Kawauch y W. W. Dickrorr, 1991 Isolation and char-
acterization of two coho salmon gonadotropins, GTH | and GTH II. Biol.
Reprod. 44: 29-38.

I 170

171 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

REGULACION Y CONTROL HORMONAL DEL PROCESO...

Swanson, P, J. T. Dickey y B. CampeeLL, 2003 Biochemistry and physiology of fish
gonadotropins. Fish Physiol. Biochem. 28: 53-59.

Tanaka, H., H. Kacawa, K. Oxuzawa y K. Hirose, 1993 Purification of gonadotro-
pins (pmGTH | and Il) from red seabream (Pagrus major) and development
of homologous radioimmunoassay for pmGTH |II. Fish Physiol. Biochem. 10:
409-418.

THomas, P., D. BreckenribGE-MILLER y C. DetweiLer, 1997 Binding characteristics and
regulation of the 17,20p8,21-trihydroxy-4-pregnen-3-one (20[]-S) receptor
on testicular and sperm plasma membranes of spotted seatrout (Cynoscion
nebulosus). Fish Physiol. Biochem. 17: 109-116.

THUILLER, R., Y. WaNG y M. Cutty, 2003 Prenatal exposure to estrogenic com-
pounds alters the expression pattern of platelet-derived grpwth factor re-
ceptors a and b in neonatal rat testis: Identification of gonocytes as targets
of estrogen exposure. Biol. Reprod. 68: 867-880.

Truptau, V. L., 1997 Neuroendocrine regulation of gonadotrophin Il release and
gonadal growth in the goldfish, Carassius auratus. Rev. Reprod. 2: 55-68.

Tsal, H. J.y L. T. Yang, 1995 Cloning and sequencing of the cDNA encoding
the gonadotropin Il B-subunit of yellowfin porgy (Acanthopagrus latus). J.
Fish. Biol. 46: 501-508.

Tyier, C.R., J.P. SumpTer, H. KawaucHi y P. Swanson, 1991 Involvement of gonado-
tropin in the uptake of vitellogenin into vitellogenic oocytes of the rainbow
trout, Oncorhynchus mykiss. Gen. Comp. Endocrinol. 84: 291-299.

ULLoa-AGURRE, A., A. MALDONADO, P. DAMIAN-MATsuMURrA y C.Timossl, 2001 Endocrine
regulation of gonadotropin glycosylation. Arch. Med. Res. 32: 520-532.

Van Der Kraak, G., K. Suzuki, R. E. PeTer, H. Itony H. KawaucHi, 1992 Properties
of carp gonadotropin | and gonadotropin Il. Gen. Comp. Endocrinol. 85:
217-229.

Van OoroT, P. G. W. y J. Peute, 1983 The cellular origin of the pituitary gonado-
tropins in teleosts, pp 137-186 en Fish Physiology, editado por (W.S. Hoar,
D.J. Randall y E.M. Donaldson. Academic Press, New York.

VassarT, G., L. Parpo y S. CostacLiota, 2004 A molecular dissection of the glyco-
protein hormone receptors. Trends Biochem. Sci. 29: 119-126.

ViscHer, H. Fy J. Bogerp, 2003 Cloning and functional characterization of a go-
nadal luteinizing hormone receptor complementary DNA from the African
catfish (Clarias gariepinus). Biol. Reprod. 68: 262-271.

ViscHer, H. F, J. C. M. Granneman, M. H. K. Linskens, R. W. ScHutz y J. Bogerp,
2003 Both recombinant African catfish LH and FSH are able to activate the
African catfish FSH receptor. J. Mol. Endocrinol. 31:133-140.

—
-

172 de 719

171 I



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

WEewtzien, FA., B. NoreerG y P. Swanson, 2003 Isolation and characterization of
FSH and LH from pituitary glands of Atlantic halibut (Hippoglossus hip-
poglossus L.). Gen. Comp. Endocrinol. 131(2): 97-105.

WElrzien, FA., E. Anpersson, . ANDErseN, K. SHALCHIAN-ABRIZI Y B.Noreerg, 2004
The brain-pituitary-Gonad axis in male teleosts, with special emphasis on
flatfish (Pleuronectiformes). Comp. Biochem. Physiol. (A) 137: 447-477.

Wong, T. T., Y. GortHitr, N. Zmora, K. E. KigHT, I. MeRI, A. ELzur y Y. ZoHAr, 2004
Developmental Expression of Three Forms of Gonadotropin-Releasing Hor-
mone and Ontogeny of the Hypothalamic-Pituitary-Gonadal Axis in Gilt-
head Seabream (Sparus aurata). Biol. Reprod. 71: 1026-1035.

Yan, L., P. Swanson y W. W. DickHorr, 1992 A two-receptor model for salmon
gonadotropins (GTH | and GTH II). Biol. Reprod. 47: 418-427.

YARON, Z., G. GUR, P. MeLamep, H. Rosenrewp, A. Euzury B. Levavi-Sivan, 2003 Regu-
lation of fish gonadotropins. Int. Rev. Cytol. 225: 131-185.

YaroN, Z. y B. Sivan, 2006 Reproduction, pp. 345-388 en Physiology of Fishes,
editado por D.H., Evans y J.B Claibourne. CRC Press, New York (USA).

YosHiura, Y., M. KosavasHi, Y. Kato y K. Aiba, 1997 Molecular cloning of cDNAs
encoding two gonadotropin  subunits (GTH-I and -lIf) from the goldfish,
Carassius auratus. Gen. Comp. Endocrinol. 105: 379-389.

YosHiura, Y., H. Suetake y K. Aipa, 1999 Duality of gonadotropin in a primitive
teleost, Japanese eel (Anquilla japonica). Gen. Comp. Endocrinol. 114:
121-131.

You, S., J. T. BriogHam, D. N. Foster y A. L. Jonnson, 1996 Characterization of
the chicken follicle-stimulating hormone receptor (cFSH-R) complementary
deoxyribonucleic acid, and expression of cFSH-R messenger ribonucleic acid
in the ovary. Biol. Reprod. 55: 1055-1062.

ZaNuy, S.y M. CarriLLo, 1987. La reproduccion de los teleosteos y su aplicacion
en acuicultura, pp. 1-131 en Reproduccién en acuicultura, editado por J.
Espinosa de los Monteros y U. Labarta. CAICYT. Madrid.

ZMOoRA, N., S. Kumar, Y. Kazeto y J. M. TranT, 2003 Production of channel catfish

(Ictalurus punctatus) recombinant gonadotropins using the S2 Drosophila
cell line system. Fish Physiol. Biochem. 28: 475-477.

I 172

173 de 719



EL CONTROL AMBIENTAL
DE LA REPRODUCCION DE
LOS PECES CON ESPECIAL
REFERENCIA AL CONTROL
DEL CICLO SEXUAL, DE
LA PUBERTADY DE LA
PRECOCIDAD




Sitio Argentino de Produccién Animal

175 de 719



CON ESPECIAL REFERENCIA

AL CONTROL DEL CICLO SEXUAL,

DE LA PUBERTAD Y DELA
PRECOCIDAD

EL CONTROL AMBIENTAL DE LA
REPRODUCCION DE LOS PECES

M. Carrillo*, S. Zanuy, M. J. Bayarri

Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (CSIC)

Resumen

La reproduccién es un proceso esencial para la perpetuacion de las espe-
cies, cuyo objetivo es generar gametos viables que permitan la fertilizacién
y soporten la embriogénesis. Esta culmina con la eclosion de los huevos
generando larvas y alevines que se desarrollaran hasta adultos cerrando asi
nuevamente el ciclo reproductor. La reproduccion, al ser un proceso ciclico,
esta integrada basicamente de ritmicidades fisiologicas diarias y anuales que
necesitan sincronizarse muy estrechamente con las variaciones periddicas
del medio ambiente exterior. De esta forma los organismos hacen coincidir
sus puestas con el periodo del afio mas favorable para la supervivencia de
la especie. El estudio de la influencia de estos factores ambientales y muy
particularmente del fotoperiodo y la temperatura sobre el proceso repro-
ductor de los teleosteos en general y de la lubina (Dicentrarchus labrax L)
en particular, serd el objetivo principal de esta revision. Ademads, se revisa el
estado actual de la regulacién hormonal y ambiental de la pubertad de los
teledsteos y la importancia que tiene su control para la acuicultura.
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Abstract

Reproduction is an essential process for the perpetuation of the species.
The main goal of reproduction is to produce viable gametes that can be fertili-
zed to further support the embryogenesis, culminating at hatching to generate
larvae and juveniles which finally will be converted into adults that will be
able to re-start the reproductive cycle. The cyclic nature of the reproductive
events is based on the daily and annual rhythms of reproduction which in
turn, are in close synchrony with the periodic environmental factors. This
synchrony will allow the organisms to reproduce at the most favourable pe-
riod of the year which in turn guarantees the surviving of the progeny. The
study of these environmental factors and mechanisms that affect the repro-
ductive events in teleost fish will be the main goal of this review and more
specifically the photoperiod and temperature. Sea bass, a valuable species
for aquaculture will be used as a model fish for these studies. Besides, the
state of the art of the hormonal and environmental requlation of puberty in
teleost fish will be reviewed, stressing the fundamental and applied aspects
for aquaculture.

3.1. INTRODUCCION

Como en el resto de los vertebrados, en los peces la funcién repro-
ductora es esencial para la perpetuacion de las especies y se puede
definir como la capacidad de generar un nimero 6ptimo de gametos
viables que promuevan la fertilizacién, soporten la embriogénesis y
culminen con la eclosion de los huevos que a su vez, generaran la fu-
tura progenie. El proceso reproductor esta regulado por una numerosa
red de sefales tanto internas como externas que inciden sobre el eje
cerebro-hipofisis-génada, cuya estructura y control seran objeto de la
presente revision.

Los peces, al ser animales poiquilotermos, muestran adaptaciones
fisiolégicas muy estrechas con el medio donde viven, exhibiendo rit-
mos bioldgicos diarios y estacionales que suelen estar en fase con los
factores ambientales que también varfan de forma diaria y estacional.
Entre estos factores estan la luz, la temperatura, los fenémenos gravita-
cionales, la disponibilidad del alimento, la presencia de predadores, los
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compuestos quimicos, etc. La plasticidad adaptativa que exhiben los
peces con su medio ambiente sélo es posible gracias a la mediacion
del cerebro que en primer lugar, integra la informacion que llega des-
de el exterior y en segundo lugar, la de las sefales hormonales que
tienen su origen en los érganos periféricos. En respuesta a estas sefa-
les periédicas, provenientes tanto del medio externo como interno, el
cerebro sintetiza y libera neurohormonas hipofisotropas (que también
siguen unos patrones ritmicos bien definidos) que primero controlan la
actividad de la glandula hipofisis y a través de ella al resto del sistema
endocrino. De esta manera se establece un doble didlogo temporal,
primero entre el cerebro y el medio ambiente externo y luego entre
el cerebro y el medio ambiente interno del animal. El resultado final
de este didlogo es una respuesta fisioldgica de caracter periédico que
afecta a los ritmos del animal tales como su actividad motora, nutricio-
nal y reproductora. En general, la actividad reproductora esta restringi-
da a épocas muy concretas del aio que suelen ser las mas favorables
para la supervivencia de la especie. ; Como integran los peces esta in-
formacion, proveniente del exterior, para medir el tiempo y sincronizar
su actividad reproductora produciendo los gametos en la época mas
favorable para la supervivencia de la progenie? Este serd uno de los
aspectos que desarrollaremos en esta revision. También se presenta-
ran las rutinas y manipulacién artificial, mas comunes, utilizadas en el
control de los ciclos reproductores y su aplicaciéon en acuicultura. Otro
de los aspectos importantes que abordaremos sera el de la pubertad
y su control intentando responder a las siguientes preguntas: ¢ Cuales
son los cambios funcionales del eje cerebro-hipéfisis-génada durante
la pubertad?; ;Qué determinantes internos podrian estar implicados
en el inicio de la misma?; ; Como se puede controlar artificialmente la
pubertad y que beneficios obtendria la industria acuicola?

3.2. ORIGEN DE LAS PERIODICIDADES
3.2.1. Generalidades

La vida en nuestro planeta ha evolucionado bajo la influencia de tres
periodicidades ambientales fundamentales: ciclos diarios, ciclos anua-
les y ciclos lunares. Los primeros se producen como consecuencia de
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la rotacion de nuestro planeta alrededor de su eje polar, cada 23 horas
56 minutos y 4 segundos, dando la alternancia regular de los dias y las
noches. Los segundos por la revoluciéon de la tierra alrededor del sol,
una vez cada 365,26 dias, dando origen a las estaciones consecuen-
cia de los cambios progresivos del angulo de inclinacién del eje polar
terrestre con respecto al sol. La tercera por la de la luna alrededor de
la tierra cada 29,53 dias solares que presenta un retraso de 50 minu-
tos, a su paso por el meridiano terrestre, debido a que su movimiento
esta dirigido hacia el este. Cada dia hay aproximadamente dos mareas
bajas y dos altas debidas a la rotacion de la tierra sobre su eje y las
posiciones relativas del sol y de la luna. Cuando la luna y el sol entran
en oposicion (luna llena) suman sus fuerzas gravitatorias y se originan
las mareas vivas que ocurren cada 14,77 dias. Las mareas muertas se
suceden durante el cuarto creciente y el Gltimo cuarto menguante.
Desde sus inicios en el mar, los seres vivos se han debatido en estos
ambientes ciclicos de luz y temperatura impuestos por las periodicida-
des de los astros. Cuando los seres vivos invadieron los bordes mari-
nos, inducidos por las periodicidades de las mareas y posteriormente
conquistaron la tierra, se sumaron otras periodicidades a las antiguas
de luz y temperatura, como las lluvias, las inundaciones, la presion
atmosférica, etc. Los organismos han tenido que adaptarse a estas
variaciones ciclicas medioambientales desarrollando mecanismos bio-
guimicos, fisioldgicos o conductuales, también de naturaleza ritmica,
exhibiendo ritmos biolégicos con fases de variacion diarias, anuales
o lunares. Estas periodicidades han constituido el marco ambiental
donde ha actuado la seleccion natural, permitiendo la supervivencia
solo de aquellos organismos que restringian sus actividades biolégicas
a los periodos mas favorables para su supervivencia. Por otro lado,
la prediccion de las periodicidades fisicas permite que los organismos
desarrollen una programacion anticipada que se convierte en una es-
trategia viable, favoreciendo a aquellos que poseen programas tem-
porales innatos de reproduccion, crecimiento, metabolismo, desarrollo
o de comportamiento en general. La ejecucion de estos programas
innatos se lleva a cabo en una época muy restringida del ciclo externo
o del cambio fisico que les es mas favorable para el desarrollo de sus
funciones bioldgicas. Por ejemplo, la primera alimentacion de las larvas
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de especies de peces de latitudes medias y altas se produce cuando el
fotoperiodo y la temperatura se incrementan en primavera, pero en las
areas tropicales y subtropicales esta se da con la estacion de lluvias o
con las corrientes oceanicas.

3.2.2. Factores proximos

La gametogénesis, desde su inicio hasta su culminaciéon, supone un
crecimiento gonadal muy significativo (en algunas especies de salmoni-
dos hasta un 20-30 % de su peso corporal). Ademas, a ésta le sigue el
desarrollo embrionario hasta la eclosién y el desarrollo larvario hasta la
apertura de la boca de las larvas y la reabsorcion de la bolsa de vitelo.
Todos estos eventos tardan un tiempo considerable en completarse (en
algunas especies hasta mas de medio afio) por lo que parece evidente
que la recrudescencia gonadal se inicie con la suficiente antelacion
(tipicamente varios meses) para que la presencia de la larvas o alevines,
coincida con situaciones ambientales favorables para su superviven-
cia. Estas pueden ser, por ejemplo, un clima adecuado, ausencia de
depredadores y disponibilidad de nutrientes. Los peces, como ocurre
en otros vertebrados de puestas estacionales, dependen de las sefia-
les ambientales para sincronizar los eventos reproductores, como la
maduracion y la puesta, con los cambios de estacion. Ademas en ge-
neral, se puede asumir que el ajuste de los individuos con su entorno
aumenta en la medida que estos son capaces de obtener informacién
sobre la estacion venidera con la suficiente antelacién. Baker (1983)
llamo a estas sefiales ambientales causas préximas y Thomsom (1950)
factores proximos y se definen como aquellos que controlan los ciclos
anuales de las especies afectando a sus procesos biolégicos. De entre
la multitud de factores ambientales existentes que se podrian conside-
rar como proximos y por tanto responsables del calculo y la medida del
tiempo por parte de los animales, el fotoperiodo es el mas importante
y en general se considera que es el determinante principal de la ma-
duracion de la mayoria de las especies de teledsteos cultivadas. Incluso
en especies tropicales y subtropicales que parecen estar regidas por la
temperatura o el régimen de lluvias, se estima que el fotoperiodo es la
sefal ambiental mas fiable para los ajustes diarios o estacionales de las
funciones bioldgicas, dado que esta sefal esta libre de ruido ambien-
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tal, permanece constante a través de los afos y refleja la estacionalidad
dependiendo de la estacion (fig. 1).

3.2.3. Factores ultimos

Aquellas variables ambientales que durante el curso de la evolucién,
han ejercido una presion de seleccién para restringir una actividad a
un tiempo determinado del afio fueron llamadas causas Ultimas por
Baker (1939) y factores ultimos por Thomson (1950). Por ejemplo, en

Periodicidades basicas: ‘ ’ . - @
Anuales Diarias Lunares
20 Luz
18 1 Factores proximos: Factores ultimos:
. o Presion de predacion
Cambio fotoperiddico Disponibilidad del alimento

_ 161 Temperaturas apropiadas
g (prediccion de eventos) (restriccion temporal
8 de la actividad)
< 14 L0~V =g
= e ] So
E ) - : |
= L ;

12 (Gametogénesis, el (Tiempo de puesta

cortejo, s mas favorable para
o. nidificacion, .o la supervivencia
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S~ - _. - -
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FIGURA 1.

Evolucién de los factores ambientales influenciados por las periodicidades anuales,
diarias y lunares que permiten predecir eventos reproductores y que estdan implicados
en la regulacién del crecimiento gonadal (factores préximos, linea continua)

y de los factores que regulan el esfuerzo reproductor de la puesta y que favorecen
la supervivencia de la progenie (factores tiltimos, linea discontinua). Los factores
préximos generalmente no coinciden con los tltimos y estan separados en el tiempo.
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algunas especies de peces marinos, la época de puesta esta restringida
hacia finales de invierno cuando las temperaturas del agua de mar
son bajas y en los meses subsiguientes hay alimento abundante para
los futuros alevines. La temperatura y la disponibilidad de alimento
son consideradas factores Ultimos, dado que condicionan la época del
ano en que tiene que reproducirse el animal. Una actividad estacional
particular puede estar condicionada por mas de un factor ultimo. Por
ejemplo, a la temperatura y disponibilidad de alimento pueden su-
marse otras como la presencia de predadores, la competicién, etc. De
todas maneras, parece ser que el factor dUltimo mas importante es la
disponibilidad de alimento. Ademas, en todas las especies estudiadas,
la estacion reproductora coincide con la maxima abundancia del ali-
mento preferido (fig 1).

Las actividades estacionales dirigidas por los factores préximos, no
pueden iniciarse a la vez que aquellas controladas por los factores ulti-
mos. De manera general, las condiciones (factores ultimos) que favore-
cen la puesta, no favorecen las etapas tempranas de la recrudescencia
gonadal (factores préximos). Por tanto, el valor critico de los factores
proximos esta bastante separado en el tiempo del valor critico de los
factores Ultimos y la relacién temporal existente entre ellos es carac-
teristica de una especie determinada y del ecosistema donde habita
(fig.1).

3.3. ADAPTACION FISIOLOGICA
A LOS CAMBIOS AMBIENTALES
MEDIANTE EL DIALOGO ENDOCRINO
ENTRE EL MEDIO AMBIENTE EXTERNO
E INTERNO DEL ANIMAL

La sucesion de los dias y de las noches, de las estaciones del afo
y de los cambios gravitacionales provocan cambios periédicos de luz,
temperatura, lluvias, presién atmosférica, corrientes y mareas, llevan-
do también consigo, la aparicién ciclica de nutrientes en el medio
natural. Estas periodicidades condicionan la densidad de las poblacio-
nes y la inevitable aparicién de depredadores que ejercen una fuerte
presion sobre supervivencia de una especie determinada. En conse-
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cuencia, estas periodicidades son responsables de la presion de se-
leccion sobre aquellos complejos genéticos de los reproductores que
determinan la sincronizacion de sus puestas con las épocas en que las
larvas y alevines, encuentran mayor disponibilidad de alimento y las
condiciones climéticas y sociales mas adecuadas para su superviven-
cia. La captacion eficaz de estas sefales ambientales, su correcta in-
terpretacion y sobre todo la respuesta fisioldégica que desencadenan,
son indicadores del grado de adaptacion de los animales con su en-

Fotoperiodo

T * Facto‘res sociales
) Otros: Cambios
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] : sustrato, ddllieas
INTEGRACION & egetacion...
DE SENALES
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EXTERNAS
b INTEGRACION
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=,
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. Granulos
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FIGURA 2.

Variaciones ciclicas de los factores ambientales que modifican la amplitud y la fase de los
ritmos biolégicos en los teledsteos, induciendo respuestas hormonales de naturaleza periédica
que finalmente producen alteraciones en la época de puesta, en la calidad de los huevos y en la

fecundidad. El cerebro integra y coordina tanto las provenientes del medio ambiente externo,
como las del interno que se transmiten a través del eje cerebro-hipéfisis-génadas (CHG). Se
ilustra, ademads, la produccién de GnRHs que inducen la secrecion de FSH (hormona foliculo
estimulante) y LH (hormona luteinizante) hipofisarias quienes, a su vez, son responsables de la
produccién de esteroides sexuales por parte de las génadas.
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torno ambiental (fig. 2). Los factores ambientales estimulan al sistema
sensorial de forma periddica y a través de un mecanismo todavia poco
conocido esta informacién es transducida, a nivel de los receptores
sensoriales, e integrada por el cerebro. Este produce neuropéptidos,
generados también de forma ritmica, que luego serén transmitidos de
forma jerarquica y siguiendo pautas circadianas de variacion a través
de un eje morfo-funcional conocido como el cerebro-hipofisis-géna-
da (CHG). Mas especificamente, la luz estimula a los fotorreceptores,
localizados en la retina de los ojos laterales y también en la pineal,
inhibiendo la sintesis y la liberacion de melatonina que ademas, a su
vez, puede estar modulada por las variaciones periddicas de la tem-
peratura del agua (Garcia-Allegue et al., 2001). Estas variaciones en la
produccion de melatonina, desempefian un papel predominante en-
cauzando al sistema circadiano de los teledsteos y muy probablemen-
te actuando sobre la sintesis y liberacion de las hormonas liberadoras
de las gonadotrofinas (GnRHs) como ocurre en los mamiferos (Gui-
llespie et al. 2003). Sin embargo y a diferencia de lo que se observa
en estos, los teledsteos no poseen eminencia mediana y por ello, las
fibras que transportan GnRH entran directamente en la hipofisis hasta
las células gonadotropas donde se libera. El GnRH(s) a su vez, regula
la sintesis y la secreciéon de las gonadotrofinas (LH y FSH) en la hipo-
fisis. Esta liberacién y en concreto la de LH, se hace siguiendo unas
pautas circadianas de variacién gue normalmente estan en relacion
con los ritmos diarios del GNRH presente en la hipofisis (Bayarri et al.
2004). Finalmente las gonadotrofinas, en las génadas, regulan la es-
teroideogénesis y la gametogénesis, actuando a través de receptores
especificos. En general la FSH esta implicada en los procesos tempra-
nos de la gametogénesis y la LH en las etapas finales de maduracion,
ovulacién y puesta (Yaron y Sivan, 2006). Por otro lado, los esteroides
sexuales también siguen patrones circadianos de liberacién por parte
de las génadas (Matsuyama et al., 1990) y pueden presentar variacio-
nes estacionales en sus ritmos diarios (Carrillo, et al., 2006 en Bayarri
et al., 2009). Estos, a su vez, presentan efectos de retroalimentacion
con la hipofisis y el cerebro modulando sus secreciones. El cerebro
integra nuevamente estas sefiales internas estableciéndose un didlogo
funcional entre este y los 6rganos periféricos. En consecuencia, cam-

——
[

184 de 719

183 I



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

bios de fase en las variaciones periddicas medioambientales provocan
cambios de fase en la secrecion hormonal a lo largo del eje cerebro-
hipofisis-génada y estos cambios de fase de los ciclos hormonales, son
responsables de una alteracion en la fase del ritmo de la respuesta
del evento reproductor. Mas especificamente, la exposicion a distintos
regimenes de luz (fotoperiodo) en los que se ha modificado la fase del
ritmo luminico, modifica la época del inicio de la gametogénesis, de la
maduracién, de la ovulacién o de la puesta de los peces (Carrillo et al
1993, 1995a). Por otro lado, cambios en la composicion de las dietas
gue se administran a los reproductores (Carrillo et al., 1995b, 2000),
o alteraciones en los factores ultimos como la temperatura, tienen
incidencia sobre la fecundidad o la calidad de los huevos producidos
(Zanuy et al. 1986) (fig. 2). Generalmente, estos factores son capaces
de alterar la amplitud de un ritmo endocrino, pudiendo llevar incluso
a la desaparicion de los mismos y por tanto a la pérdida de la funcién
reproductora que controlan (Carrillo et al. 2007a).

3.4. LA FOTOPERIODICIDAD )
Y TEMPERATURA EN LOS TELEOSTEOS

Algunos mamiferos y aves requieren de una longitud absoluta critica
del fotoperiodo para iniciar la gametogénesis. Por ejemplo, en algu-
nos roedores la reproduccion y el metabolismo son activados por los
dias largos del verano (LD) e inhibidos por los dias cortos del invierno
(SD). La experimentacion fotoperiodica reveld que existia un ritmo de
sensibilidad a la luz que era encauzado por el fotoperiodo dominante.
La luz incidente que coincidia con el periodo de maxima sensibilidad,
provocaba una respuesta de activacion positiva del proceso reproduc-
tor (respuesta tipo LD). Si la luz no coincidia con el periodo sensible
el animal permanecia en reposo sexual. Ademas, esta respuesta de
maduracion gonadal a la luz podia variar entre las diferentes especies
en funcién de su estrategia reproductora estacional (Hastings et al.,
1985). Esta teorfa es conocida como la teorfa del reloj de arena. En los
peces teledsteos no es aplicable porque para iniciar los eventos repro-
ductivos estos no precisan de un fotoperiodo de una longitud critica
determinada. La gametogenesis, la maduracion y las puestas se produ-
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cen igualmente en animales expuestos a fotoperiodos constantes, ya
sean largos o cortos, e incluso bajo regimenes de luz o de oscuridad
continua. Estos hechos indican que los teledsteos poseen mecanismos
diferentes de respuesta a la luz con respecto a los mamiferos o a las
aves. Estos aspectos seran desarrollados detalladamente en capitulos
posteriores.

3.4.1. Los efectos del fotoperiodo en la alteracion
de la época de puesta

Los peces, por su condicion de animales poiquilotermos, son repro-
ductores estacionales y restringen sus periodos de puesta a momentos
muy concretos del afo en estrecha sincronia con las variaciones del
fotoperiodo en la latitud donde se encuentran y de la temperatura
del agua donde habitan. En la mayoria de teleosteos, de importancia
para la acuicultura, particularmente los de latitudes medias y altas, las
puestas suelen coincidir con temperaturas bajas y fotoperiodos cortos.
Sin embargo, ante la gran diversidad de especies y estrategias repro-
ductoras existentes en peces, las puestas pueden darse en cualquier
época del ano y la duracion de las mismas puede variar desde unas
pocas semanas a varios meses. Un hecho comun a todas las especies
de teledsteos es que de un ano a otro y a lo largo de todo su periodo
reproductor la época de puesta coincide siempre en el mismo interva-
lo de tiempo que ademas, es caracteristico de cada especie. La lubina,
una especie de gran importancia en acuicultura y que emplearemos
como modelo en esta revisién, en el Mediterrdneo noroccidental (40
°LN) presenta un periodo de puesta restringido a los meses de invierno,
con temperaturas alrededor de 12 °C y fotoperiodos de 9-10 horas de
luz: 15-14 horas de oscuridad (9-10 HL:15-14 HO). En afios sucesivos
las puestas ocurren invariablemente entre los meses de Enero-Marzo
con pequefos adelantos o atrasos segun las variaciones anuales tér-
micas del agua (Carrillo et al., 1995a; Prat et al. 1999). Esta sincronia
de la funcion bioldgica de la especie con las condiciones medio-am-
bientales, representa una ventaja para su supervivencia porque ajusta
una funcién biolégica a un periodo del afo que es el méas favorable
para su supervivencia. Sin embargo, lo que resulta beneficioso para la
especie, representa un problema para el acuicultor porque le obliga
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a comercializar su producto en periodos del afo muy restringidos.
Ademads, no permite satisfacer las demandas, siempre crecientes, de
la industria acuicola que necesita un suministro continuo de huevos y
larvas a lo largo de todo el ano. Los peces, gracias a su flexibilidad de
adaptacion, son capaces de sincronizar sus ritmos biolégicos con las
fluctuaciones periddicas ambientales para optimizar los recursos exis-
tentes. Sin embargo, una manipulacién adecuada de los parametros
ambientales también puede alterar sus ritmos biol6gicos y ponerlos
al servicio de la industria acuicola (Bromage et al., 2001; Imsland, et
al., 2003; Begtashi et al., 2004; Norberg et al., 2004; Migaud et al.,
2006).

3.4.2. Respuesta a fotoperiodos
y temperaturas naturales desfasados

El control ambiental mas generalizado de la reproduccion de los pe-
ces mantenidos en criaderos industriales, estd basado en simulaciones
lo mas ajustadas posibles, mediante el uso de relojes temporizadores,
del fotoperiodo y de la temperatura a los de su habitat natural. Estos
criaderos disponen de un grupo de reproductores de referencia o con-
troles que estdn expuestos a temperatura y fotoperiodo naturales si-
mulados y que es el que proporciona las puestas en calidad y cantidad
esperadas y en el periodo de tiempo propio de la especie. En general,
el stock de reproductores debe estar estabulado en condiciones 6p-
timas para poder evaluar los efectos de una manipulacion ambiental
sobre los parametros reproductivos. Este stock de reproductores, pre-
via identificacion del sexo, debe estar formado por animales en edad
optima para reproducirse, estabulados a bajas densidades (< 10Kg x
m?3) y con la proporcién de sexos adecuada (generalmente 1:1). A partir
de este momento, este grupo control se puede utilizar como modelo
para establecer posteriores alteraciones experimentales, orientadas a
modificar la época de puesta natural de los animales. La estrategia
utilizada por los criaderos para obtener desplazamientos significativos
de la época natural de puesta es la de administrar, a diferentes grupos
de reproductores, regimenes fotoperiodicos y térmicos desfasados en
uno o varios meses, pero siempre manteniendo amplitudes ritmicas si-
milares a la exhibidas por el grupo control (fig. 3). Generalmente existe
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una correlacion muy estrecha entre la magnitud del desfase fotoperio-
dicoy la desviacién del tiempo de puesta de los grupos experimentales
con respecto al grupo control. Mientras mayor es el desfase existente
entre los ciclos foto-térmicos, mayor serd el retraso o adelanto que
experimentan las puestas de los reproductores y a la inversa, cuanto
menor sea este desfase ambiental, el periodo de puestas de los grupos
experimentales tenderd a coincidir con las del grupo control. (Girin y
Devauchelle, 1978; Bromage y Duston, 1986; Bjérnsson et al., 1998;
Bon et al, 1999). El nimero de grupos experimentales puede ser tantos
cuantos desfases se quiera obtener y teéricamente serfa ilimitado. Sin
embargo, la duracion del periodo de puesta de la especie en cuestion
es la que dicta el nimero de grupos experimentales que se deben or-
ganizar para obtener puestas todos los meses del ano.

Como se indicé anteriormente, la duracién media del periodo de
puesta de la lubina es de tres meses. Si el desfase de la exposicion
ritmica al fotoperiodo y a la temperatura también es de tres meses,
so6lo seria preciso organizar cuatro grupos experimentales para obtener
puestas todos los meses del afio. En efecto, cuatro grupos experimen-
tales expuestos a fotoperiodo y temperatura desfasados tres meses
darian como resultado doce meses de puestas sin interrupciéon a lo
largo de todo el afo (fig. 3).

3.4.3. Respuesta a fotoperiodos naturales
comprimidos y expandidos

Otro tipo de manipulacion de los factores ambientales utilizada en
acuicultura para modificar el tiempo del periodo de puesta del stock
de reproductores de peces, ha sido la aplicaciéon de ciclos de fotope-
riodo comprimido o expandido respecto a las variaciones naturales de
luz. (fig. 4C). Los fotoperiodos comprimidos son ciclos estacionales de
luz comprimidos a periodos de tiempo mas cortos de un afo. Desde
gue Hoover (1937) demostré que los fotoperiodos comprimidos ade-
lantaban la puesta de la trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) se han
venido utilizando ciclos comprimidos, tipicamente de 6 0 9 meses, en
varias especies de teledsteos como el salmén, la trucha, la lubina ame-
ricana y europea, el lenguado, el barbo, el bacalao y el fletan, entre
otros, con adelantos de puesta entre 2 y 6 meses (Bromage y Duston,
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1986; Beacham y Murray, 1993; Poncin, 1989; Blythe et al., 1994; Bon
et al., 1999; Rodriguez et al., 2000; Norberg et al., 2004) (fig. 4C). En
general, mientras mas comprimido es el fotoperiodo mas se suele ade-
lantar la puesta. Los fotoperiodos expandidos son fotoperiodos cuyos
ciclos tienen una duraciéon mas larga de un ano. Tipicamente, se han
utilizado fotoperiodos expandidos de una duracion de 18 meses por
ciclo, gue han provocado retrasos de 3-6 meses en varias especies de
teledsteos (Bromage y Duston, 1986; Norberg et al., 2004) (fig. 4C).
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FIGURA 3.

Aplicacién de cuatro desfases correlativos de los ritmos naturales de fotoperiodo y
temperatura a intervalos de tres meses cada uno. Los cambios de fase de los factores
ambientales provocaron desplazamientos proporcionales de la época de la puesta
alo largo de las cuatro estaciones del afo. Dado que la duracién de la puesta de la
lubina es aproximadamente de tres meses, se obtuvieron puestas todos los meses del
ano. (Segun Carrillo, Crespo y Zanuy, datos no publicados).
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FIGURA 4.

Sustitucion de los métodos de manipulacién ambiental mediante cambios progresivos
estacionales de luz por la aplicacién de fotoperiodos constantes para alterar la época de puesta.
A Variacion estacional natural del fotoperiodo (onda sinusoidal). B. Modificacion de la fase de los
ritmos naturales de luz sin alterar su duracion. C. Contraccién y expansion de los ciclos naturales
de luz. D. Fotoperiodos largos y cortos constantes (onda cuadrada). E. Aplicacién de fotoperiodos
largos y cortos constantes solos 0 combinados. E. Aplicacion de luz continua y fotoperiodos
cortos constantes, solos 0 combinados. Las flechas verticales indican la época de puesta.1) Girin y
Devauchelle (1978); 2) Bromage et al.(1982); 3) Blythe et al.(1994); 4) Howell et al. (2003); 5) Zohar
et al.(1995); 6) Bjornsson et al.(1998); 7) Hoover (1937); 8 ) Pavlidis et al.(2001); 9) Vuthiphandchai ef
al., 2002; 10) Rodriguez et al.(2000); 11) Norberg et al.(2004); 12) Blyte et al.(1994); 13) Bromage
et al.(1993); 14) Prat ef al.(1999); 15) Bromage et al.(1984); 16) Franztzen et al.(2004); 17) Carrillo

y Zanuy (resultados no publicados).

En reproductores expuestos a ciclos comprimidos o expandidos de luz,
existe una diferencia relativa de la fase angular entre los tiempos de
las puestas esperadas y las observadas. Esta diferencia entre la época
de la puesta y el desfase fotoperiodico es mas acusada mientras mas
expandido o contraido sea el ciclo de luz (Bromage et al., 1993).
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3.4.4. Respuesta a fotoperiodos constantes

La manipulaciéon ambiental que emplea ciclos naturales de luz (o
temperatura) desfasados, expandidos o comprimidos, aunque efecti-
va en alterar la época de puesta de los reproductores, necesita una
programacién un tanto compleja de los relojes temporizadores para
regular, de forma precisa, las variaciones térmicas o fotoperiodicas del
medio ambiente, especialmente en aquellas especies de teledsteos que
presentan ciclos de maduracion dilatados. No obstante, esta manipu-
lacion se puede simplificar en gran medida mediante la aplicacion de
ciclos foto-térmicos constantes sin que por ello se pierda efectividad en
la regulacién de los ciclos reproductores. Se ha comprobado que los
incrementos o disminuciones progresivas de luz y temperatura, carac-
teristicos de las diferentes estaciones del afio y que producen altera-
ciones profundas en la época de puesta, pueden ser reemplazados por
ciclos foto-térmicos de longitud constante o por una combinacién de
ellos (Bromage et al., 1984, 1992; Carrillo et al., 1989, 1993; Zanuy et
al., 1995; Amano et al., 1995; Prat et al., 1999; Hansen et al., 2001,
Rodriguez et al., 2004) (fig. 4A y 4D). Generalmente, se adoptan los
valores méaximos o minimos de fotoperiodo alcanzados en los solsticios
de verano o invierno, se asumen como fotoperiodos largos o cortos,
respectivamente y se aplican a un supuesto experimental concreto para
alterar la época de puesta de los peces. Por otro lado, también se han
utilizado fotoperiodos constantes de 24 horas de luz en instalaciones
acuicolas de latitudes extremas. Estos regimenes de iluminacién se han
usado, en principio, para compensar los crecimientos reducidos de
los peces debido a la escasa iluminacion reinante durante el otofo e
invierno (Boeuf y Le Bail, 1999; Taylor et al., 2005), aunque también
se han observado efectos sobre la maduracion sexual (Oppedal et al.,
1997; Taranger et al., 1998, Endal et al., 2000; Porter et al.,, 1999;
Schulz et al., 2006) (fig. 4F). Los fotoperiodos, sean largos o cortos, se
suelen administrar de forma ininterrumpida a lo largo de un periodo
determinado. La administracién de fotoperiodos cortos constantes a
lo largo de todo el ciclo sexual, indujo un adelanto del periodo de pues-
ta y de su regulacion hormonal, de alrededor de dos meses en la lubina
y en el salmén masu. Por el contrario, la administracion de fotoperio-
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dos largos constantes indujo un retraso de los ciclos madurativos, en
estas mismas especies, también de alrededor de dos meses (Prat et al.,
1999; Bromage et al., 1984) (fig. 4E). Es sabido que muchas especies
de Salmoniformes y Perciformes efectian sus puestas naturalmente a
principios del invierno, cuando los fotoperiodos son los méas cortos del
ano. Este hecho ayuda a explicar porque estas especies maduran y efec-
tdan sus puestas en respuesta a la administracion (durante un periodo
determinado) de fotoperiodo largo constante, seguido luego de foto-
periodo corto constante. Si el cambio de fotoperiodo largo a corto se
produce en épocas mas tempranas del afio, las puestas se adelantany a
la inversa, cuanto mas tarde se aplica en el afo, las puestas se atrasan.
Mas especificamente, los estudios realizados en la trucha por Bromage
et al., (1984) demostraron que la administracion de fotoperiodo lar-
go constante de 18HL: 6HO, hasta el mes de Octubre, sequido en los
meses subsiguientes por fotoperiodo corto de 6HL:18HO de duracion,
determiné que las puestas sélo se adelantasen en quince dias respecto
a los controles. Sin embargo, cuando el cambio fotoperiodico se hizo
en Mayo las puestas se adelantaron cuatro meses con respecto al grupo
control (fig. 4E). La combinacion de luz continua (en lugar de fotope-
riodos largos) con fotoperiodo corto constante también fue efectiva
en el adelanto de las puestas. En la trucha artica la aplicacion de luz
continua (24h luz x dia™") de Febrero a Junio, sequido por fotoperiodos
cortos (6HL:18HO) de Junio en adelante, adelanté las puestas 7 sema-
nas respecto al grupo control. En cambio, la aplicacion de luz continua
de Febrero a Mayo, seguido luego de fotoperidos cortos, adelanto la
puesta en 10 semanas (Franztzen et al., 2004) (fig. 4F). Se ha visto que
el fotoperiodo largo, de apenas un mes de duracién, precedido y segui-
do de fotoperiodo corto constante y aplicado en distintos periodos del
ciclo sexual, es suficiente para provocar una alteracion significativa de
la época de puesta (Bromage et al. 1984; Takashima y Yamada, 1984;
Carrillo et al. 1989, 1991, 1993, 1995a) (fig. 5). Estos trabajos demos-
traron que estas exposiciones cortas a fotoperiodo largo provocaban
un adelanto de la época de puesta tanto mayor, cuanto mas temprana
era su aplicacion durante el ciclo sexual. Si la exposicion a fotoperiodos
largos, de corta duracién, se hacia en épocas mas tardias del afo, parti-
cularmente después del periodo en que se alcanzaban los méximos tér-
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micos del agua de mar (Agosto), las puestas se atrasaban en relacién a
las de los controles (fig. 5). Una serie de trabajos realizados en la lubina
(rev. Carrillo et al. 1995) acerca de los efectos negativos de la tempe-
ratura elevada sobre la puesta, demostraron la existencia de un umbral
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FIGURA 5.

Manipulacién fotoperiodica para alterar la época de puesta de la lubina mediante fotoperiodos
largos (15HL:9HO), de 1-2 meses de duracién, precedidos y seguidos por fotopepriodos cortos
(9HL:15HO). La aplicacién de fotoperiodos largos antes del periodo del méximo térmico
anual de Agosto (linea vertical punteada gruesa) adelanto las puestas (barras horizontales)
con respecto al grupo control (sombreado gris vertical). La exposicion a fotoperiodos largos
después del maximo térmico produjo retrasos. Las puestas ocurrieron espontaneamente
entre 12 °C-17 °C. Sin embargo, por encima de 17 °C fue preciso administrar LHRHa (flechas
verticales negras) o reducir artificialmente la temperatura (flechas verticales grises) para
obtenerlas. En consecuencia, existe un umbral térmico de 17 °C (lineas punteadas finas) por
encima del cual se bloquea la liberacién espontanea oocitos en hembras de lubina maduras. La
linea azul vertical de trazos indica el solsticio de verano. (Modificado de Carrillo ef al., 1995)a.
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térmico que si se rebasaba producia una inhibicion de la misma cuando
la temperatura superaba los 17 °C. Estos aspectos seran tratados al
detalle mas adelante en la seccion correspondiente.

Existe una linea tedrica que separa por un lado, los periodos del afo
foto-inducibles para obtener puestas adelantadas y por otro, aque-
llos que provocan puestas atrasadas con respecto al grupo control. La
ubicacién de ésta linea divisoria es especifica de cada especie. Asi por
ejemplo, en los salmdénidos (trucha) se ubica en la época coincidente
con el solsticio de verano (Bromage et al., 1993) y en la lubina en la
época de valores térmicos maximos (Carrillo et al. 1993) (fig. 6).La

(Modificado de Bromage et al., 1993) (Seguin Carrillo et al., 1995)
Trucha Lubina
Solsticio Méaximo mensual

7 de verano FOTOPERIODO térmico
16 : NATURAL [ w :

14

Horas de luz
Horas de luz
>
i

3 H
DEFM¢M J¢ONDEFMeses

Adelanto Retraso

Adelanto | Retraso Avance

de fase de fase de fase de fase de fase
(maximo) (maximo)
Adelanto Adelanto
de fase de fase
(ligero) (ligero)
FIGURA 6.

Efectos de los fotoperiodos largos para encarrilar los ritmos end6genos implicados en el control
de la maduracién de la trucha y de la lubina. En la trucha, la aplicacion de fotoperiodos largos
antes del solsticio de verano, adelanto la fase del ritmo reproductor anticipando las puestas. Si

la exposicion fotoperiodica se hacia después del solsticio de verano las puestas se atrasaban.
En la lubina, la linea divisoria de puestas adelantadas y atrasadas, con respecto al control,
coincidié con el maximo térmico mensual antes que con el solsticio de verano.
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identificacion de esta linea divisoria se ha realizado mediante rastreos
temporales de los efectos de la aplicacion de fotoperiodos largos cons-
tantes en la alteracion del tiempo de las puestas. De esta manera, si la
exposicion a fotoperiodo constante se efectlia por detras de esta linea
divisoria se obtendran adelantos en las puestas respecto a las del gru-
po control y si la aplicacion fotoperiodica se hace por delante de esta
linea se inducirdn atrasos en las puestas. Estos resultados nos permiten
concluir que el uso combinado de fotoperiodos constantes constituye
una herramienta metodoldgica muy efectiva para alterar la época de
puestas de varias especies de teleésteos, tomando muy en cuenta su
momento de aplicacién en un periodo determinado del afo.

3.4.5. La temperatura como factor
limitante de la puesta

Otra consecuencia derivada de estos estudios fue la demostracion
de que el efecto de la manipulaciéon fotoperiodica en la alteracion de
las puestas estaba limitado por la temperatura. Los estudios en salmo-
nidos generalmente se hacian a temperatura baja constante propia de
aguas de manantial (Bromage et al., 1984; Takashimay Yamada, 1984).
En cambio, los de la lubina fueron realizados a temperatura ambiente
siguiendo las fluctuaciones naturales del agua de mar. Esto permitié
confirmar la existencia de un umbral térmico para que las puestas de la
lubina tuvieran lugar de manera espontanea. Anteriormente ya se ha-
bia identificado este umbral (Zanuy et al. 1986; Devauchelle y Coves,
1988) al constatar que las ovulaciones y las puestas sélo se producian,
de forma espontanea, cuando el rango de temperatura era 9-17 °C.
Por encima de 17 °C la puesta de las hembras se bloqueaba a pesar
de haber alcanzado la maduracion, de modo que esta sélo se obtenia
tras administrar analogos de la hormona liberadora de la hormona
luteinizante (LHRHa). Al reducir la temperatura del agua de mar por
debajo de 17 °C (fig. 5) se obtuvieron puestas espontaneas. Sin em-
bargo, los machos se mantuvieron espermiantes aun a temperaturas
elevadas. La exposicion a un régimen de fotoperiodo largo, de un mes
de duracién, en un régimen constante de fotoperiodo corto, aplicado
en el intervalo de Agosto-Mayo, adelanté las puestas hasta tres meses
con respecto a los controles. En efecto, las puestas de los grupos trata-
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dos con fotoperiodos constantes tuvieron lugar de forma espontanea
entre Octubre-Diciembre, frente a los controles que se dieron entre
Enero-Marzo. Las temperaturas naturales del agua de mar durante es-
tos meses se mantuvieron por debajo de los 17 °C. Las hembras, una
vez alcanzada la maduracién sexual, ovularon de manera espontanea
efectuado sus puestas en el periodo esperado de acuerdo al tiempo de
aplicacion de los diferentes regimenes de fotoperiodo constante. Sin
embargo, los grupos mas extremos, es decir aquellos que recibieron
fotoperiodo largo constante en los meses de Marzo o Abril, en los que
se esperaba obtener puestas entre Octubre-Noviembre, no llegaron a
poner a pesar de que sus goénadas tenian un porcentaje elevado de
oocitos postvitelogénicos y en maduracion. Probablemente la explica-
cion a este hecho esta en que las temperaturas del agua de mar duran-
te Octubre y Noviembre estuvieron por encima de los 17 °C. En estos
grupos las puestas espontaneas se obtuvieron tras la administracion de
LHRHa o la disminucién de la temperatura hasta 15 °C. (fig.5). Todos
estos resultados apoyan la hipétesis del un posible papel permisivo de
la temperatura, especialmente en las etapas finales de la reproduccion
y del méas que posible papel directivo del fotoperiodo al alterar las fases
ritmicas de las ondas reproductivas.

3.4.6. Mecanismos de accion

La historia fotoperiodica es muy relevante para alterar la época de
puesta de los peces teledsteos. Sin embargo, la longitud absoluta del
fotoperiodo no parece ser importante en la sincronizaciéon de los even-
tos reproductivos.

Mas especificamente, los cambios relativos de fotoperiodo corto a
largo y viceversa, son clave para el control de su temporalidad. Ade-
mas, un supuesto fotoperiodo largo basado en la duracion del dia,
podria ser considerado corto si éste estuviese precedido de un fotope-
riodo aun mas largo y viceversa, un supuesto fotoperiodo corto podria
ser considerado largo si éste estuviera precedido por otro aun mas
corto (fig. 7A).

Expuestos asi estos conceptos, llegamos a la conclusion de que la
denominacién de dias largos o cortos, solamente es relativa y depende
exclusivamente de su historia previa. En la figura 7B se ilustran mas
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A Relatividad fotoperiodica
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B Importancia del momento de la direccion del cambio fotoperiodico
(Modificado de Bromage et al., 1993)
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FIGURA 7.

A) Importancia de la historia fotoperiodica capaz de relativizar la definiciéon de los
fotoperiodos largos y cortos. Un fotoperiodo considerado como largo (basado en su
longitud absoluta), podria convertirse en corto si su historia previa indicase que provenia
de otro fotoperiodo atin mas largo y viceversa. B) La longitud absoluta de un fotoperiodo
no es relevante para modificar la época de puesta, pero si lo es el momento en el que se
realiza el cambio de direccion fotoperiodica (p.ej., de largo a corto). Fotoperiodos con la
misma direccién de cambio producen tiempos de puestas similares.

claramente estos conceptos: fotoperiodos de longitudes absolutas di-
ferentes fueron considerados largos a pesar de tener longitudes de
22HL,16HL o 12 HL, dado que éstos fueron precedidos por fotoperio-
dos aun mas cortos que ellos tales como 13,5HL, 7,5HL o 3,5HL, res-
pectivamente. Ademas, como en todos ellos el cambio de la longitud
se realizé en la misma época (Mayo), el tiempo de puesta permaneciod
relativamente constante (de Agosto a Octubre).
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3.4.7. Interacciones fotoperiodicas y térmicas

En determinadas especies de ciprinidos, carpas, bagres y otros pe-
ces subtropicales, las temperaturas elevadas y los fotoperiodos largos
parecen ser muy relevantes para que se de la maduracién final de
los oocitos, la ovulacién y la ovoposicién (Bromage et al., 2001). Sin
embargo, es muy dificil discriminar claramente entre los efectos de la
temperatura y los del fotoperiodo dado que en la naturaleza estos dos
factores casi siempre suelen ir asociados. De todas maneras, en los
peces y muy en particular en especies de latitudes templadas, el foto-
periodo parece ser determinante para el control de los ritmos endége-
nos o relojes involucrados en la alteracion del tiempo de maduracion,
mientras que la temperatura podria actuar de una manera permisiva
en la entrada de estos procesos enddgenos. Obviamente, se espera
que la temperatura tenga un papel importante en las especies poiqui-
lotermas modulando todos los procesos fisioldgicos y los mecanismos
enddcrinos. Es mas, se ha sugerido, que la temperatura podria tener
un efecto directo sobre las génadas (Bromage y Cumaratunga, 1988).
En general, la ejecucién de la practica totalidad de los eventos repro-
ductores y muy particularmente la maduracién, ovulacién o la libera-
cion de los gametos, requieren de temperaturas 6ptimas de ejecucion
para asi lograr el éxito reproductor. En caso contrario las temperatu-
ras podrian actuar como un factor limitante del mismo. Ademas, los
valores térmicos que bloguean determinados procesos reproductivos
son especificos de cada especie y hay que caracterizarlos cada vez
gue se estudia una nueva especie. Asi por ejemplo, se han podido
establecer umbrales térmicos especificos, para algunas especies, por
encima de los cuales la maduracién y la ovulacion resultan inhibidas:
= 6 °C para el fletan, Hippoglossus hippoglossus (Brown et al 1995);
= 8 °C para el salvelino, Salvelinus alpinus (Gillet 1991); =10 °C para
el arenque del Pacifico, Clupea pallasi (Hay 1986); = 12 °C para el
salmén del Atlantico, Salmo salar (Taranger and Hansen, 1993); =
15 °C para el esturién blanco, Acipenser transmontanus (Webb et
al. et al 1999) y trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss (Pankhurst et
al., 1996); = 17 °C para la lubina, Dicentrarchus labrax (Zanuy et al.,
1986) y > 28 °C para la carpa herbivora, Ctenopharyngodon idella
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(Glasser et al 2004). Tomando la lubina como especie modelo (Carrillo
et al., 1995a) se puede ver este tipo de estudios con un poco mas de
detalle. La temperatura del agua durante la época de puesta de la
lubina generalmente es baja, al coincidir con la época invernal. Si se
produjera una elevacién de la temperatura por encima de las habitua-
les de invierno (p.ej. inferiores a17 °C), se podria retrasar el periodo
de puesta pero con reducciones importantes en la fecundidad y cali-
dad de puesta que, en el peor de los casos, podria verse inhibida. El
estudio de series histéricas acerca de las variaciones estacionales de
la temperatura del agua de mar, en relacion con los periodos de la
puesta de esta especie, mostré que afos particularmente calurosos
provocaban un retraso de hasta un mes en la época normal de pues-
ta, que en el Mediterraneo Occidental (40 °LN) ocurre en los meses de
Enero a Marzo. En cambio, los afios que fueron particularmente frios,
mostraron un adelanto de las mismas de hasta un mes, con respecto
a la de los afos de temperaturas normales (fig 8A). Con el fin de veri-
ficar experimentalmente este comportamiento natural de las puestas
respecto a los cambios térmicos ambientales, se estudio el compor-
tamiento de dos grupos experimentales, cada uno con un numero
significativo de reproductores machos y hembras (n = 20/grupo; rela-
cion de sexos 1:1) y sus respectivos controles. A los reproductores del
primer grupo se les sometié a un calentamiento artificial del agua de
mar, por encima de los 17 °C, durante el otofio y principios de invier-
no hasta el mes de Febrero, fecha en la que se disminuyd, progresiva-
mente, la temperatura del agua de mar (fig. 8B). Al sequndo grupo se
les enfrio el agua por debajo de 17 °C a partir de Septiembre (fig. 8C).
En el primer grupo la puesta se presentd dos meses mas tarde que el
grupo control mostrando, ademas, tasas elevadas de atresia ovocita-
ria. Este grupo desové espontdneamente a partir de Febrero cuando
las temperaturas estuvieron por debajo de los 17 °C (umbral térmico
para la lubina). En cambio, el grupo mantenido a temperaturas bajas
adelanto el tiempo de puesta en dos meses y ademas, la calidad de
las mismas fue semejante a la del grupo control. Por otro lado, el
tratamiento combinado de temperaturas bajas con fotoperiodos ace-
leradores adelantd la época de puesta hasta en cuatro meses.
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El uso de fotoperiodos constantes combinado con manipulaciones
térmicas para alterar el tiempo de maduracién, ovulacién y ovoposi-
cion de los peces, puede ser muy efectivo y no alterar la calidad de

( «Aho
—~ 30— A Puestas /caliente»
Y afno
Cambios S 20
ciclicos de la { o
| s 4 R e
temperatura g 10
del agua k) Puestas retrasadas 1988
Puestas adelantadas 1985
T T T T
{ FMAMJ
Umbral
térmico Calentamiento
=) 3078 17lc artificial
o
E Temperatura
= 20 i % natural
© )
5 _ (contro
g 10 Puestas control i
K L Puestas retrasadas
! (> atresia)
T T T T T T T T T T 1 |
Manipulacion EFMAMIJ JASONDETFMAM)
artificial de
la temperatura A30 C Umbral
& termico Temperatura
204 X / natural
=
= _x o i - (control)
510 X Ean:taifr}w!izrllto/g" Puestas control
E \i’ Puestas adelantadas
Temp. + fot —» ——3 Puestas més adelantadas
T T T T T T T T T T T T T T T T T
EFMAMIJ JASONDTETFMAM)
Meses
FIGURA 8.

Efectos de la manipulacién térmica sobre la época de puesta de la lubina. A. Puestas
retrasadas obtenidas en afios considerados como calientes y adelantadas en afios frios. B.-
Efectos del calentamiento artificial del agua de mar por encima de 17 °C, durante el otofo

y principios de invierno, en el atraso de las puestas. C.- Efecto del enfriamiento del agua
de mar por debajo de 17 °C, durante el otofo, en el adelanto de las puestas. Se indican los
efectos de un tratamiento combinado de enfriamiento térmico y fotoperiodo acelerador
en el adelanto de las puestas. En B y C se muestra el umbral térmico por debajo del cual
se producen puestas espontaneas. (Modificado de Carrillo et al., 1995a).
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las puestas, si las variaciones de estos pardmetros se hacen siguiendo
los patrones existentes en la naturaleza. Una manipulacién inadecua-
da tiene consecuencias negativas sobre el animal adulto, alterando su
comportamiento y su fisiologfa, particularmente sobre la regulacién
endocrina del proceso reproductor. Ello puede llevar, inevitablemente,
a una inhibicién o retraso de las puestas o a un deterioro significati-
vo de la calidad de las mismas. La estrecha sincronia del animal con
su entorno ambiental le permite acoplar sus funciones bioldgicas a
la presencia de los parametros ambientales que son mas favorables
para su supervivencia. En el caso particular de la lubina, en condi-
ciones naturales del Mediterraneo occidental a 40 °LN, efectla sus
puestas entre Enero-Marzo. Durante este periodo, el fotoperiodo es
corto (<121HL:13HO) y las temperaturas bajas (<14 °C) (fig. 9A). En
condiciones naturales, los reproductores hembra presentan un modelo
unimodal de variacion de los niveles de estradiol plasmatico (E;) con
valores maximos en Enero que varia, en paralelo, con las tasas de ooci-
tos en vitelogénesis. Un mes mas tarde se observa un maximo en los
niveles de LH y de esteroides inductores de la maduracion (MIH), coin-
cidiendo con el periodo en que aparecen las ovulaciones y las puestas
y alcanzando una fecundidad relativa de 257.000 huevos/Kg (Zanuy et
al. 1995). Al igual que en los controles, en el grupo experimental de
hembras expuestas a fotoperiodos cortos constantes y temperatura
natural (fig. 9B), durante el periodo de puesta, coincidieron tempera-
turas bajas (<14 °C) y fotoperiodo corto (9HL:15HO). Esta sincronia
ambiental, aplicada a este grupo experimental, también se reflejé en
el perfil hormonal de E, que fue unimodal, a similitud con los contro-
les, con un maximo en Enero pero con un adelanto de un mes en la
primera elevacion significativa de este esteroide. Este adelanto de los
patrones hormonales produjo, también, un avance de la época media
de puesta hacia mediados de Enero apareciendo, como era de esperar,
un maximo de atresia una vez finalizadas las puestas. Este tratamiento
no afectd ni a la calidad de los huevos, ni a la fecundidad que alcanzé
los 230.000 huevos/Kg (fig. 9B). En cambio, cuando se aplicaron ex-
perimentalmente fotoperiodos largos constantes en régimen de tem-
peraturas naturales, los efectos fueron muy distintos (fig. 9 C). En este
caso, durante la época de puesta, las condiciones ambientales fue-
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Manipulacién ambiental Fisiologia del reproductor Calidad de las puestas
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FIGURA 9.

Efectos de la manipulacién ambiental sobre la fisiologia del reproductor y la calidad
de las puestas. A.- Fotoperiodo y temperaturas naturales durante el periodo de puesta
(Diciembre-Marzo, circulo punteado) coincidencia de temperaturas bajas (<14 °C) y
fotoperiodos cortos (<12aHL:13HO) (ambas flechas hacia abajo). Variacién unimodal del
estradiol con un pico en Enero en correlacion con el porcentaje de oocitos vitelogénicos.
Se indican los picos de LH y MIH en Febrero época media de puesta a finales de Febrero;
fecundidad relativa (FR) y pico de atresia a finales de las puestas. B.- Fotoperiodo corto
constante (9HL:15HO) y temperaturas naturales bajas durante el periodo de puesta
(ambas flechas hacia abajo). Incremento unimodal temprano del estradiol; adelanto
de la época media de puesta hacia mediados de Enero; FR ligeramente reducida;
pico de atresia al final de las puestas. C.- Fotoperiodo largo constante (15HL:9HO) y
temperaturas naturales durante la época de puesta (flechas opuestas hacia arriba y hacia
abajo); modelo bimodal del estradiol; gran cantidad de atresia con un méximo antes de
las puestas; retaso de las puestas hacia Abril; disminucién de la
FR. (Modificado de Zanuy et al., 1995).
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ron opuestas a las que se dan naturalmente en invierno: fotoperiodos
largos (15HL:9HO) y temperaturas bajas (<14 °C). En consecuencia,
los perfiles hormonales resultaron alterados presentando variaciones
bimodales de E,, con picos en Diciembre y Abril, generando una gran
cantidad de atresia oocitaria que produjo una drastica disminucién de
la fecundidad (124.000 huevos/Kg) y retraso las puestas hasta el mes
de Abril (fig. 9C).

3.4.8. Conclusiones

1. Los peces muestran adaptaciones biolégicas en estrecha sincro-
nia con los cambios ciclicos ambientales de luz y temperatura. Es-
tos, a su vez, generan patrones hormonales ritmicos que regulan
eficazmente los procesos reproductores. Como resultado de esas
adaptaciones, las puestas se producen en la época del afio mas
propicia para el desarrollo y supervivencia de la progenie, siendo
la calidad de los huevos y larvas la 6ptima esperada.

2. La manipulacién inadecuada del fotoperiodo y de la temperatura
puede tener consecuencias adversas en los modelos de ritmicidad
hormonal del reproductor, afectando claramente a la época de
puesta y a la fecundidad y calidad y de los huevos producidos.

3.5. RITMOLOGIA DEL PROCESO
REPRODUCTOR EN TELEOSTEOS

3.5.1. Ritmos endégenos

3.5.1.1. Conceptos y requerimientos necesarios
para su aceptacion

La alternancia de los dias y de las noches, en un ciclo de 24 horas de
luz-oscuridad, es el sincronizador méas efectivo para los ritmos diarios
que presentan los organismos vivos. Estos ritmos no son entes mera-
mente pasivos en respuesta a estas variaciones, sino que las oscilaciones
se mantienen, aln en ausencia de variaciones de la sefial ambiental ex-
terna, con una periodicidad cercana pero significativamente diferente a
la de un ciclo de 24 horas con ritmos de libre recorrido (ritmos circadia-
nos), indicando de esta manera que existe un reloj enddégeno o meca-
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nismos de cronometraje (Edmunds, 1988). De manera similar, los ritmos
circa-anuales son ritmos enddgenos que fluctiian con una periodicidad
cercana a la anual, pero con una fase significativamente diferente a la
del periodo de un afo. Por tanto podemos concluir que a lo largo de la
evolucioén, los seres vivos han desarrollado osciladores moleculares en-
dégenos o relojes bioldgicos como los circadianos o los circa-anuales y
gue gracias a ellos, son capaces de predecir y anticiparse a los cambios
diarios 0 anuales de un determinado evento que ocurrira, en un tiempo
apropiado, como consecuencia de los cambios astrales (Schulz y Kay,
2003). Los ritmos de maduracion y puesta en los teledsteos se producen
invariablemente en unas épocas muy concretas del afo, dependiendo
de la especie, y siempre en estrecha correlacion con los factores ambien-
tales. Sin embargo, estos ritmos de reproduccién no se pueden suprimir
aun eliminando las variaciones ambientales que podrian influir sobre
ellos, como por ejemplo si se los mantuviera en condiciones constan-
tes de luz, temperatura, alimentacion, salinidad, etc., durante tiempos
relativamente largos (p.ej. mas de dos afios). Los procesos reproducto-
res de los peces igualmente seguirdn manifestandose pero mostrando
recorridos libres, con periodicidades cercanas al afio aunque significati-
vamente distintas de éste. Con el transcurso del tiempo estos ritmos de
recorrido libre ostentarian atrasos o adelantos progresivos, con respecto
a los ritmos normales, pero podrian ser encarrilados nuevamente a las
condiciones normales si se les expone a estimulos externos tales como
el fotoperiodo. Los estudios destinados a verificar la existencia de ritmos
enddgenos en los peces son largos, costosos y necesitan satisfacer una
serie de criterios para su completa aceptacion:

1. Condiciones constantes de estabulacién (fotoperiodo, tempera-
tura, alimentacioén, ruidos)

2. Varios ciclos anuales de estudio (preferiblemente mas de cuatro)

3. Existencia de ritmos de recorrido libre con periodicidades cerca-
nas, pero significativamente diferentes de un afio.

4. Estos ritmos tienen que ser encarrilados facilmente ante la ex-
posicion a una sefal externa (p ej. administraciéon de una sefal
fotoperiodica).

5. Estos ritmos no deben ser excesivamente perturbados por la
temperatura.

—
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6. Deben presentar respuestas diferenciales ante distintos fotope-

riodos.

Los estudios que han podido identificar ritmos endégenos de repro-
duccién en los peces son escasos. Asi pués, solo se han podido identi-
ficar ritmos endoégenos que cumplan con todos estos requisitos en una
media docena de especies; en el pez gato de la india, Heteropneustes
fossilis (Sundararaj et al. 1982), en el espinoso, Gasterosteus aculeatus
(Baggerman, 1980), en la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Bro-
mage et al., 1984; Duston y Bromage, 1991; Randall et al. 1999); en
la lubina, Dicentrarchus labrax (Carrillo 1993; Prat et al., 1999); en
el barbo, Barbus barbus (Poncin 1991) y en el fletan, Hyppoglossus
hyppoglossus, (Bjoérnsson, et al., 1998).

3.5.1.2. Ritmos endégenos circa-anuales: un caso de estudio

La lubina es un reproductor estacional. A una latitud de 40° Norte,
en esta especie los machos alcanzan la espermiacién entre Noviembre
y principios de Abril y las hembras efectlan sus puestas en invierno
entre los meses de Enero a Marzo. Generalmente, en anos sucesivos,
la época de puesta se mantiene constante excepto cuando, ocasional-
mente, se dan alteraciones térmicas naturales que provocan pequefas
variaciones temporales de las mismas. Los perfiles de las hormonas re-
productoras también muestran cambios estacionales que siguen, es-
trechamente, las ondas reproductivas del animal que a su vez estan en
sincronia con las variaciones ambientales. Para averiguar si los ritmos
reproductores de la lubina se presentaban aun en condiciones am-
bientales constantes, se mantuvieron tres grupos de reproductores, de
20 individuos cada uno, en fotoperiodo corto constante (9HL:15HO;
FC), fotoperiodo largo constante (15HL:9HO) y fotoperiodo natural
simulado (40 °LN) o control, durante cuatro afios consecutivos (Prat
et al. 1999). El régimen de alimentacion fue también constante, tres
veces por semana a las 10h, a una tasa constante del 2,2% de la
biomasa. Los ejemplares estuvieron aislados mediante toldos negros
a prueba de luz y la temperatura del agua fue la natural. Los huevos
se recogieron a través de mallas colocadas en un sumidero externo a
los tanques que se revisaba diariamente. Los resultados se indican en
la figura 10.
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Al primer ano de tratamiento el fotoperiodo corto (FC) produjo un
avance de las puestas de 53 dfas respecto al control, y el largo (FL) las
retrasd 41 dias. Estos resultados cumplen con uno de los requisitos
mencionados anteriormente, los ritmos endégenos deben representar
respuestas diferenciales ante diferentes fotoperiodos. Por otro lado, la
demostracién de la existencia de ritmos con periodicidad cercana pero
significativamente distinta a un afio se tuvo con las puestas del FC. Este
grupo, a lo largo de los cuatro afios consecutivos de experimentacion,
manifestd periodos de recorrido libre; el primer afio mostré un ade-
lanto de 53 dias respecto a la época de puestas del grupo control, en
el segundo el adelanto fue de 38 dias, en el tercero de 27 dias y en el
cuarto de 9 dias (fig. 10A). De manera similar, aunque en un espacio
de tiempo mas corto, el grupo FL al primer afo presentd un atraso de
41 dias y al sequndo de 48 dias con respecto a las puestas del grupo
control (fig.10C). El encarrilamiento de los ritmos enddgenos por una
sefal fotoperiodica se ilustra en la fig. 10B. El fotoperiodo largo apli-
cado en Mayo, seguido y precedido por fotoperiodo corto, produjo un
adelanto de dos meses, en la época de puesta, cuando se administré
a los reproductores sujetos a fotoperiodo corto constante que presen-
taron ritmos de recorrido libre. El fotoperiodo largo aplicado en Abril
o Marzo produjo mayores avances en las puestas que a su vez, fueron
proporcionales a la exposicion mas temprana en el afo al fotoperiodo
largo. Finalmente, una nueva exposicion del grupo, proveniente del
fotoperiodo largo en Marzo, a fotoperiodo corto constante, indujo pe-
riodicidades de puesta de recorrido libre (fig. 10B).

3.5.1.3. Mecanismos de accidn

Cuando el reloj endégeno estd gobernado y en fase con los ciclos
naturales de luz, el animal percibe que la sefal luminosa aparece en el
momento mas apropiado del ciclo para sincronizar los eventos repro-
ductivos cuando se espera que ocurran naturalmente. En lafig. 11A, se
muestra que en condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura,
el tiempo transcurrido desde el solsticio de verano hasta la apariciéon de
las primeras puestas de la lubina es de seis meses.

Si los reproductores se mantienen a fotoperiodos artificiales de ade-
lanto, es decir fotoperiodo largo de un mes de duracién, aplicado en
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Abril, precedido y sequido de fotoperiodo corto constante (fig. 11 B),
el animal percibe que la sefial luminosa (fotoperiodo largo en Abril)
aparece por detras del tiempo real que es el solsticio de verano (21
de junio). En consecuencia, el animal tiene que realizar avances co-
rrectivos, en la fase de los ritmos reproductores, para compensar este
retraso de la sefal inductora y el resultado final es un adelanto real de

‘ Oct | Nov ‘ Dic ‘ Ene | Feb ‘ Mar ‘ Abr ‘ May ‘

9HL:15HO
AL ko)

A W N =

3% FL (mayo) sequido de FC
3% FL (abril) seguido de FC

B
3% FL{marzo) seguido de FC
g 2E FC
15HL:90
€ "
Grupos Fotoperiodo Afos Puestas
controles

FIGURA 10.

A) Periodo de puesta de las hembras (barras negras horizontales) expuestas a
fotoperiodo corto constante (FC; 9HL:15HO) durante 4 afios consecutivos. B) Periodos
de puesta de hembras expuestas a fotoperiodos aceleradores consistentes en un mes
de fotoperiodo largo (FL; 15HL:9HO, en Mayo, Abril o Marzo), precedido y seguido de
fotoperiodo corto. Aplicado a los grupos experimentales que exhibian ritmos end6genos
de reproduccién como sefales inductoras para el encarrilamiento de los ritmos. Se indica
también la época de puestas de los animales expuestos nuevamente a FC constante
después del tltimo tratamiento con fotoperiodos aceleradores. C) Periodo de puesta de
hembras expuestas a FL constante durante dos afios consecutivos. La época de puesta
de los controles se representa con una barra vertical de color gris.
(Modificado de Carrillo et al., 1995a).
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la época de puesta. En definitiva, se trata de conservar el intervalo de
seis meses transcurridos entre la sefial luminosa y el comienzo de las
puestas. Cuando los reproductores se exponen a regimenes fotoperio-
dicos de retraso, es decir aplicacion de fotoperiodos largos por delante
de la época del solsticio de verano (p. ej. en Septiembre) precedidos y
seguidos por fotoperiodos cortos constantes, se produce un retraso de
las puestas (fig. 11 C). El animal percibe que la sefal luminosa aparece
por delante del tiempo real (solsticio de verano) y por tanto, tiene que
realizar atrasos correctivos de la fase del ritmo reproductor.
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FIGURA 11.

Mecanismos de adiestramiento de los ritmos endégenos por el fotoperiodo. A) grupo
control expuesto a fotoperiodo natural. El solsticio de verano se considera como la sefial
que encarrila los ritmos endégenos de reproduccion y la sefial de referencia hasta la
aparicion de las primeras puestas. B) Ritmos endégenos encarrilados por fotoperiodos
largos aplicados antes del solsticio de verano. Las puestas se adelantan proporcionalmente
al adelanto del fotoperiodo inductor. C) Ritmos end6genos encarrilados por fotoperiodos
aplicados por delante del solsticio de verano. Las puestas se retrasan de forma
proporcional al retraso inducido por el fotoperiodo.
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3.5.1.4. Comprobacién de estos mecanismos
en un caso concreto

Los resultados que ilustran el adiestramiento de los ritmos enddge-
nos del comportamiento reproductor de la lubina por la aplicacion de
fotoperiodos constantes, provienen de Carrillo et al. a (1995) y Mafa-
noés et al. (1997) y se indican a continuacion:

Se estabularon reproductores de lubina en tanques de 2000! de ca-
pacidad y se expusieron a fotoperiodo acelerador (fotoperiodo largo en
Marzo; el resto del tiempo en fotoperiodo corto), fotoperiodo de retardo
(fotoperiodo largo en Octubre; el resto del tiempo en fotoperiodo corto)
y fotoperiodo natural simulado (40 °LN) o grupo control (fig. 12).

El grupo control mostré el periodo medio de puesta en el mes de
Febrero y presentd un pico de E, plasmatico en Enero con niveles ele-
vados durante el periodo de puesta (mediados de Enero-principios
de Marzo). La exposiciéon a fotoperiodo acelerador, adelanté el per-
fil de variacion del E, plasmatico con un primer pico transitorio en
Agosto y otro mayor y significativo en Diciembre. La época de puesta
también se adelanté de manera significativa, mostrando la media a
mediados de Noviembre, es decir, tres meses y medio antes que el
grupo control. El grupo expuesto a fotoperiodo de retardo presenté
un pico de E; en Marzo y la época media de puesta a mediados de
Marzo con un retraso de un mes y medio respecto a la media del
grupo control. Estos resultados muestran claramente que los distin-
tos fotoperiodos, al actuar como dadores de sefiales ambientales,
afectan a los niveles y a las fases de los ritmos hormonales que asi-
mismo, son de naturaleza endégena. En consecuencia, asi se logra
alterar la temporalidad de las fases finales del proceso reproductor
como la maduracion y la puesta.

3.5.1.5. Conclusiones

1. Los mecanismos end6genos subyacentes en los procesos repro-
ductores son responsables de la temporalidad de estos eventos
dado que funcionan como relojes endégenos.

2. El estimulo fotoperiodico actia como sincronizador de las fases
de los ritmos enddgenos y no como un efecto inductor del pro-
ceso reproductor.
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3. La existencia de los ritmos enddgenos permite comprender me-
jor los mecanismos involucrados en el encarrilado de los ritmos
bioldgicos inducidos por el fotoperiodo

3.5.2. Ritmos circadianos

Un reloj bioldgico para funcionar adecuadamente, necesita de un sistema
de salida que lleve la sefal a las zonas diana y gobierne de forma manifiesta
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FIGURA 12.

Efecto de los fotoperiodos constantes aceleradores (FL en Marzo el resto del tiempo en FC)
y los de retardo (FL en Octubre, el resto del tiempo en FC) sobre los niveles plasmaticos
de 17 p-estradiol y la época de puestas de hembras de lubina. Las barras horizontales
gruesas indican el periodo de puesta de los distintos grupos experimentales y las lineas
verticales de trazos, el periodo medio de las mismas. La barra vertical gris, indica el
periodo de puesta del grupo control. FL = Fotoperiodo largo; FC = fotoperiodo corto; FN =
Fotoperiodo natural. (Modificado de Carrillo et al., 1995a y Mananés et al., 1997).
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a los ritmos, una via de entrada para la sincronizacion y el marcapasos. Todo
esto constituye el sistema circadiano y su organizacion es especifica de cada
organismo. Los componentes clave en los vertebrados son los ojos laterales,
el nucleo supra-quiasmatico del hipotalamo y el érgano pineal (Takahashi,
1995). En los peces, la existencia de una estructura centralizada a modo
de reloj central neuronal, anédlogo al nlcleo supra-quiasmatico de los ma-
miferos, todavia no ha sido documentada. De todas maneras, la retina y la
pineal también pueden contener osciladores circadianos. El 6rgano pineal
posee células fotorreceptoras que desempenan un papel importante en la
ritmicidad circadiana via secreciéon periddica de melatonina y la retina, que
también produce melatonina, generaria méas bien una sefal local de tipo
paracrino. En consecuencia, la retina y la pineal pueden concentrar todos
los constituyentes necesarios de un sistema circadiano, esto es el reloj, las
vias aferentes y las eferentes (Falcon, 1999). Para los peces la melatonina es
un indicador fiable porque les permite averiguar en qué momento del dia
se encuentran, dado que producen melatonina durante la noche y dejan
de hacerlo durante el dia. Ademas, en los peces al ser poiquilotermos, la
temperatura también modula la cantidad de melatonina producida durante
la noche, liberdndose mas melatonina en verano que en invierno. De esta
manera, la melatonina se convierte en una sefial estacional para los peces
pues en invierno, cuando las noches son largas y las temperaturas bajas, se
produce melatonina durante mas horas. Por el contrario en verano, al pre-
sentar noches cortas y temperaturas elevadas, se produce melatonina du-
rante menos horas. Datos recientes (M Bayarri, J Falcon, S Zanuy, M Carrillo,
resultados no publicados) muestran que la lubina presenta una correlacion
inversa entre temperaturas y niveles de melatonina. De esta manera los pe-
ces disponen de un sistema muy eficiente para medir el tiempo que les per-
mite distinguir las noches y los dias y saber, con precision, en que estacion
del afo se encuentran. Estos aspectos han sido revisados recientemente de
forma exhaustiva por Zhdanova y Reebs (2005).

3.6. ENLACE FOTO-ENDOCRINO
DEL PROCESO REPRODUCTOR

Veamos mas en detalle los aspectos comentados anteriormente para
esclarecer un poco mejor el enlace foto-endécrino del proceso repro-
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ductor. La transduccién de la informacion luminica procedente del foto-
periodo, considerado como un factor dador de tiempo (zeitgeber), es
responsabilidad del sistema circadiano. Desgraciadamente, como ya se
indico anteriormente, la localizacion y caracterizacién de este sistema
todavia no estan del todo definidas en los teledsteos y entre ellos existen
muchas diferencias especificas. De todas maneras, este sistema podria
estar formado por la retina, por un marcapasos central y por osciladores
periféricos distribuidos en otros tejidos. Ademas, puede haber més de
un marcapaso, aungue su localizaciéon también es imprecisa.

La pineal, considerada en la mayorfa de especies como el 6rgano prin-
cipal del sistema circadiano, en vertebrados poiquilotermos (lampreas,
peces y anfibios) se sitla en la parte superior del cerebro ya que posee
capacidad fotorreceptora. Ademas, normalmente la parte del crdneo
que la protege es méas fina que el resto para facilitar el paso de la luz.
A medida que se avanza en la escala evolutiva, la pineal se va situando
en una posicion cada vez mas interna del cerebro, hasta que finalmente
en mamiferos aparece debajo del cuerpo calloso. Esta situacion de la
pineal, en una zona tan profunda del cerebro de los mamiferos, da idea
de la pérdida de la capacidad fotorreceptora y la ganancia de la funcién
glandular sufrida a lo largo de la evolucién, mientras que ha cobrado
importancia la informacion luminica procedente de la retina.

En los peces, generalmente, la melatonina presente en plasma se
produce en la pineal, aunque hay otros tejidos capaces de sintetizarla
como son la retina o el tracto gastrointestinal, pero en la mayoria de
especies estudiadas se considera que en estas areas ejerce una funcion
paracrina, sin llegar a abandonar el tejido productor.

3.6.1. Variacion diaria y estacional de la melatonina

La melatonina procedente de la pineal se secreta al torrente sangui-
neo Unicamente durante la fase de oscuridad, por lo que acttia como
reloj para el animal. De hecho, también se le conoce como «oscuridad
quimica», ya que su presencia advierte de la llegada de la noche a
aquellos tejidos sin capacidad fotorreceptora propia.

También se le atribuye funcién de calendario, ya que los animales
son capaces de detectar, ademas de la duracion, la amplitud del ritmo
de melatonina, asi como la direccién en los cambios de ambos parame-
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tros. Es decir, cuando al acercarse el invierno se acorta el fotoperiodo y
la temperatura desciende, la duracion de la elevacion de melatonina se
prolonga, y la amplitud de su ritmo aumenta (Reiter, 1993).

Como se apuntaba en el apartado anterior, las variaciones diarias y
estacionales del fotoperiodo son las que inducen los ritmos circadianos
y circanuales de melatonina, respectivamente. Gracias a la existencia
de dichos ritmos, los reproductores estacionales programan el momen-
to idéneo para la reproduccién, es decir, aquel en el que las condicio-
nes vayan a ser optimas para la supervivencia de la progenie.

3.6.2. Modulacion de la secrecion de melatonina
(orientacion, espectro, intensidad
de luz, temperatura)

Los factores ambientales influyen por tanto en el control del sistema
circadiano de los peces, concretamente sobre la produccion de melato-
nina. El ambiente fotico acuético es muy diferente al terrestre, ya que
los rayos del sol se reflejan parcialmente en la superficie, se refractan
al penetrar en el agua, se dispersan y son absorbidos diferencialmente
conforme pasan a través de la columna de agua. Como resultado, se-
gun aumenta la profundidad, la composicion espectral de la luz solar
se va alterando y atenuando en intensidad (Nicol, 1989). Las aguas
oceanicas claras son mayoritariamente transparentes a la luz azul de
460-475 nm, y absorben los fotones de mayor y menor longitud de
onda, que son ademas absorbidos y dispersados por los pigmentos
disueltos y las particulas en suspensién de las aguas costeras, donde el
maximo de transmision de la luz aparece desplazado hacia longitudes
de onda mayores (Nicol, 1989). Curiosamente, los fotopigmentos de
los peces que habitan en diferentes ambientes foticos (aguas profun-
das, costeras o continentales) muestran adaptaciones, de forma que la
maxima sensibilidad se encuentra hacia las longitudes de onda dispo-
nibles en cada ambiente, aunque la respuesta estd desplazada hacia
longitudes de onda mas cortas para las especies costeras y de aguas
continentales (Lythgoe, 1980). Por lo tanto, la profundidad a la que
se encuentra el habitat de cada especie es un factor definitorio de los
umbrales de intensidad y espectro luminico necesarios para la sintesis
de melatonina. Se han realizado pocos estudios acerca de cdmo influye
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la calidad de la luz en la secrecién de melatonina en peces. El método
maés utilizado con este fin ha sido el de la aplicacién de pulsos de luz
de una hora de duracion en mitad del periodo de oscuridad, de inten-
sidades decrecientes, simulando profundidades crecientes. Este tipo
de experimentos se ha llevado a cabo en una especie de teledsteo de
agua dulce, el salvelino (Salvelinus fontinalis; Zachmann et al., 1992a),
y en uno de agua marina, la lubina (Dicentrarchus labrax; Bayarri et
al., 2002). En ambos trabajos se observé que conforme aumentaba la
intensidad de luz del pulso aplicado, menor era la concentracion de
melatonina plasmatica, encontrandose el umbral en una intensidad de
aproximadamente 6 pW/cm?, equivalentes a unos 10 lux. Empleando
el mismo sistema, se observé que la lubina es mas sensible a la luz azul,
predominante en su entorno (Bayarri et al., 2002).

Por otra parte, la penetracion de la luz del dia en el mar es maxima
en la direccién del sol (luz cenital), por lo menos en aguas someras,
donde la luz aplicada hacia abajo no se distribuye igualmente en todos
los azimut debido a la dispersion (Nicol, 1989). Las luces sumergibles
pueden utilizarse en jaulas flotantes para aplicar fotoperiodos artifi-
ciales, pero se conoce muy poco acerca de la efectividad de dicha dis-
tribucién angular de la luz. La mayor parte de los rayos solares llegan
a la cabeza del pez dorsalmente (excepto los que se dispersan, que le
pueden llegar lateralmente), ya que la pineal esta localizada en la parte
superior del cerebro y por lo tanto recibe la luz dirigida hacia abajo. El
efecto de la orientacion de la luz en la produccién de melatonina tam-
bién se ha estudiado en la lubina (Bayarri et al., 2002), observando que
Unicamente la luz dirigida hacia abajo (imitando la forma en que incide
la luz solar), consigue inhibir la secrecion de melatonina plasmatica tras
un pulso nocturno de una hora de duracion.

La temperatura del agua también influye en la produccién de esta
hormona, como se ha comentado anteriormente. Mientras que el
fotoperiodo controla la duracién de la elevacién nocturna de mela-
tonina, la temperatura controla la amplitud de dicha elevacion. Esto
se ha comprobado en varias especies, como lubina (Garcia-Allegue et
al., 2001) y salmén del Atlantico (Randall et al., 1995). Sin embargo,
la pineal para poder ejercer correctamente su funcion de calendario
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necesita disponer, en cada momento del afio, de una combinacién de
informacién sobre ambos pardmetros (fotoperiodo y temperatura).

3.6.3. Posible existencia de ritmos endégenos
de melatonina

Cuando se realiza un estudio con el objetivo de investigar la posible
existencia de ritmos enddgenos de melatonina, los individuos se some-
ten a condiciones de oscuridad constante y se determina la concentra-
cion de melatonina cada cierto nimero de horas. Al llevar a cabo este
estudio in vivo, aparece la problematica de que cada animal puede
mostrar una periodicidad (tau) diferente, por lo que las posibles osci-
laciones ritmicas podrian estar enmascaradas por el efecto grupo. Por
tanto, la manera alternativa de estudiar el caso serfa mediante cultivo
in vitro. La pineal de la mayoria de peces, mantenida en condiciones de
oscuridad constante en cultivo in vitro, presenta oscilaciones ritmicas
de liberacién de melatonina que aunque no ocurran con un tau de 24
horas exactas, como sucede cuando se mantienen bajo ciclos de 12L:
12D, si se les puede llamar circadianas (tau cercano a 24 horas). Esto se
ha comprobado en varias especies, como el carpin dorado (Carassius
auratus) (ligo et al., 1991), matalote (Catostomus commersoni) (Zach-
mann et al., 1992b), aligote (Plecoglossus altivelis) (ligo et al., 2003)
y lubina (Bayarri et al., 2004a). Sin embargo, hay especies, como los
salmoénidos, en los que la liberacion de melatonina se mantiene eleva-
da a lo largo de todo el periodo de oscuridad, independientemente de
la duracién de éste (Gern y Greenhouse, 1988). Por tanto, el que en
la pineal exista 0 no un marcapasos es un factor especie-dependiente.

3.6.4. Evidencias recientes del papel
de la melatonina en la reproduccion de
los teledsteos

Todos los procesos de comportamiento diario en peces como la
alimentacion, actividad motora y consumo de oxigeno, por ejemplo,
vienen determinados por la influencia de los factores ambientales.
La alternancia del dia y la noche desempefa un papel crucial en la
sincronizacion de estos ritmos. Los peces también se han adaptado a
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los cambios anuales de estos factores externos, de manera que fun-
ciones fisioldgicas como el crecimiento o la reproduccion muestran
una periodicidad anual (Falcén et al.,, 2007). La pineal es el érgano
responsable de la transduccion de la informacion luminica en melato-
nina. Esta hormona viaja, siempre durante la fase de oscuridad, por
el torrente sanguineo hasta sus tejidos diana, distribuidos por todo el
organismo, ademas de ejercer su accién en partes concretas del cere-
bro. En especies como la lubina la presencia de una alta densidad de
receptores de melatonina en aquellas areas cerebrales con un papel
relevante en la funcion de reproducciéon, como el hipotalamo, donde
residen las neuronas productoras de GnRH, da idea de la estrecha re-
lacion entre ambas (Bayarri et al., 2004c). Sin embargo curiosamente,
no se han encontrado sitios de union de melatonina en el techo 6p-
tico, hipotalamo y cerebelo de Coryphaenoides armatus, una especie
de teleésteo de aguas profundas que no recibe ninguna sefial de la
luz solar (Smith et al., 1996). Por otra parte, al someter a grupos de
lubinas a un fotoperiodo largo (18HL: 6HO), se han observado ritmos
diarios de hormonas como la sbGnRH hipofisaria y la LH plasmética,
dependientes del fotoperiodo (Bayarri et al., 2004b). De esta manera
queda patente la existencia de una influencia mas o menos directa de
la melatonina en la parte superior del eje hipotalamo-hipéfisis-génada
de los peces teledsteos. Una informacion més detallada de todos es-
tos aspectos la proporciona J. A. Munoz Cueto en el capitulo 1 de este
mismo libro.

3.7. APLICACIONES DEL FOTOPERIODO
A LA ACUICULTURA

3.7.1. Manipulaciéon de la época de puesta
para obtener puestas todo el afio

La aplicacion mas obvia del uso del fotoperiodo en acuicultura es la
capacidad de alterar la época natural de puesta de los peces de importan-
cia comercial (generalmente restringida a periodos muy cortos de tiempo),
para alcanzar una produccién continua a lo largo del ano. Los criaderos
necesitan producir de forma continua huevos y larvas de peces para satis-
facer las demandas, siempre crecientes de las piscifactorias, quienes nece-
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sitan producir peces de talla comercial a lo largo del afio para el consumo
humano. Con el fin de desarrollar un disefio fotoperiodico apropiado para
modificar el tiempo de puesta, de una especie en particular, se necesita dis-
poner de informacién del momento del afo en el que se inicia el proceso
reproductor y ocurre la puesta. Los estudios con stocks de reproductores
de una variedad determinada, realizados en condiciones naturales de foto-
periodo y temperatura, en una latitud especifica, han permitido correla-
cionar los diferentes estadios de maduracién gonadal con las diferentes
fases de un ciclo anual de luz y asi, sentar las bases de la manipulacion
fotoperiodica. Por otro lado, es muy importante implementar los materiales
y dispositivos adecuados para el éxito de la inducciéon fotoperiodica. Uno
de los aspectos esenciales de la manipulacién fotoperiodica, en granjas
acuicolas, es el ajuste del tiempo para producir gametos fuera de la época
natural de puesta. Para ello se precisan instalaciones protegidas que eviten
filtraciones de luz y provistas de iluminacién artificial controlada por relojes
temporizadores. Generalmente se pueden usar lamparas de tungsteno o
fluorescentes que emitan un espectro luminico similar a la luz natural, con
intensidades de al menos 100 lux en superficie, en todas las areas de la
instalacion, evitando utilizar intensidades menores. Aunqgue, los incremen-
tos o disminuciones progresivas de luz no son esenciales para la respuesta
fotoperiodica, si lo son para reducir el estrés que provoca el encendido o
apagado brusco de las luces. En consecuencia, para un control integral del
proceso inductor, es preciso implementar redstatos en los relojes tempori-
zadores que controlan las luces incandescentes, para simular crepusculos
0 auroras. Para el caso de las lamparas fluorescentes, es importante afadir
un segundo sistema de luces mas atenuadas que se enciendan poco an-
tes o después del encendido o apagado de éstas lamparas. Finalmente, la
manipulacion fotoperiodica debe acompafarse de la manipulacion térmica
correspondiente simulando las temperaturas naturales que varfan a lo largo
del ano, utilizando generalmente sistemas de intercambiadores de calor.

3.7.2. Ejemplo del control ambiental de la reproduccion
de la lubina en una empresa acuicola

Algunas piscifactorias utilizan pozos de agua marina que les propor-
ciona agua filtrada a temperatura constante. En este tipo de instalacio-
nes, el uso de intercambiadores de calor, para calentar o enfriar el agua
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a voluntad es ideal, pues permite ahorrar energia ya que el salto térmico
es menor que cuando se trata de calentar o enfriar artificialmente agua
procedente del medio natural, sujeto a mayores variaciones estacionales
de temperatura. Generalmente, se adecuan tanques de fibra de vidrio
u otros materiales con capacidad superior a 3.000 | a circuito abierto,
dotados con lamparas reguladas por relojes temporizadores y aislados
luminicamente. Una vez dispuestos los sistemas fisicos de estabulacion,
los pasos siguientes son la seleccion y organizacion del stock de re-
productores en funcién de su origen, edad (la éptima, p.e. 4-6 afos),
proporcion de sexos, previamente identificados y marcados individual-
mente a ser posible con pit-tags y finalmente el disefo experimental. En
este caso particular que nos ocupa, se organizaron doce grupos de 30
individuos cada uno, expuestos a fotoperiodos y temperaturas constan-
tes, convenientemente desplazados, para conseguir puestas a lo largo
de todo el afio. La experiencia durd tres afos consecutivos manteniéndo
las mismas condiciones iniciales de trabajo. En teoria, las puestas se
esperaban seis meses después de la administracién del cambio fotope-
riodico (de largo a corto constante), coincidiendo con la bajada artificial
de temperaturas (<15 °C), que generalmente se iniciaba un mes antes
de que tuvieran lugar las primeras puestas. Mas especificamente, si el
cambio fotoperiodico se administraba en Abril, la puesta se esperada
en el mes de Octubre con temperaturas por debajo de los 15 °C ad-
ministradas en Septiembre y asi sucesivamente a lo largo del afio. Con
ello se esperaba obtener puestas todos los meses, provenientes de cada
uno de los doce grupos experimentales. En un principio, al primer afo,
los resultados mostraron que aproximadamente un poco menos de la
mitad de los grupos respondieron a los tratamientos con una fecundi-
dad y calidad de huevos muy irregular. Al segundo afo, practicamente
la totalidad de los grupos respondieron, pero la fecundidad y calidad de
los huevos también fue muy variable. Finalmente al tercer afo, todos
los grupos sin excepcion pusieron, regularizando notablemente los va-
lores de la fecundidad y supervivencia de huevos y larvas. Respecto a la
época de puesta también se observaron diferencias entre la esperada y
la observada, que se fueron reduciendo con el transcurso de los afos.
Desde el punto de vista de la produccion, la cantidad de huevos produ-
cida el primer afio alcanzé los 20 millones de huevos viables, doblando
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la produccion al tercer afio. Igualmente las tasas de eclosion que en
el primer afio alcanzaron el 30 % doblaron sus valores al tercer afio.
Finalmente, la produccion de larvas de lubina que empezé con 10,6
millones al primer afio, aumenté en 2,4 veces en el seqgundo afio (25,2
millones) (fig. 13).

Primer afo: Produccion irregular (10,6 millones de larvas)
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Segundo afo: Produccion mejorada (25,2 millones de larvas)
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FIGURA 13.

Efecto de la aclimatacion a largo plazo de varios grupos de reproductores de lubina,
sometidos a fotoperiodos y termoperiodos desfasados, sobre la produccion de larvas en
condiciones industriales. Los meses representan la época en que se obtuvieron las puestas
y los meses en paréntesis la época en que se aplic6 el cambio fotoperiodico (de largo a
corto). (Carrillo, Zanuy, Crespo, Dos Santos, Vidaurreta. Resultados no publicados).
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3.7.3. Conclusiones

1. La exposicion a cambios fotoperiodicos realizada en momentos de-
terminados del afio permite sincronizar, de manera muy sensible y
precisa, la temporalidad de los ciclos reproductores logrando alterar
los procesos de maduracion y puesta de los peces. De esta manera,
se pueden obtener puestas todos los meses del afo.

2. Para alcanzar una produccion éptima de huevos y larvas a lo lar-
go del afo, en grupos de reproductores expuestos a regimenes
combinados de luz y temperatura constantes, se necesita que es-
tén adaptados a estas condiciones, al menos, durante tres afos
consecutivos. Los parametros investigados que sufrieron mas va-
riaciones fueron los siguientes:
¢ Una reduccion significativa de la desviacién temporal entre las

puestas observadas y esperadas
¢ Un incremento de la fecundidad
¢ Una mejora sensible de la calidad de los huevos y de las larvas
e Un incremento neto de la produccién masiva de larvas viables
¢ Una mejora general del comportamiento reproductor.

3.7.4. Inhibicién o retraso del proceso reproductor
para mejorar el crecimiento

Ante la provision limitada de recursos energéticos, los organismos
no pueden diversificarlos para satisfacer dos o mas funciones a la vez,
como sucede con la reproduccion o el crecimiento. En consecuencia, el
organismo deja de crecer cuando se reproduce y viceversa. De esta ma-
nera se ha comprobado en muchas especies de teleosteos cultivados
gue el inicio de la maduracion conlleva una disminucion importante de
la tasa de crecimiento que se mantiene durante el periodo reproductor.
Esta reduccion del crecimiento durante la época de puesta alarga el
tiempo requerido para alcanzar el tamafio comercial. Este principio ha
sido el referente en acuicultura para buscar metodologias capaces de
inhibir o retrasar artificialmente el proceso reproductor para de favore-
cer el de crecimiento. La administracion de fotoperiodos artificiales en
instalaciones en tierra, provistas de cerramientos, ha sido muy eficaz
en el control de la época de puesta. Por ejemplo, la administracion de
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fotoperiodos largos constantes a lubinas mantenidas en tanques con
aislamiento luminico provoco un retraso de la onda madurativa gona-
dal y un aumento significativo del peso y talla corporales respecto al
control (Rodriguez et al. 2001b). Sin embargo, para los grandes estan-
gues en tierra o para las jaulas flotantes el aislamiento luminico no es
posible. Los trabajos pioneros de Bromage (Bromage et al. 2001) utili-
zaron regimenes de luz continua (LL), super-impuestos al fotoperiodo
natural, para retrasar las puestas de truchas mantenidas en tanques sin
aislamiento luminico. Posteriormente se aplicaron regimenes similares
a salmones (Hansen et al., 1992) y bacalaos (Taranger et al., 2006)
mantenidos en jaulas flotantes. Generalmente, la aplicacion de LL a
partir del verano en adelante causa un retraso del desarrollo gonadal y
un incremento del crecimiento somatico.

3.8. CONTROL DE LA PUBERTAD

3.8.1. Introduccion y conceptos

Uno de los grandes misterios de la biologia de los vertebrados es
conocer las causas responsables del inicio de la pubertad. La pubertad,
un proceso que en los teleosteos se produce algun tiempo después
de la diferenciacion sexual, es la causante de que un animal inmaduro
adquiera la capacidad de reproducirse. Al inicio de este proceso apa-
recen, por primera vez, espermatocitos en los machos y oocitos vite-
logenéticos en las hembras, culminando al final con la primera esper-
miacion y ovulacion en los machos y en las hembras, respectivamente
(Strdssmann y Nakamura 2002; Schulz y Miura 2002; Patifio y Sullivan
2002). En muchas especies de teledsteos se ha observado maduracién
prematura de los machos un afo antes de alcanzar la verdadera puber-
tad. Esta maduraciéon prematura se caracteriza por una gametogénesis
incompleta o desarrollo gonadal tentativo (Begtashi et al., 2004) y ni-
veles elevados de GnRH en cerebro e hipdfisis y LH en hipofisis y plas-
ma durante la época de puesta (Amano et al., 1997). En la figura 14
se ilustra, de manera esquematica, la cronologia de la pubertad en la
lubina y de sus definiciones, que también podria aplicarse como mo-
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delo para aquellas especies gonocoristas en las que el macho alcanza
la pubertad antes que la hembra.

3.8.2. Importancia

En los peces, como en otros vertebrados, los mecanismos que sub-
yacen a la pubertad y mas concretamente a su inicio, no estan del todo
claros. Por ello el conocimiento adquirido con el estudio del proceso de
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FIGURA 14.

Representacién esquematica de la cronologia de la pubertad y sus definiciones en teleésteos,
con especial referencia a las especies en las que el macho alcanza la pubertad antes que la
hembra. En los machos el inicio de la pubertad se caracteriza por la puesta en marcha de la
espermatogénesis y comprende una fase inicial en la que aparecen los espermatocitos y una
fase avanzada en la que tiene lugar la espermiogénesis (formacioén del espermatozoide) y
la espermiacién (liberacién del esperma). En varias especies de teledsteos se produce una
activacion temporal del eje cerebro-hipéfisis un afio antes de la pubertad que da origen a una
maduracién tentativa o parcial de los machos, apareciendo los precoces (dummy run).
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pubertad y su control es muy importante, tanto en biologia basica de
la reproduccion de los peces, como aplicada a su cultivo. En este Ultimo
aspecto, por ejemplo, en el caso de los esturiones, meros y atunes que
necesitan varios afos para alcanzar la pubertad, si se acelerara el inicio
de la misma para obtener huevos en el tiempo deseado, los costes de
estabulacion de los ejemplares en las piscifactorias se reducirian. A la
inversa, un desarrollo gonadal precoz conlleva crecimientos pobres y
un deterioro de la calidad de la carne como ocurre en salmonidos,
carpas, lubina y bacalao. En estas especies es conveniente suprimir o
retrasar la pubertad para permitir un crecimiento somatico adecuado
del animal. Los mecanismos y factores que regulan la pubertad en los
teledsteos han despertado gran interés entre los investigadores y han
sido objeto de varias revisiones y estudios (Goos, 1993, Dufour et al.,
2000; Schultz y Goss, 1999; Cavaco et al., 2001a, b, Zanuy, et al.,
2001; Okuzawa, 2002; Cambell et al.,2003; Rodriguez et al. 2005;
Nocillado y Elizur, 2007; Carrillo et al. 2007a; 2008c¢). A pesar de ello,
todavia son mas los interrogantes que las respuestas obtenidas para
esclarecer la regulacion y el control de la pubertad en los teledsteos.

3.8.3. Cambios en el eje cerebro-hipéfisis-géonadas
durante la pubertad

Cada vez se tiene mas evidencias de que el inicio de la pubertad
no es consecuencia de un factor dUnico, sino que la puesta en marcha
de este proceso podria ser la consecuencia de la contribucion de un
conjunto de factores genéticos, sefales metabdlicas (p.ej. estatus ener-
gético) y estimulos ambientales (Parent et al., 2003; Ojeda et al., 2005;
Nocillado et al., 2007). Cualesquiera que sean los factores ultimos de-
terminantes del inicio de la pubertad, la sefal integradora derivada de
ellos serfa la liberacién de GnRH a cargo de las neuronas hipotalami-
cas. En los teledsteos, como ocurre en otros vertebrados, el proceso
reproductor incluyendo la pubertad, estd regulado por una cascada
hormonal a lo largo del eje CHG. Esto hace suponer que el inicio de la
pubertad estd acompafiado por una activacion de todo este eje. En los
mamiferos, el inicio de la pubertad esta caracterizado por una secre-
cion pulsatil de la GnRH que activa la biosintesis y secrecién, también
pulsatil, de las gonadotrofinas (LH y FSH). Estas, a su vez, estimulan
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la funcion gonadal incluyendo la gametogénesis y la sintesis de este-
roides gonadales. Como consecuencia, durante la pubertad las géna-
das alcanzan una maduracion y funcionalidad completas (Grumbach,
2002; Ojeda y Skinner, 2005). En los teledsteos, no hay informacion
sobre los modelos de secrecion de GnRH a pesar de que éste juega un
papel clave en la coordinacién de los eventos reproductores ya estable-
cido desde hace algunas décadas (Schally et al., 1973). Ello es debido
a la dificultad inherente de medir los perfiles de secrecion de GnRH
ya gue no existe un sistema portal como en los mamiferos. En con-
secuencia, en los teledsteos, todavia se desconocen muchos detalles
del mecanismo exacto, responsable del inicio de la pubertad en el eje
CHG. De todas maneras, lo que si parece probable es que la activacion
del sistema GnRH, al igual que sucede en los mamiferos, podria estar
controlada por una red jerarquica de genes extraordinariamente sensi-
ble a las diferentes sefiales enddgenas y ambientales que interacciona
con los reguladores centrales para definir con exactitud el inicio de la
pubertad. La comprensién de los mecanismos responsables del control
fisiolégico del eje reproductor y en particular de la pubertad recibié un
impulso considerable a partir de 2003 (de Roux et al., 2003; Seminara
et al., 2003) con la identificacién del papel fundamental de las kispep-
tinas (productos peptidicos del gen Kiss-1 tales como la kispeptinas
54, 14, 13 o la 10) y de su receptor putativo, el GPR54. Actualmente
el sistema Kiss-1/GPR54 se considera como el custodio de la funcién
de la GnRH que permite la integracion de las sefales centrales y peri-
féricas. En consecuencia, este sistema desempefa un papel central en
el control de la funcién reproductora, incluyendo la habilidad de las
kispeptinas de activar directamente a las neuronas GnRH para inducir
la secrecién de GnRH y potenciar la liberacién de las gonadotrofinas
en varias especies de vertebrados superiores (Tena-Sempere, 2006).
Las neuronas kispeptina podrian actuar como procesadores centrales
para retransmitir las sefiales provenientes de la periferia a las neuronas
GnRH. De esta manera, las neuronas kispeptina podrian ser la dia-
na directa de los esteroides gonadales, estando involucradas en la re-
gulacion de los mecanismos de retroalimentaciéon positiva o negativa
de la secrecion de gonadotrofinas. También se considera que podrian
recibir informacion de la disponibilidad de las reservas energéticas
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a través de la leptina, una citoquina secretada por el tejido adiposo
(Smith, 2008). Finalmente, ademas, podrian recibir estimulos prove-
nientes del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal y de las sefiales ambienta-
les como el fotoperiodo via ndcleo supraquiasmatico del hipotalamo
(Dungan et al. 2006). A pesar de la importancia del sistema KiSS-1 y
de ser considerado como el activador mas potente del eje CHG con
un papel central en la regulacién de la pubertad en mamiferos, su
papel sobre el control de la reproduccion en vertebrados inferiores es
casi desconocido. Sélo muy recientemente se han identificado las se-
cuencias de cDNA del gen kiss-1 en seis especies de teledsteos: Te-
traodon, fugu, medaka, lamprea, pez cebra (vanAerle et al., 2008) y
lubina (Felip et al., 2008a) asi como la distribucion de las neuronas que
expresan KiSS-1 mRNA en el cerebro de medaka (Kanda et al., 2008).
En otras especies como tilapia, muijil, cobia, lenguado, pez zebra, cor-
vina, Pimephales y lubina (Parhar, et al., 2004; Nocillado et al., 2007;
Mohamed, et al., 2007; Filby et al., 2007; Mechaly et al., 2007; Felip
et al., 2008b) se ha clonado el receptor del las kisspeptinas el GPR54.
Estos resultados muestran que existe un alto grado de conservacion en
las secuencias aminoacidicas, que apoya que el sistema Kiss-1/GPR54
estad conservado a lo largo de la evolucion de las especies. El hecho de
que en tilapia, cobia, mugil y Pimephales se haya observado una va-
riacion conjunta de la expresién del GPR54 y de las diferentes formas
de GnRH, particularmente de la forma GnRH 3 (considerada como la
forma hipofisotropa en peces), durante la pubertad apoyan el papel
preponderante que tiene el sistema Kiss-1/GPR54 sobre este proceso,
al igual que en mamiferos (Mohamed et al., 2007; Nocillado et al.,
2007, Filby et al., 2007; Martinez-Chavez et al. 2008).

Ademas, se ha observado que los mecanismos de transcripcion que
regulan la expresion del GPR54 en teledsteos podrian estar influenciados
por la luz (Parhar et al., 2004), abriendo la posibilidad de que el sistema
Kiss-1/GPR54 mediase en el control fotoperiodico de la reproduccién
como se ha sugerido en los mamiferos (Roa et al., 2007) (fig. 15).

En la lubina, el analisis de dos secuencias completas de cDNA obte-
nidas de una libreria de cDNA de cerebro, mostré que existen dos ge-
nes kiss en esta especie. Los estudios funcionales mostraron que am-
bas kispeptinas (Kiss-1 y Kiss-2) estimulan la secrecion de LH y FSH en
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la hipdfisis, siendo el Kiss-2 quien presenta una mayor actividad. Ade-
maés, ambos genes mostraron una marcada expresion en el tejido go-
nadal y en el cerebro de la lubina puber (Felip et al. 2008a).Todos es-
tos estudios ponen en evidencia que el sistema Kiss-1/GPR54 tiene
papel central en el control de la pubertad de los teledsteos (Carrillo
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FIGURA 15.

Modelo tedrico para el papel de las neuronas Kiss-1 como integradoras de la red
central que controla la secrecién de GnRH y el eje gonadotropo, en peces macho
que alcanzan la pubertad y su relacion con el medio ambiente externo e interno. Se
indican las posibles interacciones con la melatonina, como mediadora de los cambios
fotoperiodicos y térmicos ambientales y con la leptina y esteroides sexuales como
indicadores del status metabélico y gonadal de los peces pre-ptiberes. Se destaca la
regulacién de la gonadogénesis, en particular el papel de la FSH en las etapas iniciales
de la proliferacion celular e inicio de las divisiones espermatogoniales y de la LH en las
etapas finales de la maduracién. Se sugiere una accion directa de los esteroides sexuales,
de la leptina y posiblemente de la melatonina sobre el sistema hipotaldmico Kiss-1, que
a su vez estimula la secrecion de GnRH.
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et al., 2009). Ademas, estos mismos autores lograron clonar y caracteri-
zar dos receptores GPR54 acoplados a la proteina G (Felip et al., 2008b).

3.8.4. Determinantes internos para el tiempo
del inicio de la pubertad

Los teledsteos, al ser animales poiquilotermos presentan funciones
bioldégicas marcadamente estacionales, tales como el crecimiento y
la reproducciéon. Generalmente, determinados periodos del afo son
propios de una ingesta alimenticia maxima que habitualmente coinci-
de con los periodos de crecimiento rapido. Las tasas de ingesta y por
tanto de crecimiento somatico generalmente disminuyen durante el
periodo de desarrollo gonadal, para llegar a sus valores minimos du-
rante la época de puesta. Este modelo inverso de la distribucién anual
de la ingesta y de la reproducciéon, comun para la gran mayoria de los
teledsteos, sugiere que el estatus nutricional podria estar involucrado
en la modulacion del eje reproductor. Recientemente, en mamiferos,
se han descrito nuevas sefales que integran el balance energético y
la reproduccion. Estas son enviadas al cerebro a través de hormonas
periféricas originadas desde el tejido adiposo, tracto gastrointestinal
y el pancreas, asi como por los factores metabdlicos y nutricionales
(Fernandez-Fernéndez et al., 2006). La leptina, una hormona secretada
por los adipocitos, en proporcion a la cantidad de reservas energéticas
(grasa) y que funciona como un factor de saciedad en la regulacion del
peso, parece tener un papel importante en la sefalizacion del inicio de
la pubertad (Spicer, 2001; Tena-Sempere y Barreiro, 2002). Esta hor-
mona no solo indica el estado en que se encuentran las reservas ener-
géticas del animal a los centros cerebrales que gobiernan la ingesta del
alimento, sino también a los centros que rigen la funcién reproductora.
La leptina ha sido caracterizada en endodermos desde hace mucho
tiempo y sélo muy recientemente en ectotermos por lo que la evolu-
cion de su funcion en los teledsteos todavia casi es desconocida. De
todas maneras, se ha sugerido que la leptina podria ser un regulador
muy importante del sistema reproductor de los peces, al encontrar que
tenfa accion directa sobre la liberacién de la LH a nivel hipofisario en la
lubina y en la trucha (Peyon et al.2001, Weil et al. 1999a). En cuanto
a su caracterizacién molecular, Johnson et al. (2000) sugirieron que en
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los peces podria estar presente un gen homologo al de la leptina. Mas
tarde, Kurokawa et al. (2005) identificaron un cDNA que codificaba
un gen homologo a la lepina humana en Takifugu rubipes y Yacovitch
et al. (2008) purificaron y caracterizaron una leptina recombinante de
esta misma especie. Por otro lado, Murashita et al. (2008) produjeron
leptina recombinante en la trucha y finalmente, Wong et al. (2007)
caracterizaron por primera vez en medaka, el cDNA del receptor de
leptina que responde a la hipoxia. Ademas, se ha demostrado una
relacion clara entre la leptina inmunoreactiva y los niveles de estradiol
durante la maduracion sexual de Plecoglossus altivelis al tiempo de la
pubertad (Nagasaka et al. 2006). Todos estos resultados apoyan firme-
mente el papel preponderante que podria tener la leptina al tiempo de
la pubertad en los teledsteos. Este compuesto podria actuar como una
molécula sefal asociada por un lado, al estatus crecimiento/energia del
animal y por otro permitiendo la puesta en marcha del proceso de la
pubertad, en estrecha similitud con lo descrito en mamiferos (fig. 15).

En la dorada, se han descrito secreciones pulsatiles pre-ovulatorias
de LH (Zohar et al., 1988) y recientemente se han visto elevaciones
nocturnas de los niveles plasmaticos de LH durante la pubertad tem-
prana de la lubina (Bayarri et al., 2004b). Estas sefiales hormonales
fueron consideradas como anunciadoras de la puesta venidera. Sin
embargo, cuando se aplica un tratamiento fotoperiddico inhibidor (p.
ej. luz continua en el periodo sensible a la luz), los picos nocturnos de
LH desaparecen y el proceso reproductor se inhibe (fig.16) (Bayarri et
al., 2008, 2009).

Todos estos resultados sugieren que la secrecién pulsatil de LH po-
dria ser importante para iniciar el proceso de la pubertad en la lubina.
Estas secreciones nocturnas de LH en plasma se podrian comparar
a las observadas en humanos, donde la secrecion pulsatil de LH co-
mienza siendo basal no pulsatil, pasa a un tren de pulsos nocturnos
durante la pubertad temprana y media y desaparece al final de este
periodo (Wu 1995). Se ha sugerido que la FSH podria tener un pa-
pel predominante en la diferenciacion sexual y en etapas tempranas
del desarrollo gonadal en la lubina pre-puber (Molés et al. 2007). La
reciente purificacion y caracterizacion de las acciones bioldgicas de
la FSH de la lubina (Molés et al. 2008) han proporcionado un fuer-
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te apoyo a la idea de que esta hormona podria estar actuando en
etapas tempranas de la gametogénesis, promoviendo la sintesis de
esteroides sexuales involucrados en la proliferacién espermatogonial
en los machos (Schultz y Miura 2002; Otha et al. 2007) y la progre-
sion de la vitelogénesis en las hembras (Patifio y Sullivan, 2002). Sin
embargo, los factores y mecanismos que regulan la sefalizacién del
incremento de FSH tanto a nivel cerebral, como hipofisario y que se
suponen estar asociados con la iniciacién de la gametogenesis toda-
via se desconocen.

Condiciones ambientales naturales

7
\

Plasma LH (ng/ml)

ro\ roN

_____ A \, Ptias - Seeeo 4 A Pt

[noche ] noche noche noche
Espermatogénesis Espermiacion completa Post-espermiacion

3¢

LH plasmatico (ng/ml)

e S

Estado inmaduro de desarrollo

FIGURA 1e.

Efecto de la administracién de luz continua (LL) en diferentes épocas del afio sobre la
aparicion de picos nocturnos de LH y el estado de desarrollo gonadal en lubinas pre-
puberes. Los efectos fueron particularmente relevantes durante los meses de Noviembre
(espermatogénesis) y Febrero (espermiacién completa). Origen de los datos Bayarri et al.,
(2004, 2008). Spg A: Espermatogonia A; spg B: Espermatogonia B, spcl: Espermatocitos 1,
spz: Espermatozoides.
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Se ha comprobado que la testosterona (T) regula negativamente la libe-
racion de FSH de la hipdfisis y acttia en las génadas estimulando la renova-
cion de las células germinales madre, a través de su conversion a E, en los
machos (Miura et al, 1999; Amer et al. 2001) y la proliferacion de las oogo-
nias en las hembras (Miura et al. 2007). Por su parte la 11-KT, el andrégeno
mas importante producido por los testiculos de los teledsteos, estimula la
produccion de factores del crecimiento por las células de Sertoli y promueve
la proliferacion de las espermatogonias que conduciran a la meiosis y a las
Ultimas etapas de la espermatogénesis (Miura et al., 1991). Se ha sugeri-
do también que la 11-KT podria ejercer una regulacion efectiva sobre los
mecanismos de retroalimentacion positivos de los niveles de expresion del
sbGnRH en el cerebro de la dorada japonesa, desempefiando un papel im-
portante en los ciclos reproductores de los machos (Okuzaba 2002). Estos
hechos apoyarian la posibilidad de que los esteroides sexuales actien como
reguladores del sistema neuronal GnRH en los teledsteos. Ademas, hay una
serie de evidencias que sugieren la posibilidad de considerar a la 11-KT
como un candidato firme en la regulacién del inicio de la pubertad de los
teleosteos (Cavaco et al., 1998; Rodriguez et al. 2005). Mas especificamen-
te, la 11-KT (no la T) fue capaz de re-iniciar la espermatogéneis y promover
la espermiacion en machos pre-pUberes de lubina expuestos a fotoperiodos
inhibidores de la gametogénesis (LL). Ademas, éstos animales mostraron
aumentos significativos de la expresién génica de las sub-unidades de las
dos gonadotrofinas y de los niveles de LH plasmatico, sugiriendo que la 11-
KT juega un papel clave en el control de la pubertad de la lubina (Carrillo
et al., 2007b). Otros factores tales como el factor | del crecimiento similar
a la insulina (IGF-I), también podrian mediar la accion de la 11-KT (LeGac
et al., 1996; Nader et al., 1999), asi como ejercer una regulacion efectiva
de la GnRH (Huang et al., 1998; Weil et al., 1999b). Todo ello pondria de
manifiesto la complejidad de los mecanismos que regulan el proceso de la
pubertad en los teledsteos y la necesidad de llevar a cabo investigaciones
mas detalladas y completas para esclarecer estos mecanismos.

3.8.5. El control ambiental de la pubertad

Dado que actualmente no se dispone de estudios previos sobre la
manipulaciéon hormonal de la pubertad en especies de teledsteos cul-
tivados, esta revision se centrara Unicamente, en su control ambiental
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y mas concretamente en el fotoperiodico. El fenémeno de la pubertad
se puede considerar como un caso particular del proceso reproductor
de los teledsteos juveniles que entran en su primera maduracién. Se
podria asumir que los mecanismos de accién y las vias neuro-endocri-
nas por donde circulan los impulsos provenientes del medio ambiente,
presumiblemente, podrian ser las mismas que las de los adultos, ya
descritas en secciones anteriores. Dicho esto, en similitud con la altera-
cion de las puestas en los reproductores, puede ser necesario adelantar
o retrasar artificialmente el inicio de la pubertad mediante el control
ambiental, en funcién de la conveniencia del acuicultor, pero tomando
siempre en cuenta la estrategia reproductora de la especie. Estudios
pioneros mostraron que era posible adelantar, de manera efectiva, la
época de puesta en hembras de truchas pre-puberes utilizando fotope-
riodos comprimidos en tres meses, con respecto al fotoperiodo natural
(Bromage, 1987). Se obtenia un efecto parecido cuando se adminis-
traban fotoperiodos largos constantes desde principios de afio hasta
Mayo, seguidos luego de fotoperiodos cortos constantes (Duston y
Bromage, 1987). En lubinas macho prepuberes, también se ha podido
comprobar que la administracion de fotoperiodo comprimido en seis
meses, respecto al fotoperiodo natural, adelantaba la primera madura-
cion sexual (Rodriguez et al., 2001a) y la exposicion a fotoperiodo lar-
go constante la retrasaba (Rodriguez et al., 2001b; Carrillo et al. 2008)
Actualmente, la manipulacién del fotoperiodo y muy especialmente
la exposicion a luz continua (LL), esta convirtiéndose en una practica
operacional estandar para la industria acuicola de numerosas especies
tales como el salmén del Atlantico (Opedal et al., 1997; Porter et al.,
1999; Endal et al., 2000; Taranger et al., 1998; Schultz et al., 2006),
la lubina (Begtashi et al.,, 2004; Rodriguez et al., 2005), el lenguado
Senegalés (Garcia Lopez et al., 2006) o el bacalao (Dahle et al., 2000;
Hansen et al., 2001; Davie et al., 2003, 2007; Taranger et al., 2006).
Estos resultados sugieren que la sefial responsable para el reclutamien-
to de los individuos que entran en el ciclo de maduracién sexual es la
disminucion otonal del fotoperiodo. Si esta sefial se enmascara con la
administracion de luz continua, como han demostrado recientemente
Davie et al. (2007) con el bacalao, se obtiene una inhibicién significa-
tiva de la actividad reproductora. Sin embargo, parece que existe un
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periodo critico, todavia por localizar, mas sensible a la administracion
de luz continua (LL) capaz de inhibir el inicio del proceso reproductor
de los peces. En otras especies, incluida la lubina, este periodo podria
estar comprendido en alguin punto entre el solsticio de verano y el de
invierno e incluye toda la bajada fotoperiodica, a partir del menciona-
do solsticio de verano, sobre la que se centraron todos los tratamientos
de LL (fig. 17). Los resultados obtenidos a partir de las experiencias con
machos de lubina demostraron que la exposicion de alevines de 4 me-
ses a iluminacion continua (LL), durante un ciclo completo de 12 me-

Solsticio Solsticio
de verano de invierno
v v
15 Fotoperiodo
natural Tasas de
1 . e maduracion
14 o Reduccion fotoperiodica
5 T +++
<@
12 -
S
2 LL (Ago-Sep)
10 - 2 I 2 ---
LL (Sep-Oct)
3 34
8 - LL (Oct-Nov)
4 I 4 44+
LL (Oct-May)
LL (Jun-Sep) 5 I 5.
6 I He==
LL (May-Abr)
7 I —— 7---

Mar Abr May Jun Jul  Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr
Meses

FIGURA 17.

Rastreo del intervalo de tiempo critico para inhibir la pubertad anticipada de la lubina
mediante la aplicacion de ventanas de luz de distinta duracién. El periodo seleccionado de
rastreo estuvo comprendido entre el solsticio de verano y el de invierno. En la parte derecha de
la figura se presenta el porcentaje de maduracién obtenido por los diferentes tratamientos que
vari6 entre un maximo indicado con: +++ y un minimo representado con: - - -.
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ses, produjo una inhibicion drastica del desarrollo gonadal prematuro
(al primer afio de vida). Por lo que las tasas de machos precoces dis-
minuyeron de un 22%, observado en los controles, a valores de 0-3%
presentado por los tratados con LL (Begtashi et al., 2004). Felip et al.
(2008c¢) aplicaron tratamientos de luz continua més cortos, de cuatro
y seis meses de duracién cada uno, durante la pre-gametogénesis (Ju-
nio-Septiembre) y la gametogénesis (Octubre-Mayo), respectivamente.
Ambos tratamientos fueron efectivos en reducir el nimero de machos
precoces que fue similar al obtenido por Begtashi et al. (2004).

Este estudio sugiere que existe un periodo foto-labil que podria estar
ubicado en algun lugar del punto de interseccion de los dos tratamien-
tos. Ademas, estos tratamientos provocaron una disminucion de los
niveles plasmaticos de la 11-KT y de la expresién de las subunidades de
las gonadotrofinas hipofisarias, muy particularmente alteraron la expre-
sion génica de la subunidad B de la FSH. La produccién desequilibrada
de este andrégeno, regulado por la FSH, podria ser limitante en la esti-
mulacion de la proliferacion de las espermatogonias hacia la meiosis, a
nivel testicular y asi detener la pubertad temprana de la lubina.

Actualmente se esta acotando aun mas el supuesto periodo fotosensi-
ble utilizando ventanas de luz continua de tres meses de duracién con re-
sultados muy relevantes (Carrillo et al., 2008). Los resultados preliminares
apuntan a que el periodo fotosensible podria estar localizado hacia finales
de verano-principios de otofo, coincidiendo con la preparaciéon e inicia-
cion de los procesos gametogénicos de la lubina. Ademas, se ha podido
establecer que si la sefial luminosa no incide plenamente sobre el periodo
sensible, ésta no es capaz de inhibir el proceso madurativo aunque puede
modificar la fase del ritmo (Carrillo et al., 2008). Estos resultados propor-
cionan un apoyo adicional al hecho de que la 11-KT sea una hormona
clave para el control del inicio de la gametogénesis en la lubina. Ademas,
indican que bajo el influjo de la luz se podria actuar en un periodo muy de-
limitado del ciclo sexual coincidente con el periodo critico ya mencionado.
El acotamiento de este periodo permitird desarrollar investigaciones mas
precisas para estudiar qué genes se activan o se silencian por accién de la
luz y cuales estan implicados en la proliferacion de las células madre esper-
matogoniales, en la multiplicacion de las espermatogonias o en el inicio de
las divisiones meioticas que llevaran a la espermatogénesis y a las etapas
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finales de la maduracién. En el aspecto practico, permitird manipular con
mayor eficacia el fotoperiodo para lograr una inhibicién completa de la
maduraciéon precoz de los peces que estan sujetos a cultivos intensivos.
Esto podria dar lugar a una mejora importante del crecimiento de los ani-
males pre-puberes que no necesitarian diversificar sus reservas energéticas
para el desarrollo precoz de las génadas dirigiéndolas, Unicamente, hacia
el crecimiento somatico como se ha verificado recientemente (Felip et al.,
2006). Esta intervencion ambiental permitira que practicamente el 100%
de la poblacién de juveniles no desarrollen prematuramente sus génadas y
alcancen los crecimientos esperados al tiempo de su comercializacion que,
en ocasiones, coincide con el tiempo en que éstos alcanzan la pubertad.
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Resumen

Los peces son el grupo mds numeroso y diverso de vertebrados y
presentan tres tipos de reproduccion: gonocorismo, hermafroditismo y
unisexualidad. La determinacion sexual es el proceso mediante el cual
se hereda el sexo y que establece el género masculino o femenino de
un individuo. Normalmente es genotipica y puede implicar cromosomas
sexuales con uno o varios factores principales, o varios factores menores
distribuidos en los autosomas. Los genes relacionados con la determi-
nacién del sexo han evolucionado independientemente varias veces. En
algunas especies, la determinacion del sexo puede ser ambiental en res-
puesta a cambios de una variable como la temperatura. Por otro lado, la
diferenciacion sexual es el proceso mediante el cual una génada indife-
renciada se transforma en un ovario o testiculo, dando lugar al sexo feno-
tipico. Los cambios morfologicos y genes implicados en la diferenciacién
sexual estdn evolutivamente bastante conservados. Sin embargo, este
proceso es muy labil en los peces, por lo que a veces segtin cuales sean
las condiciones ambientales el sexo fenotipico puede no coincidir con el
genotipico. La determinacién y diferenciacion sexual son responsables
de la proporcion de sexos en las poblaciones, un parametro demografico
que condiciona su estructura y capacidad reproductora. El estudio de la
determinacioén y diferenciacion sexual de los peces es de interés basi-
o ya que permite entender como estos mecanismos han evolucionado.
Asimismo, también tiene un claro interés para la acuicultura debido a la
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existencia de dimorfismo sexual en algunos caracteres importantes para
la produccion, tales como el crecimiento y el tiempo hasta la maduracién
sexual. Recientemente, se ha sugerido un método basado en el control
del genotipo y las proporciones de sexos para la gestion de poblaciones
naturales y la erradicacion de especies invasoras.

Abstract

Fish are the most numerous and diverse group of all vertebrates and exhibit
three types of reproduction: gonochorism, hermaphroditism and unisexuality.
Sex determination is the process by which sex is inherited and establishes the
masculine or feminine gender of an individual. Sex determination is usually
genotypic and can involve sex chromosomes, with one or several major sex fac-
tors or several minor factors distributed throughout the autosomes. The genes
responsible have evolved independently several times. In some species, sex is
instead determined according to changes of an environmental variable such as
temperature. On the other hand, sex differentiation is the process by which an
undifferentiated gonad is transformed into an ovary or testis, establishing the
phenotypic sex. The morphological changes and the genes involved in sex di-
fferentiation are evolutionarily well conserved. However, this process is quite
labile in fish and therefore at times, depending upon environmental conditions,
phenotypic sex may not coincide with genotypic sex. Together; sex determina-
tion and differentiation are responsible for population sex ratios, a demographic
parameter that influences their structure and reproductive capacity. The study
of sex determination and differentiation allows the understanding of how the-
se mechanisms have evolved. Likewise, it also has a clear applied interest for
aquaculture due to the existence of a sexual dimorphism in some characters such
as growth and time to maturity that are important for production. Recently, a
method based on genotype and sex ratio control has been suggested for the ma-
nagement of natural populations and the eradication of invasive species.

4.1. INTRODUCCION

De los cinco grandes grupos tradicionales de vertebrados (peces, an-
fibios, reptiles, aves y mamiferos), los peces constituyen el grupo mas
numeroso y diverso, representando mas del 50% de todas las especies
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de vertebrados. La cantidad de especies de peces conocidas aumenta
progresivamente y actualmente el nimero de identificadas es cercano
a las 28.000 (Nelson, 2006). Esta gran diversidad bioldgica es evidente
no soélo en los aspectos morfoldgicos, tipos de habitat, alimentacion,
comportamiento, etc. que muestran los peces, sino que se manifiesta
también en lo que concierne a su reproduccion.

4.1.1. La proporcioén de sexos o el sex ratio

La proporcion de sexos es el nimero de machos y de hembras en
una poblacién, siendo un pardmetro demografico bésico en ecologia y
el concepto sobre el cual giran buena parte de los aspectos que a conti-
nuacion se tratan. Influye en la estructura de las poblaciones y determina
su potencial reproductivo y, por tanto, de supervivencia de la especie
(Hardy, 2002). La proporcion de sexos es resultado de la existencia de
los mecanismos de determinacién y diferenciacion sexual, de los que se
ocupa este capitulo. Darwin (1871) reconocié que su estudio constituia
un problema méas complejo de lo que parece a primera vista y en «El
Origen del Hombre y la Seleccion en Relacion al Sexo» escribio:

«Hay ciertos animales (por ejemplo, peces y cirripedos) en los
cuales dos 0 mas machos parecen ser necesarios para la fecunda-
cion de la hembra; y consecuentemente los machos predominan,
pero de ninguna forma es obvio como esta tendencia a producir
un exceso de machos pudo ser adquirida. Inicialmente pensé que
cuando una tendencia a producir ambos sexos en la misma canti-
dad era provechosa para la especie, seria una consecuencia de la
seleccion natural, pero ahora veo que el problema entero es tan
complejo que es mas seguro dejar la solucion para el futuro».

Posteriormente, ya en el primer cuarto de s. xx, con la teorfa de
la evolucion por seleccién natural afianzada, la herencia mendeliana
firmemente establecida y la base cromosémica de la recombinacion
génica descubierta por T.H. Morgan, se di¢ un paso importante en la
configuracion de lo que se conoce como teoria sintética o neodarwi-
nismo. Ello fue debido a la incorporaciéon de la genética de poblaciones
gracias en buena medida a las contribuciones de Fisher. En su obra «La
Teoria Genética de la Seleccion Natural», Fisher (1930) demostré que
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las propias presiones de la seleccion hacen que en la mayoria de los
casos la proporcién de sexos en las poblaciones naturales tienda a ser
1:1 (50% machos y 50% hembras). Mas tarde se demostré que una
proporcién de sexos equilibrada constituye lo que se conoce como una
estrategia evolutivamente estable (Maynard Smith, 1978).

Dos contribuciones posteriores terminaron de establecer el marco
conceptual en donde se lleva a cabo hoy en dia la investigaciéon de los
mecanismos de determinacién y diferenciacion sexual en vertebrados.
La primera de ellas fue aportada por Charnov (1982) en su obra «La
Teorfa de Asignacion de Sexos». Esta teoria trata de las causas ultimas,
el «por qué» de la evolucion de las proporciones de sexos, y se con-
centra principalmente en dos aspectos: 1) la abundancia relativa de los
diferentes tipos de reproduccion o sexualidad, es decir, qué presiones
evolutivas favorecen la aparicién del gonocorismo vs. el hermafrodi-
tismo, y 2) como se determina en los hermafroditas la asignacién de
recursos a la produccion de cada uno de los dos tipos de gametos
(huevos vs. esperma) y la direccién o polaridad del cambio de sexo. De
acuerdo con la mencionada teorfa, la selecciéon natural actta sobre la
proporcién de sexos. La presion selectiva sobre la proporciéon de sexos
es la fuerza que modela la evolucién de los mecanismos de determina-
cion sexual responsables de la existencia de dicha proporcion.

La otra contribucién la aporté Bull (1983) en su libro «Evolucién
de los mecanismos de determinacion sexual», en donde explico los
distintos sistemas que los animales usan para establecer la proporcién
de sexos y mostré como por evoluciéon se puede pasar de uno a otro.
Estos mecanismos constituyen las causas proximas, el «cémo», que
producen la proporciéon de sexos. Asi, pues, la proporcion de sexos es
el punto de unién entre la teorfa de asignacion de sexos y la evolucién
de los mecanismos de determinacion sexual que la producen.

La proporcion de sexos depende entonces de la combinacion de
determinacion y diferenciacion sexual. En su tratado «Biologia del De-
sarrollo», Gilbert (1991) afirmé que dentro de los mecanismos biolé-
gicos esenciales el determinismo del sexo y su variacién con la evolu-
cion constituye uno de los problemas mas fascinantes de la biologia.
Ademads, las gdnadas embrionarias son el Unico érgano animal que
partiendo de un rudimento comun es capaz de desarrollarse en dos

I 252

253 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

DETERMINACION Y DIFERENCIACION SEXUAL EN LOS PECES

6rganos adultos distintos: ovarios y testiculos, y cambios a nivel mole-
cular en los procesos de determinacion y diferenciacion sexual afectan
la estructura demografica de las poblaciones (Hardy, 2002).

4.1.2. Estudios previos y enfoque

El conocimiento de la determinacién y diferenciacion del sexo en
peces fue exhaustivamente revisado por Devlin y Nagahama (2002).
El impulso que parece haber dado esta revision, junto con el descu-
brimiento del primer y hasta ahora Unico gen determinante del sexo
en peces en el mismo afio (Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002),
probablemente explica el gran nimero de trabajos publicados a partir
de dicha fecha, con varios descubrimientos significativos.

Las ultimas revisiones disponibles pero focalizadas en aspectos con-
cretos del estudio de la determinacion y diferenciacion sexual de los
peces incluyen, tanto las de caracter basico como aplicado: Baroiller et
al. (1999) y Baroiller y D'Cotta (2001), sobre las influencias ambientales
sobre la proporcion de sexos; Beardmore et al. (2001) y Piferrer (2001),
sobre la masculinizacion y feminizacion hormonal, respectivamente, y
sus aplicaciones en acuicultura; Strissmann y Nakamura (2002), sobre
diferenciacion gonadal; Schartl (2004a, 2004b), sobre la evolucion de
cromosomas sexuales; Nagahama (2005), sobre algunos genes impli-
cados; y Volff et al. (2007), sobre evolucién de genes determinantes
del sexo.

El estudio de la determinacién y diferenciacion sexual de los peces
se ha convertido en un area muy activa de investigacion. Este trabajo
es deliberadamente superficial en la exposicion, por lo que esta enfo-
cado a, por un lado, definir algunos conceptos esenciales y términos
que con demasiada frecuencia se usan mal. Por otro, a dar una vision
de conjunto y a dirigir a los que necesiten una informaciéon mas deta-
llada hacia una serie de trabajos publicados en revistas internacionales,
que incluyen tanto investigaciones originales como revisiones, las cua-
les permitirdn conocer el estado actual de nuestro conocimiento sobre
la determinacion y diferenciacion sexual de los peces. En este sentido,
los estudios publicados fundamentalmente en revistas internacionales
desde la revisién de Devlin y Nagahama (2002) hasta la fecha han sido
resumidos y discutidos en revisiones recientes y mas detalladas, tanto
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en lo que concierne a la determinacién (Penman y Piferrer, 2008) como
a la diferenciacion sexual (Piferrer y Guiguen, 2008), a las que se re-
mite al lector que quiera profundizar maés. Este capfitulo esta dirigido a
alumnos de cursos de doctorado y master en temas relacionados con
la fisiologia animal, genética, acuicultura, gestion de recursos, medio
ambiente, etc., asi como a investigadores en areas afines que quieran
actualizar sus conocimientos sobre este tema.

Asimismo, sin poder evitar una cierta repeticién con algunas partes
del contenido de las citadas revisiones, se discuten algunos temas que
cara a investigaciones futuras se consideran interesantes bajo la opi-
nion personal del autor. Al final se encontrara un glosario que ayudara
a comprender el significado de algunas definiciones esenciales en este
tema. Para algunos términos problematicos se ha recurrido a la defini-
cion empleada por Atz (1964).

Para evitar confundir al lector con siglas que en la lengua castellana o
bien no existen, y por lo tanto se tendrian que inventar, o, caso de existir,
practicamente no se usan, en todo el trabajo se emplean las abreviacio-
nes cominmente utilizadas en inglés. Los nombres comunes utilizados
en la denominaciéon de las especies corresponden a los nombres ver-
naculares utilizados en sus respectivas areas de distribucion y han sido
obtenidos fundamentalmente a través de Fishbase (www.fishbase.org).

4.2. TIPOS DE REPRODUCCION

Los peces presentan todos los tipos de reproduccion conocidos en
vertebrados: gonocorismo, hermafroditismo y unisexualidad (Price,
1984). Asimismo, exhiben una amplia gama de modos de reproduc-
cion, que conciernen fundamentalmente el comportamiento sexual
durante la freza, la presencia o ausencia de caracteres sexuales secun-
darios, el tipo de apareamiento, la fabricacion de nidos para las pues-
tas y el cuidado parental de los huevos. Los modos de reproduccion de
los peces fueron exhaustivamente revisados por Breder y Rosen (1966)
en una obra de casi mil paginas, aun no superada, y no seran tratados
aqui, menos aun al no estar relacionados con la determinacion y dife-
renciacion del sexo. Los distintos tipos de reproduccion presentes en
los peces se muestran en la Tabla 1.
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TABLA 1.
Tipos de reproduccién en los peces y ejemplos de especies representativas.

Tipo de reproduccion Subtipo Especies representativas

Lubina (Dicentrarchus labrax)

Salmon Atlantico (Salmo salar)
Anguila europea (Anguilla anguilla)

Pez cebra (Danio rerio)
Proterandrico Dorada (Sparus aurata)

Diferenciado
Gonocorismo’
Indiferenciado?

- Secuencial Proterogineo Pajel (Pagellus erythrinus)
Hermafroditismo T : ; — .
Bidireccional Trimma okinawae (gdbido tropical)
Simultaneo Besugo (Pagellus bogaraveo)
o, Topote amazona (Poecilia formosa)
) . Ginogénesis . . .
Unisexualidad Pez rojo (Carassius auratus gibelio)
Hibridogénesis Guatopote (Poeciliopsis monacha-lucida)

Notas:
! Llamado a veces sexos separados o bisexualidad.
2 Llamado a veces falso hermafroditismo o (de forma incorrecta) hermafroditismo juvenil.

4.2.1. Gonocorismo

El gonocorismo es con creces el tipo méas abundante de reproduc-
cion sexual en los peces, y el Unico presente en anfibios, aves y mami-
feros. Se caracteriza por la existencia de dos sexos separados, de forma
gue cada individuo produce o bien esperma y es un macho, o bien
huevos y es una hembra. Su predominancia en los vertebrados refleja
las ventajas de la reproduccién sexual en los grupos mas derivados de
animales. En los peces, mas del 90% de las especies para las que se
conoce su tipo de reproduccién son gonocoristas, las cuales incluyen
a la mayoria de especies de interés comercial tanto para pesquerias
como para la acuicultura, y no es de extrafar que la gran mayoria de
investigaciones se ha llevado a cabo con este tipo de especies.

4.2.2. Hermafroditismo

El hermafroditismo es un tipo de reproduccion sexual en el que cada
individuo funciona como macho y hembra a lo largo de su vida. El
hermafroditismo es muy habitual en las plantas e invertebrados pero
en los vertebrados esta presente exclusivamente en los peces. Para que
una especie pueda ser clasificada como hermafrodita, es necesario que
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el tipo habitual de reproduccion de la mayoria de sus individuos sea
el hermafroditismo. Por tanto, especies en las que muy raramente, o
solo bajo ciertas condiciones excepcionales (por ejemplo, tras la expo-
sicion a contaminacion guimica o térmica), se encuentran individuos
con ambas génadas, con génadas conteniendo tanto tejido masculino
como femenino, o bien con una génada claramente de un sexo pero
con algunas células germinales propias del sexo contrario, no pueden
clasificarse como hermafroditas. Ni siquiera como falsas hermafroditas,
que es otro concepto (ver seccion 4.4.2.3). Los criterios para la asig-
nacion de una especie como hermafrodita pueden consultarse en mas
detalle en Sadovy y Shapiro (1987).

La incidencia del hermafroditismo en los peces sélo habia sido mo-
tivo de especulacién, sin datos que avalasen un punto de vista en
particular. Investigaciones recientes muestran que el total de especies
hermafroditas ronda las 400 (Piferrer, Maynou, Ospina-Alvarez, Messe-
guer y Lloris, datos no publicados), lo que significa menos de el 1.5%
de las 27.977 especies de peces identificadas hasta la fecha (Nelson,
2006). Sin embargo, si se atiende al numero de especies hermafroditas
respecto al numero de especies para las que se conoce su modo de
determinacion sexual, unas 7.000, entonces el porcentaje de especies
hermafroditas se acerca al 6% del total.

Aunque el hermafroditismo presenta, en teoria, una serie de ven-
tajas sobre el gonocorismo y, como se ha mencionado antes, es muy
frecuente en las plantas y en los invertebrados —lo que podria hacer
pensar en un caracter ancestral-, lo cierto es que en los peces repre-
senta un caracter derivado que ha evolucionado independientemente
varias veces. Nuestro estudio muestra que esta presente en mas de
30 familias, exclusivamente marinas. En un estudio reciente, aplicando
de forma rigurosa los criterios de Sadovy y Shapiro (1987), Sadovy y
Liu (2008) confirman el hermafroditismo funcional en 27 familias de
peces y también una incidencia del 6% respecto al total de familias de
teleodsteos.

Las especies hermafroditas se dividen en secuenciales y simultaneas.
Estas ultimas, como su nombre indica, producen gametos masculinos
y femeninos al mismo tiempo, o en un periodo muy breve de tiempo, y
aungue la autofertilizacién es tedricamente posible, en la practica la
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fertilizacion se lleva a cabo con gametos producidos por individuos
distintos para evitar los problemas derivados de la consanguinidad. Las
especies hermafroditas simultaneas (llamadas también hermafroditas
sincrénicas) son un caso Unico dentro de los eucariotas con reproduc-
cion sexual, en tanto que todos los individuos de la poblacion generan
progenie (en el resto sélo las hembras lo hacen).

Las especies hermafroditas secuenciales (llamadas a veces también
consecutivas) maduran primero como un sexo, al menos una vez, y
después como el sexo opuesto el resto de las veces. Segun sea la po-
laridad del cambio, se dividen en proterandricas (llamadas también
protandricas) si primero maduran como machos, o proterogineas (pro-
togineas) si lo hacen al revés (Lacadena, 1998). Ultimamente, se ha
descubierto que algunos gébidos tropicales y hermafroditas secuen-
ciales son capaces de cambiar muchas veces de un sexo al otro si-
guiendo simples estimulos ambientales, y se los ha bautizado como
hermafroditas secuenciales bidireccionales (Sunobe y Nakazono, 1993;
Manabe et al., 2007). La proteroginia es el tipo de hermafroditismo
mas comun, comprendiendo aproximadamente dos tercios del total
de todas las especies hermafroditas, sequido por la proterandria y el
hermafroditismo simultaneo, sin duda el mas minoritario (Piferrer, Ma-
ynou, Ospina-Alvarez, Messeguer y Lloris, datos no publicados).

Las especies proterogineas pueden ser monandricas si todos los ma-
chos se originan a partir de hembras funcionales que experimentan el
fenédmeno de cambio de sexo y a estos machos resultantes se les llama
machos secundarios; o bien diandricas, en las que existen dos tipos
de machos: machos primarios, que maduran como tales por primera
vez, es decir, el animal pasa de indiferenciado a macho primario sin ex-
perimentar jamas el cambio de sexo, y machos secundarios, originados
por el proceso de cambio de sexo. Igualmente, en los hermafroditas
protrandricos hay dos tipos de especies, las monogineas, sélo con la
existencia de hembras secundarias, y las digineas, con hembras prima-
rias y secundarias (Sadovy y Liu, 2008).

El fenomeno del cambio de sexo se da por tanto sélo en los herma-
froditas secuenciales y puede tener lugar en respuesta a la aparicion
de factores estimulantes o a la desapariciéon de factores inhibidores
(Warner, 1988; Ross, 1990). En cualquier caso, el cerebro integra los
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estimulos ambientales que dirigen el cambio de sexo en las génadas
(Francis, 1992). El mecanismo de sefnalizacion endocrino que transfiere
a las goénadas la informacion integrada por el cerebro no ha sido aun
descubierto, pero muy probablemente implica a las gonadotrofinas hi-
pofisarias (FSH y LH) y a sus respectivos receptores en las génadas.

En los Ultimos anos se ha observado un progreso significativo en el
conocimiento de los mecanismos hormonales intragonadales que go-
biernan la reestructuracion de la génada durante el proceso de cambio
de sexo (Frisch, 2001; Nakamura et al., 2005), siendo, en resumen,
una variante de los que operan en la regulacion de las génadas de es-
pecies gonocoristas con los mismos componentes. Una breve discusion
sobre estos aspectos se encuentra en la seccion 4.4.3.2.1

4.2.3. Unisexualidad

Las especies que tienen la unisexualidad como tipo de reproduc-
cion solo contienen hembras que se reproducen por partenogénesis
en algunas de sus variantes, ginogénesis e hibridogénesis, y han sido
tratadas extensamente por Devlin y Nagahama (2002).

En la ginogénesis se produce descendencia a partir de huevos par-
tenogenéticos que, sin embargo, precisan ser activados por el esperma
de un macho de una especie proxima, aunque este esperma no con-
tribuye genéticamente en la descendencia. Este es el caso del topote
amazona, Poecilia formosa, una especie hibrida formada a partir del
topote del Atlantico, P mexicana, y del topote velo negro, P latipina.
R formosa produce huevos en los que se suprime la primera division
meidtica, y por tanto la recombinacion, dando lugar a una progenie
clonal formada exclusivamente por hembras que son genéticamente
idénticas a sus madres. Otros casos de reproduccion unisexual inclu-
yen los de algunas poblaciones de pez rojo, Carassius auratus, en las
gue coexisten formas gonocoristas y ginogenéticas de ploidia varia-
ble: C. auratus gibelio, gonocorista o bien triploide sélo hembras; C.
auratus lagsdorfi, triploides sélo hembras, etc. Otras especies en las
gue coexisten lineas unisexuales incluyen hibridos entre Phoxinus eos
y P neogaeus, especies del género Cobitis, Menidia, Fundulus y Rutilus
(Devlin y Nagahama, 2002). Los aspectos ecoldgicos y evolutivos de la
ginogénesis han sido revisados por Schlupp (2005).

I 258

259 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

DETERMINACION Y DIFERENCIACION SEXUAL EN LOS PECES

En la hibridogénesis las hembras se reproducen con un macho de
una especie relacionada que si contribuye con su esperma a la dota-
cion genética de la descendencia. Cuando las hembras resultantes de
dicho cruce producen sus propios huevos el conjunto de cromosomas
homologos de origen paterno se pierde, por lo que pasan a la descen-
dencia solo los cromosomas maternos. En este caso la reproduccién
no es completamente asexual sino hemi-clonal ya que el genoma ma-
terno se transmite intacto junto a nuevo material genético aportado
por el padre. El caso mejor estudiado es de un pequefio pez del género
Poeciliopsis que vive en arroyos de zonas desérticas del sur de EE.UU.
y Méjico. Hembras de guatopote del Mayo, P monacha, se reprodu-
cen con machos de una especie simpatrica, guatopote del mocorito, P
lucida, y producen hibridos P monacha-lucida que son todo hembras
(Schulz, 1967) —lo que indica que en este caso la influencia materna
en la determinacion del sexo es més fuerte que la paterna—y que
muestran caracteristicas fenotipicas de ambas especies. Las hembras
de P monacha-lucida producen huevos que sélo contienen el genoma
de P monacha. Estos huevos se fertilizan por retrocruzamiento con
esperma de P lucida, con lo que la especie unisexual hibrida se per-
petla. Hay que sefalar que estas especies son de fertilizacién interna
y ovoviviparas.

La unisexualidad es el tipo menos frecuente de reproduccion y se
ha descrito bien sélo en unas pocas especies, representando menos
del 1% para las que se conoce su tipo de reproduccion. Sin embargo,
su incidencia global no ha sido especificamente evaluada. Ademas,
si se tiene en cuenta que las especies asexuales son cripticas por na-
turaleza e incluyen especies hibridas de ploidia variable, su numero
podria superar el centenar (Vrijenhoek et al., 1989). Muchas de estas
especies se originan por multiplicacién de juegos enteros de cromo-
somas como consecuencia de hibridaciones intra- o interespecificas
(auto- y alopoliploidia, respectivamente). Un ejemplo en la peninsula
ibérica es el ciprinido Iberocypris (antes Squalius) alburnoides (Alves
et al., 2001). La incidencia de especies auto- y alopoliploides en po-
blaciones naturales de peces asi como los mecanismos que hacen
posible su aparicion han sido revisadas recientemente por Piferrer et
al. (2009).
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4.3. DETERMINACION SEXUAL

4.3.1. Definicién y mecanismos

La determinacion del sexo es el proceso genético o ambiental me-
diante el cual se establece el género (macho, hembra) de un indivi-
duo (Bull, 1983). Esta definicién no parece muy buena, puesto que
«determinar» y «establecer» pueden ser sinénimos, pero es la mejor
gue se ha encontrado, quizd un poco mejor que otras como aquella
que postula que la determinacion del sexo es «cualquier de los varios
mecanismos por el cual el sexo de un animal (o planta) se determina»
(Uller et al., 2007). Lo importante es darse cuenta que la determinacién
del sexo es un proceso (conjunto de acciones que tienen un resultado
observable) que, por cierto, puede involucrar a distintos mecanismos,
y que estas acciones pueden venir controladas por la informacién ge-
nética que hereda el individuo o en respuesta a cambios en las condi-
ciones ambientales.

Los peces y los reptiles, en los vertebrados, pueden tener dos ti-
pos de determinacion sexual: 1) En la determinacién sexual genoti-
pica (GSD) el sexo se establece en el momento de la concepcién (o
transcurrido muy poco tiempo después de ella) y existen diferencias
genéticas entre los sexos. 2) Determinacién ambiental del sexo (ESD),
en donde entre sexos no existen diferencias genéticas consistentes y
el sexo se determina transcurrido un tiempo (del orden de dias o se-
manas) tras la fertilizacion (Bull, 1983; Valenzuela et al., 2003; Sarre
et al., 2004). La relacion entre determinacion y diferenciacion sexual,
y también con el fenémeno del cambio de sexo en las especies que
lo presentan, aparece relacionado en un contexto ontogenético en
la Figura 1.

La herencia del sexo estéd basada en tres efectos principales: 1) fac-
tores sexuales principales, 2) factores sexuales menores y 3) diferencias
ambientales. Los dos primeros casos corresponden a GSD, mientras
gue el ultimo corresponde a ESD. Las unidades que se segregan y que
son la base hereditaria de las diferencias en determinacion del sexo se
llaman factores sexuales. En un sistema simple como el de los mamife-
ros, los factores sexuales que se segregan son el cromosoma X e Y. En
los sistemas multiples hay varios factores sexuales (siendo su nimero
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FIGURA 1.

Esquema de la determinacion y diferenciacién sexual y del cambio de sexo en relacién
al desarrollo de los peces. La flecha horizontal gruesa indica el tiempo y junto a ella se
representan las distintas fases del desarrollo, comenzando por la formacién del cigoto
hasta que los animales llegan a adultos y se reproducen. La determinacién sexual puede
ser genotipica, en cuyo caso se establece en el momento de la formacion del cigoto tras
la fertilizacién, o ambiental, actuando mas tarde durante la embriogénesis, desarrollo
larvario o etapa juvenil, dependiendo de las especies. Sin embargo, los efectos ambientales
acostumbran a ser mas pronunciados (+) cuando mas indiferenciada esta la génada,
disminuyendo su efecto (-) con el tiempo. En cualquier caso, la determinacién sexual acttia
sobre génadas ya formadas pero atin sexualmente indiferenciadas, dirigiendo el proceso
de diferenciacién sexual (flechas gruesas hacia abajo) hacia la formacién de un ovario o
testiculo. Producto de la determinacién y diferenciacién sexual es la proporcién de sexos
resultante (sex ratio). En las especies hermafroditas del tipo secuencial se da, ademas,
el fenémeno del cambio de sexo, que puede verse como una rediferenciacién sexual de
adultos que ya se han reproducido. Para cada evento asociado a una fase del desarrollo,
por ejemplo, la formacién del cigoto tras la fertilizacién, se indica también el tipo de sex
ratio resultante (ver discusion de este concepto en el texto). Modificado de Piferrer (2007).
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conocido y sus efectos medibles) y en los sistemas polifactoriales hay
muchos factores involucrados, pero dificiles de cuantificar y de medir
su efecto individual. Dentro de los factores sexuales, los principales
tienen efectos importantes y claros, mientras que los menores tienen
efectos pequefos sobre la determinacion del sexo. Las transiciones
evolutivas de un sistema a otro son posibles (Bull, 1983; Ezaz et al.,
2006). Para una especie, o incluso poblacién dada dentro de una espe-
cie, la determinacion del sexo se puede explicar por una combinacién
de los tres tipos de efectos citados.

4.3.2. Determinacion sexual geneotipica

La determinacion sexual genotipica (GSD) se basa en la herencia
y segregacién durante la formacion de gametos de factores sexuales
mayores y menores y es el tipo de determinacién sexual predomi-
nante en los peces, mientras que ESD es un sistema muy minoritario
en comparacion. La herencia del sexo basada en factores sexuales
mayores se conoce también con el nombre de herencia cromosémica
y comprende sistemas monofactoriales’, con un par Unico o multi-
ples cromosomas sexuales, y sistemas multifactoriales (ver la Tabla
2). En los sistemas cromosomicos el sexo puede ser predecido en
funciéon del genotipo de cigoto, y las proporciones de sexos resul-
tantes normalmente se ajustan a 1: 1. Dentro de GSD, el mecanismo
mas comun es el de un sistema monofactorial con un par Unico de
cromosomas sexuales del tipo XX/XY o WZ/ZZ. En este sistema y en
el de cromosomas sexuales multiples el sexo homogamético puede
ser el masculino o el femenino. A su vez, los cromosomas sexuales
en los peces pueden ser homomorficos o heteromérficos (ver a con-
tinuacion). En los sistemas cromosdmicos multifactoriales cada indivi-
duo tiene un Unico par de cromosomas sexuales pero hay tres o0 mas
factores principales determinantes del sexo, por lo que ambos sexos
son heterogaméticos.

' Segun lo que se considere por factor (el elemento que se segrega y que
constituye la herencia del sexo) el sistema XX/XY se llama sistema bifactorial o
de dos factores (el X'y el Y) por algunos autores, mientras que otros lo llaman
monofactorial, por la herencia del gen Sry.
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TABLA 2.
Tipos de determinacién sexual en los peces gonocoristas

Determinacion Tipo de Numero de o 9
q A Genotipo | Genotipo | Cromosomas
del sexo Herencia del | mecanismo de | cromosomas Sexo 9 q .
i P - de las sexuales Especies representativas | Referencias
genotipica sexo basada en | determinacion | sexuales en | heterogamético ;
A Roms hembras heteromorficos
o0 ambiental del sexo un individuo
No Medaka (Oryzias latipes) 1
XX XY 5i Trucha arco iris )
Macho (Oncorhynchus mykiss)®
XX X0 Si Triacanthus brevirostris 3
Par tnico No Tilapia azul (Oreochromis 4
wz 7z aureus)
Hembra Si Leporinus sp. 5
Factores sexuales Sistema ) wz 20 Si Lepidocephalichthys guntea 6
principales monofactorial
Determinacion (sistemas
del sexo cromosomicos) ’ ) .
genotipica XiXi XX, XiXY Si Eigenmannia sp.
(GSD} Macho
Cromosomas
sexuales 7
miltiples XX XY Si Hoplias sp.
Hembra W,W,Z 7 Si Apareiodon affinis
Multifactorial Par Gnico Ambos SN XY,YY No* FEIh (Egions 8
wy maculatus)
Factores sexuales Jifactorial Cromos?mas da (Xiohaohorus helleri
e Polifactorial sexuales nla nla nla nla Espada (Xiphophorus helleri) 8
ausentes
Determinacion RS
del sexo soxuales wa a wa a Pejerrey del Atlantico 9
Determinacién dependiente de em— (M. menidia)’
del sexo Diferencias 12 temperature’
L | t I D inacion
(ESD) Hee Cromosomas
denendiente sexuales nla nla nla nla Apistogramma sp. 10
pdel oH ausentes
Notas:

! Llamada a veces determinacion genética del sexo.

? Llamado a veces bifactorial o sistemas de dos factores.

3 Referido como TSD en la literatura en inglés.

* Cromosomas sexuales diferenciados sdlo en algunas poblaciones (Nanda et al., 1992).

> Solo en algunas poblaciones (Thorgaard, 1977).

& Un locus secundario y modificador opera al menos en algunas poblaciones.

7S6lo en algunas poblaciones (Lagomarsino y Conover, 1993).

n/a, no aplicable.

Referencias: 1, Aida (1921); 2, Thorgaard (1977); 3, Choudhury et al. (1982); 4, Campos-Ramos et al. (2001); 5, Solari (1994); 6, Sharma
y Tripathi (1988); 7, Almeida Toledo y Foresti (2001); 8, Kallman (1984); 9, Conover y Kynard (1981); 10, Romer y Beisenherz (1996).

4.3.2.1. Cromosomas sexuales en peces y su evolucion

Los cromosomas sexuales se llaman heterocromosomas, un nom-
bre que, como es habitual, estd tomado prestado de la nomenclatura
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empleada en mamiferos, en los que dichos cromosomas son distintos.
De hecho lo son en los machos pero no en las hembras. En los machos
se distinguen porque el X y el Y tienen forma y tamafo distinto. En
los peces, en cambio, aunque su nimero modal puede ser parecido o
superior al de los mamiferos, los cromosomas son, en general, de un
tamafio reducido en comparacién (e.q., Bouza et al. 1994) y aunque
existan los cromosomas sexuales sensu stricto, lo cierto es que en la
mayoria de casos tienen la misma forma en ambos sexos, es decir, son
homomorficos. Los cromosomas sexuales que son distintos se llaman
heteromorfos y aunque algunas especies los poseen, no es lo habi-
tual. Ademas, los heteromérficos pueden recibir este nombre por ser
realmente distintos en tamafno o por serlo tras la aplicacién de técni-
cas citogenéticas para establecer sus patrones de tincién (Bouza et
al., 1994), por el anélisis del complejo sinaptonémico (Carrasco et al.,
1999) o por la hibridacién con sondas fluorescentes (FISH) (Iturra et al.,
1998). La existencia de cromosomas sexuales homomorficos, los mas
habituales como se ha sefialado, se evidencia entonces por métodos
indirectos, tales como el estudio de la proporcion de sexos en distintas
familias, la induccién a la ginogénesis, que deberia dar en teoria una
progenie 100% hembra en los sistemas cromosdmicos tipo XX/XY, o el
empleo de individuos tratados con hormonas (ver seccion 4.5.1.2).

La formacién de cromosomas sexuales se produce por duplicacion
o translocacién de fragmentos de los cromosomas, de forma que se
crean zonas en las que se va eliminando progresivamente la recombi-
nacion durante la meiosis. Bajo estas circunstancias es como evolucio-
nan las secuencias y genes ligados al sexo, alguno de los que llegan
a devenir determinantes del sexo. Este proceso ha sido descrito por
Schartl, 2004a) y aparece ilustrado en la Figura 2A.

En los sistemas multifactoriales hay tres 0 mas cromosomas sexua-
les, pero con la particularidad de que su numero y efecto en el fenotipo
puede caracterizarse con precision. En los peces el caso mejor cono-
cido es el de Xiphophorus maculatus en los que hay tres cromosomas
sexuales W, X e Y. Sin embargo, cada individuo posee sélo dos de ellos,
por lo que algunos autores ven el sistema multifactorial como un caso
particular de sistema monofactorial.
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FIGURA 2.

Esquema de la evolucién de cromosomas sexuales y genes determinantes del sexo en los peces.
A) Evolucion del cromosoma Y de medaka (Oryzias latipes). Un segmento de un cromosoma
autosémico (A) del grupo de ligamiento 9 (LG9), que contiene varios genes tales como dmrt1 y
dmrt3, se duplica y se inserta en un cromosoma distinto, perteneciente a otro grupo de ligamiento
distinto (LG1), el cual devine el proto-Y cromosoma. En el segmento insertado se acumulan
transposones, lo que da lugar a una regién que no se recombina con la correspondiente de su
cromosoma homélogo. Posteriormente, todos los genes excepto dmirt1bY (DMY) devienen no
funcionales por mutacién. Modificado de Schartl (2004a). B) Cambios en los genes implicados en
la determinacién del sexo. Cada gen activa la transcripcion del gen siguiente en la cascada por
encima de un cierto umbral, lo que activa la transcripcién del siguiente gen por debajo (a). La
duplicacion del gen B genera una segunda copia con un nivel basal de expresién (b). Los niveles
basales de las dos copias del gen B son suficientes para activar a C sin necesidad del concurso de
A, que deviene obsoleto (c). Una mutacién en una de las copias de B (B') hace que su expresién
sea suficiente para activar a C (d). Un gen nuevo se afade a la cascada y es capaz de regular todo
el proceso, deviniendo el nuevo gen determinante del sexo. Modificado de Scahrtl (2004b).
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La gran diversidad de los peces se refleja en los mecanismos de deter-
minacion sexual, que pueden ser distintos incluso en especies del mismo
género e incluso dentro de poblaciones de la misma especie (Tabla 2). La
determinacion del sexo en grupos de especies de de gran importancia en
acuicultura, como salmonidos y tilapias, ha sido revisada recientemente
por Woram et al. (2003) y Cnaani et al. (2008), respectivamente.

4.3.2.2. Genes determinantes del sexo y loci ligados al sexo

En los mamiferos existe un gen principal Unico determinante del
sexo llamado Sry y lo poseen esencialmente todos los miembros de
este grupo. Ademas, con la excepcién de los monotremas, que tie-
nen cromosomas sexuales multiples, todos los mamiferos determinan
el sexo por un sistema XX/XY (hembras:machos) (Ezaz et al., 2006). A
pesar de un intenso esfuerzo de investigacién, en las aves, con un Uni-
co sistema determinante del sexo del tipo WZ/ZZ (hembras:machos),
todavia no se ha descubierto ningtin gen determinante del sexo, y es
posible que el dia que se descubra se evidencie que esta presente en
todos los miembros de este grupo. Los anfibios tienen ambos sistemas,
XX/IXY y WZ/ZZ, con posibilidad de cromosomas multiples, y los reptiles
también, ademas de ESD, pero en ninguno de estos dos grupos de
vertebrados se conoce tampoco cual es el gen determinante del sexo y
no se sabe si es Unico o hay varios.

En general, los genes implicados en la determinacion del sexo en los
mamiferos o bien no se encuentran en los peces o, si lo hacen, no estan
asociados a ningun sexo en particular (Husebye et al., 1994). El Unico
gen determinante del sexo conocido en vertebrados distinto a Sry fue
descubierto en los peces, concretamente en la especie Oryzias latipes
de forma independiente por dos equipos en 2002 vy, fiel a la tradicion
gue parece empefnada en confundir a los lectores, recibe tres nombres
distintos: DMY, DMRT1Y o dmrt1bY (Matsuda et al., 2002; Nanda et al.,
2002; Schartl, 2004a). DMY es un gen de reciente evolucién (< 10 mi-
llones de afos) (Zhang, 2004). Su funcién parece estar relacionada con
la inhibicion de la proliferacion celular de las células germinales (Herpin
et al., 2007). En estudios posteriores se determind que otras especies
del mismo género no posefan este gen (Kondo et al.,, 2003; Volff et
al., 2003), por lo que se llegd a la conclusiéon de que en los peces los
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genes determinantes del sexo han evolucionado muchas veces distintas
y su numero o formas de presentarse puede ser muy elevado. Estudios
recientes por pérdida (Paul-Prasanth et al., 2006) o ganancia de funcion
(Matsuda et al., 2007) han demostrado firmemente que DMY es el gen
«master» determinante del sexo en Oryzias latipes.

Los genes determinantes del sexo pueden evolucionar de varias for-
mas (Matsuda, 2003; 2005; Woram et al., 2003), siendo una de ellas
por mutaciones en alguno de los componentes de la cascada de genes
implicados en la determinacion del sexo (Schartl, 2004b; Fig. 2B). En
resumen, para ninguna especie de pez de importancia para la acui-
cultura se conoce cual es el gen determinante del sexo. Visto en pers-
pectiva, el Unico gen determinante del sexo conocido en peces hasta
la fecha esta presente en... sélo dos de las cerca de 28.000 especies
de peces!

Sin embrago, ello no ha sido obstaculo para que la regién deter-
minante del sexo o ligada al sexo empieza a ser conocida en algunas
especies modelo: Xiphophorus maculatus (Froschauer et al., 2002),
Gasterosteus aculeatus (Griffiths et al., 2000; Peichel et al., 2004) y Ta-
kifugu rubripes (Cui et al., 2006; Kikuchi et al., 2007), asi como espe-
cies interesantes para la acuicultura tales como el salmén del Pacifico,
Oncorhynchus tshawytscha (Devlin et al, 1991; Stein et al., 2001), pez
gato, Ictalurus punctatus (Liu et al., 1996), tilapia del Nilo, Oreochro-
mis niloticus (Lee et al., 2003) y trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss
(Felip et al., 2005).

Como se ha visto, muchas especies de peces estan en los primeros es-
tadios de la diferenciacién de los cromosomas sexuales y muchas tienen
un sistema monofactorial de determinacion del sexo tipo XX/XY o Wz/
Z7. Esta situacion es propicia para la identificacion de marcadores liga-
dos al sexo y eventualmente los propios genes determinantes del sexo.

Se da una paradoja en cuanto a la dificultad de aislar secuencias es-
pecificas de cada sexo y eventualmente el gen determinante del sexo.
En especies con una avanzada o marcada diferenciacién de cromoso-
mas sexuales existe una importante cantidad de secuencias repetidas
gue se han ido acumulando alrededor del gen determinante del sexo,
lo que hace muy dificil y laborioso su aislamiento final (Li et al., 2002).
Sin embrago, las especies con poca diferenciacién de sus cromosomas
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sexuales porque estan todavia en un estadio temprano de evolucién
parecen ser mas favorables al aislamiento de marcadores sexo-especifi-
cos. Asi, puede ser mas facil aislar los genes determinantes del sexo en
especies con sistemas monofactoriales pero sin cromosomas sexuales
heteromorfos (Penman y Piferrer, 2008).

4.3.2.3. Sistemas polifactoriales

En los sistemas polifactoriales el sexo se determina por el efecto
de muchos factores menores, algunos estimulando la diferenciacion
del sexo femenino y otros la del masculino (Fig. 3). El sexo resultante
depende de la combinacién de dichos factores.

Estos factores estan distribuidos en todo en genoma y son dificiles
de caracterizar, cada uno con pequefio efecto aditivo, quiza con algu-
no actuando de forma epistatica sobre los otros. En estos casos no hay
cromosomas sexuales como tales. Dependiendo de la segregaciéon de
estos factores sexuales durante la meiosis, cada gameto serad porta-
dor de una dotacién particular, por lo que en las especies que poseen
este tipo de determinacién sexual es caracteristica la fluctuacion de las
proporciones de sexos en distintas puestas originadas de los mismos
reproductores, asi como la existencia de efectos parentales y de inte-
racciones genotipo-ambiente. Algunos autores consideran los sistemas
polifactoriales como los mas primitivos en peces, a partir de los que
evoluciona en una direccion ESD vy, en la otra, sistemas GSD basados
en factores principales (Bull, 1983; Rice, 1986).

4.3.3. Determinacion sexual ambiental

En la determinacion ambiental del sexo (ESD) cambios en una varia-
ble ambiental determinan el sexo de los individuos, la variable ambien-
tal pudiendo ser cualquiera. La principal diferencia con GSD es que en
la ESD no hay diferencias genéticas consistentes entre los sexos, y que
la primera diferencia entre sexos viene dada por diferencias en el valor
de una variable ambiental. En este caso el sexo no se determina hasta
después de la eclosiéon de los huevos durante un periodo del desarro-
llo que es distinto para cada especie pero que acostumbra a coincidir
con los estadios larvarios y postlarvarios de estos animales. Comparado
con GSD, ESD ha sido mucho menos estudiada aunque constituye un
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claro caso de plasticidad fenotipica en animales (distintos fenotipos
a partir de un mismo genotipo). En los vertebrados se da sélo en los
peces y reptiles. Se ha afirmado que los factores ambientales capaces
de determinar el sexo incluyen la temperatura, pH, fotoperiodo y sali-
nidad (Devlin y Nagahama, 2002), pero como se vera a continuacion
en muchos casos la evidencia es muy circunstancial y con razonable

AAXX

Frecuencia

2

indiferenciada

Gino- Gonada )
AAXX [ZH >ZM] —> inductor > indiferenciada — = (UEE

Andro . .
AAXY [EM >ZH] == inductor — Génada —> Testiculo

FIGURA 3.

Esquema de un sistema mixto en el que se combina la determinacién del sexo por factores
principales presentes en los cromosomas sexuales (XX/XY) junto con factores menores
presentes en los autosomas (AA). Si la suma de los efectos de factores determinantes
del sexo femenino (H) es mayor que la de los determinantes del sexo masculino (M) se
produce la sintesis de un ginoinductor (hormonas femeninas) y se desarrollan ovarios, y
en caso contrario testiculos. La linea vertical de puntos indica el umbral que separa a los
dos sexos fenotipicos. Obsérvese que hay una zona de solapamiento en los efectos de los
factores, lo que posibilita la existencia de individuos con sexo fenotipico distinto a su sexo
genotipico. Este esquema puede aplicarse también a un sistema polifactorial sin influencias
de factores principales. Adaptado de Yamamoto (1969).
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certeza solo se han podido verificar efectos de la temperatura vy, en
menor grado, del pH.

La aparicion de ESD precisa de una serie de condiciones conoci-
das como el modelo de Charnov y Bull (Charnov y Bull, 1977). Segun
este modelo, el mecanismo de determinacién del sexo de una especie
devendra ESD si se cumplen las siguientes condiciones: 1) Ambien-
te desigual durante las etapas tempranas de la vida, de forma que
variaciones del ambiente afectan de forma distinta las posibilidades
de supervivencia y reproduccion («fitness») de machos y hembras, 2)
Pequefio o ningln control de los padres y las crias sobre la seleccion
del ambiente en donde se desarrollaran, y 3) los adultos de distintos
ambientes se cruzan al azar.

4.3.3.1. Determinacion del sexo dependiente
de la temperatura

La determinacion del sexo dependiente de la temperatura (TSD) es
un caso particular de ESD en donde la temperatura ambiente durante
periodos sensibles del desarrollo es capaz de determinar el sexo feno-
tipico de forma irreversible. Siguiendo investigaciones en reptiles, en
donde este tipo de determinacion sexual es muy comun (Pieau, 1996),
se llevaron a cabo estudios en peces y se encontré que TSD estaba
presente en al menos 8 familias de peces gnatéstomos y una especie
de agnato (Devlin y Nagahama, 2002). Se afirmé también la presencia
de TSD en algunas especies de peces cultivadas (Baroiller y D'Cotta,
2001). Hasta la fecha, TSD se habia sefalado de forma implicita o ex-
plicita en 59 especies de peces. La primera evidencia se encontré en el
pejerrey del Atlantico, Menidia menidia (Conover y Kynard, 1981), en
donde altas temperaturas durante el periodo termosensible resultan
en una mayor proporciéon de machos.

En los peces, ademas, son frecuentes las interacciones genotipo-
ambiente en lo que se refiere a la determinacion sexual. En M. me-
nidia, por ejemplo, distintas poblaciones poseen un sistema GSD sin
influencia del ambiente, mientras que en otras TSD llega a representar
el 70% de la variacion observada en proporciones de sexos (Lagomar-
sino y Conover, 1993). Cambios en la sensibilidad o respuesta a la
temperatura han sido observados también en especies con sistema de
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determinacion polifactorial con influencia del ambiente, tal y como es
el caso de la lubina (Mylonas et al., 2005).

Similar a la situacién en los reptiles, en los peces se habian descrito
tres normas de reaccion o patrones de cambios en las proporciones
de sexos en respuesta a la temperatura (Strissmann y Patifio, 1999;
Baroiller et al., 1999; Baroiller y D'Cotta, 2001; Devlin y Nagahama,
2002; Godwin et al., 2003; Conover, 2004): el nimero de machos, 1)
aumenta con la temperatura, 2) disminuye con la temperatura y 3) au-
menta en los extremos de temperatura y se aproxima a 1:1 a tempera-
turas intermedias. El numero de especies de peces con TSD que habia
sido asignado a cada patrén era de 53-55, 2-4 y 2, respectivamente
(Ospina-Alvarez y Piferrer, 2008).

Una cuestion muy importante sobre TSD en los peces es su inciden-
cia. La opinién predominante hasta ahora era que TSD era muy comun
y que nuevas especies con TSD se irfan encontrando a medida que
nuevas observaciones se llevasen a cabo. (e.g., Hattori et al., 2007).
Por otro lado, otros autores habian sefialado que en la gran mayoria
de casos la evidencia de TSD se habia obtenido en experimentos de
laboratorio con temperaturas que la especie en cuestidon raramente
experimenta en la naturaleza (Conover, 2004). Asi, no todos los casos
de TSD parecian reales (e.g., Tessema et al., 2006). Con la excepcién
de M. menidia y M. peninsulae, toda la evidencia sobre TSD ha sido
obtenida en el laboratorio. Algunas investigaciones de laboratorio con
especies relacionadas tales como el pejerrey de Argentina, Odontes-
thes bonariensis, establecieron fehacientemente la presencia de TSD
en dichas especies (Strissmann et al., 1996).

Valenzuela et al. (2003) propusieron un método para evaluar la pre-
sencia de TSD en peces. Este método recientemente ha sido modifica-
do para incorporar también los criterios de Conover (2004) (Fig. 4A)
y ha sido aplicado en un estudio que incluye las citadas 59 especies
para las que se habia supuesto la presencia de TSD. En esencia, se
determind si existian evidencias directas o indirectas de la presencia de
cromosomas sexuales, gue caso de existir son reflejo de que la especie
posee GSD y no TSD, y ver si las temperaturas usadas para obtener una
respuesta son ecolégicamente relevantes. Los resultados muestran en
primer lugar que TSD es claramente la excepcion en peces. Es decir, un
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mecanismo derivado que ha aparecido algunas veces de forma inde-
pendiente, pero que en cualquier caso es minoritario y comprende a
40 especies (Ospina-Alvarez y Piferrer, 2008). Si se tiene en cuenta que
de éstas, 33 pertenecen al mismo género (Apistogramma, unos Cicli-
dos sudamericanos), entonces es evidente que en la mayoria de casos
en donde se habifa supuesto TSD lo que en realidad esta operando es
un mecanismo de GSD. El uso de temperaturas fuera del rango que la
especie experimenta durante el periodo termosensible habia llevado a
postular la presencia de TSD en especies que en realidad no lo tienen.
Por otro lado, se demostrd que solo existe en peces el patron 1 de res-
puesta de la proporcion de sexos a la temperatura, es decir, un mayor
nimero de machos con el aumento de temperatura (Ospina-Alvarez
y Piferrer, 2008). La figura 4B ilustra el cambio en la proporcién de
sexos en especies con GSD, GSD+TE y TSD. Puede observarse que para
gue una especie posea TSD el cambio en la proporcién de sexos debe
producirse en el rango de temperaturas que dicha especie experimenta
normalmente en la naturaleza. Ademas, se calculé que cambios de
entre 1.5y 4°C en la temperatura del agua, tal y como estan revistos
que ocurran a lo largo de este siglo como consecuencia del cambio
climatico, son capaces de modificar la proporcion de sexos hasta 3:1
(machos:hembras) en algunos casos (Ospina-Alvarez y Piferrer, 2008).
Estos resultados modifican algunas especulaciones realizadas anterior-
mente sobre la evolucion de los mecanismos de determinaciéon sexual
en los peces (Mank et al., 2006).

Otra cuestion importante es esclarecer el mecanismo molecular me-
diante el cual la temperatura afecta a la proporcién de sexos dentro del
contexto de la preocupacion de como el ambiente controla y regula la
expresion génica (Gilbert, 2005). Este mecanismo muy probablemen-
te afecta a la aromatasa, el enzima que convierte a los andrégenos en
estrégenos (ver seccion 4.4.3.2.1), y es aplicable no sélo a peces sino,
como minimo, a reptiles, los otros vertebrados que junto con los peces
presentan TSD. Se ha visto que exposicidon a temperaturas mas altas de
lo normal aumentan la proporcién de machos (de acuerdo al patrén 1
observado) en un numero variado de especies y que esta respuesta tie-
ne en comun una inhibicion de la expresién de la aromatasa. Ello, por
ejemplo, se ha observado en el fletan japonés, Paralychthis olivaceus
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(Kitano et al., 1999), tilapia del Nilo (Kwon et al., 2000; D'Cotta et al,
2001a), pez cebra, Danio rerio (Uchida et al., 2004) y lubina (Blazquez et
al., 2009). Investigaciones recientes en nuestro laboratorio indican que
el mecanismo molecular podria involucrar un silenciamiento del gen de

A | Diagnosis de GSD vs. TSD | B RTD
I

Evidencia de la presencia GSD
de cromosomas sexuales

] [

Incubacion en un rango
amplio de temperaturas
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o
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1:1 no 1:1 o +TE
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o
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FIGURA 4.

Determinacion del sexo dependiente de la temperatura (TSD). A) Algoritmo para esclarecer
si el mecanismo de determinacién sexual de una especie es genotipico (GSD), dependiente
de la temperatura (TSD) o genotipico con influencias ambientales (GSD + TE). *Indica que
los cromosomas pueden ser homomérficos o heteromorfos; **RTD, rango de temperatura
en el medio durante el periodo termosensible. B) Normas de reaccion de la proporcién de

sexos (aqui expresado como proporciéon de machos) en funcién de la temperatura en especies
con GSD, GSD + TE y TSD. El 4rea sombreada indica el rango de temperaturas en el medio
natural que el animal experimenta durante la etapa del desarrollo que comprende el periodo
termosensible (RTD). Para que el mecanismo de determinacion sexual de una especie sea
catalogado de TSD el cambio de la proporcién de sexos en respuesta a la temperatura debe
producirse dentro del RTD. Adaptado de Ospina-Alvarez y Piferrer (2008).
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la aromatasa originado por una metilacién de dinucleétidos CG en su
promotor, de forma que serfa un mecanismo epigenético de interaccion
ambiente-genoma controlando un caracter fenotipico esencial como es
el sexo (Navarro-Martin et al., 2007).

4.3.3.2. El pH y otros factores ambientales

Tras la temperatura, el pH del agua es el Unico factor para el que ha
sido demostrada una influencia clara en la determinacién del sexo en
peces, aunque su efecto es menos pronunciado. La influencia del pH
fue demostrada en varias especies tropicales de pequefio tamano (Ru-
bin, 1985). En un estudio muy completo, Rdmer y Beisenherz (1996)
mostraron una mayor produccion de hembras a pH bajos en mas de
30 especies de Ciclidos del género Apistogramma. La respuesta en
la proporcion de sexos segun el pH puede tener valor adaptativo en
especies que estan expuestas a fuertes cambios estacionales de preci-
pitacion (por ejemplo, debido a los monzones en el SE asiatico), como
una estrategia para producir el sexo que puede sacar mejor partido a
unas condiciones ambientales determinadas.

Hay otras variables ambientales que se han estudiado por su posible
influencia en la proporciéon de sexos, demostrandose normalmente la
ausencia de tales efectos. Este es, por ejemplo, el caso del fotoperiodo
en la lubina (Blazquez et al., 1998a) o la salinidad en la tilapia (Abucay
et al.,, 1999) y lubina (Saillant et. al , 2003a). En otros casos, puntual-
mente se ha afirmado la existencia de tal o cual factor ambiental sobre
una especie dada. Sin embargo, sin estudios independientes y mas
detallados es demasiado arriesgado dar por establecida la existencia
de dichos efectos. Es muy probable que, tal y como se ha comentado
mas arriba en relacién a la temperatura, muchos de estos efectos se
hayan obtenido sometiendo a las especies a condiciones que jamas
o raramente experimentan en la naturaleza, por lo que su relevancia
ecolégica y, por tanto, su valor adaptativo, es mas que discutible.

4.3.4. Sistemas mixtos

Algunas especies parecen tener sistemas mixtos, consistentes en la
combinacién de GSD y TSD. Es mas, algunas poblaciones de la misma es-
pecie pueden tener GSD, otras TSD y auin otras una mezcla de ambas. Este
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escenario fue descrito para M. menidia (Lagomarsino y Conover, 1993).
¢Es ello realmente posible? Hay un cierto debate sobre este punto. Asi,
por un lado, algunos autores consideran que GSD y TSD son dos extremos
de un patrén continuo con muchas gradaciones y reflejo de un proceso
(la determinacion del sexo) que también es continuo (Sarre et al., 2004).
Otros, en cambio, estan de acuerdo que el patrén observado es cierta-
mente continuo, pero que el proceso que lo origina (el mecanismo de
determinacién sexual) es o bien genotipico o ambiental (Valenzuela et al.,
2003) si uno se cife al significado de la definicién de determinacion del
sexo: la primera diferencia durante la ontogénesis entre dos sexos. Asf, en
una especie con GSD la primera diferencia entre sexos sera la presencia en
el cigoto de factores distintos (sistemas basados en la herencia de facto-
res sexuales mayores) o combinaciones de factores mayores con menores
segun el sexo (sistemas mono- o multifactoriales con influencias autoso-
micas), o bien diferencias de contenido en numerosos factores menores
(sistemas polifactoriales). Por el contrario, la primera diferencia ontogené-
tica en una especie con TSD es la diferencia en factores ambientales.

Un concepto distinto es la existencia de especies con un sistema GSD
gue por no ser suficientemente robusto esté expuesto a fluctuaciones
ambientales, de forma que la proporcién de sexos secundaria o terciaria
no coincida con la primaria, no por mortalidad o predacién ligada al
sexo, sino porque durante la diferenciacion sexual ésta se ve afectada
por el ambiente, lo que desemboca en la presencia de animales con sexo
fenotipico distinto a su sexo genotipico. Estos casos se refieren como
especies GSD + EE (de GSD + environmental influences) porque a pesar
de que el ambiente afecta a la proporcion de sexos la determinacion
del sexo inicial sigue siendo GSD (Bull, 1983; Valenzuela et al., 2003).
Este escenario es frecuente en especies con GSD polifactorial y un buen
ejemplo de ello es la lubina, Dicentrarchus labrax (Saillant et al.; 2002
Piferrer et al., 2005; Saillant et al., 2006 Vandeputte et al., 2007).

4.3.5. El sexo como una dicotomia marcada
por el umbral de un caracter continuo

Si exceptuamos a algunos organismos unicelulares, en la mayoria de
seres vivos hay sélo dos sexos y es bien conocido el hecho que la pro-
porciéon de sexos sigue una distribucion binomial. Menos aparente es el
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hecho de que ambos sexos puedan ser considerados el producto de un
caracter continuo, de forma que los individuos que alcanzan un cierto
umbral en un tiempo determinado se desarrollan como un sexo y los
gue quedan por debajo de dicho umbral lo hacen como el sexo opuesto.
En particular, se hace énfasis en tasas de desarrollo asociadas a la deter-
minacion de un sexo, normalmente los machos con mayores tasas de
desarrollo. Esta vision ha sido propuesta con distintos matices y de forma
independiente por varios autores, habiendo de destacar las contribucio-
nes de Bogart (1987), Kraak y De Looze (1993) y Mittwoch (2006).

Esta es una area que decididamente merece mucha mas atencién
que la que ha recibido hasta ahora. Por su condicion de animales
poiquilotermos en los que con una simple manipulacion de la tempe-
ratura se puede afectar el desarrollo, los peces proporcionan un campo
de trabajo excelente para profundizar en estas cuestiones. En la lubina,
por ejemplo, ya hace tiempo que se demostrd una clara asociacion
entre el crecimiento —o, mas estrictamente, el tamafno alcanzado a una
determinada edad- vy la diferenciaciéon sexual, de forma que antes de
llegar al afio de edad los individuos mas grandes suelen ser hembras
y los mas pequefios machos (Blazquez et al.,, 1999). De hecho, esta
caracteristica se ha explotado para la obtencién de poblaciones enri-
quecidas con un determinado sexo para fines cientificos mediante la
aplicacion de clasificaciones por talla (Papadaki et al., 2005). Reciente-
mente, se ha observado que distintas tasas de alimentacién y, por tan-
to, de crecimiento influyen en la proporcién de sexos en el pez cebra
(Lawrence et al., 2008). Es posible que este fendmeno sea mas extenso
de lo que parece y resulta pues interesante dirigir investigaciones en
este sentido.

4.3.6. Esclarecimiento de los mecanismos
de determinacion sexual

Con la industrializacion creciente del proceso de producciéon en
acuicultura es necesario disponer de reproductores genotipados para
poder desarrollar planes de mejora en los que, en primer lugar, la in-
formacion del sexo de los animales antes de que sea aparente exter-
namente sirve para canalizar adecuadamente la seleccion. En segundo
lugar, una adecuada gestion de la proporcion de sexos operacional es

I 276

277 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

DETERMINACION Y DIFERENCIACION SEXUAL EN LOS PECES

necesaria para optimizar los lotes de reproductores. Por otro lado, el
aumento del numero de especies de interés para la acuicultura hace
necesario saber si una especie nueva es gonocorista o hermafrodita. En
el primer supuesto es importante saber si existe un dimorfismo sexual
en crecimiento y edad de primera madurez sexual. En el segundo, co-
nocer la polaridad del cambio de sexo y la edad o tamafio en que
éste se produce para anticipar como puede afectar a la produccion y
gestion de los lotes. De todo ello se deduce que el conocimiento de los
mecanismos de determinacion y diferenciacién sexual es cada vez mas
importante en la acuicultura moderna.

Existen una serie de métodos para esclarecer qué mecanismo de de-
terminacion sexual posee una especie, que pueden agruparse en direc-
tos e indirectos. Los métodos directos incluyen el analisis citogenético,
determinando si el nimero y forma de los cromosomas es igual entre
los dos sexos. Caso de no serlo, ello seria muy probablemente indicativo
de un sistema monofactorial con machos o hembras heterogaméticos.
En el caso de no existir tales diferencias entre sexos, lo mas esperable
en peces, un sistema monofactorial no puede descartarse pero existe la
posibilidad de la existencia de un sistema multi- o polifactorial.

Otros métodos directos incluyen la identificaciéon de bandas o se-
cuencias ligadas al sexo. Con métodos de tincion especificos podria
descubrirse la existencia de diferencias en el patrén de bandas entre
sexos, lo cual ayudaria a su identificacion. Finalmente, las sondas mo-
leculares pueden permitir identificar secuencias determinantes del sexo
o ligadas al sexo. Un marcador ligado al sexo es una secuencia locali-
zada en el mismo cromosoma en donde se encuentran el gen o genes
gue determinan el sexo y por lo tanto la recombinacién puede todavia
ocurrir entre los dos loci, alterando el patrén de ligamiento entre ale-
los. Por el contrario, un marcador especifico del sexo esta tan préximo
al gen determinante del sexo (puede incluso llegar a ser el mismo) que
ya no ocurre recombinacion y por lo tanto se asocia siempre a un sexo
determinado.

Por otro lado, los métodos indirectos incluyen el andlisis de la pro-
porcion de sexos en varias familias o el andlisis de la progenie de fami-
lias obtenidas cruzando a un individuo tratado hormonalmente para
cambiar su sexo fenotipico respecto a su sexo genotipico, asi como la
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induccion de la ginogénesis. Sexos variables entre distintas familias de
la misma especie sugieren una componente parental en la determina-
cion del sexo, posiblemente reflejo de un sistema de factores mayores
con loci secundarios o de un sistema multifactorial con varios factores.
Si, ademas, se observan diferencias en la proporcion de progenies ori-
ginadas a partir de cruces sucesivos usando los mismos reproductores,
ello es indicativo de la presencia de un sistema polifactorial con o sin la
influencia del ambiente (Vandeputte et al. 2007).

TABLA 3.

Esclarecimiento de mecanismos de determinacién sexual mediante la generacion de familias y el
sometimiento de una porcién de los miembros de cada familia a distintas condiciones ambientales.

Resultados Efectos Efectos Mecanismo deducido
observados parentales | ambientales

Todas o la mayoria de familias con

GSD monofactorial

proporciones de sexos cercanas a 1:1 en No No (GSD pura)
todas las temperaturas P

Variacion de las proporciones de sexos
entre familias pero no de una familia Si No GSD polifactorial
bajo distintas condiciones ambientales

Variacion de la proporcion de sexos
segun las condiciones ambientales pero No 5i

ESD con baja influencia
genética

poca o nula variacion entre familias bajo (ESD pura)
una misma condicién ambiental P

Variacion de la proporcion de sexos

entre familias y entre distintas , ,
- . Si Si

condiciones ambientales dentro de una

familia

ESD con alto efecto genético
y ambiental (interaccion
genotipo-ambiente)

Abreviaciones: GSD, determinacion del sexo genotipica. ESD, determinacion del sexo ambiental.

Para una especie en la que no se tengan indicios de cual puede ser
el mecanismo de determinacién sexual pueden tomarse reproductores
de ambos sexos y generar cruces para crear varias familias, dividendo
los miembros de cada una de ellas en tanques distintos sometidos a
distintas condiciones ambientales, por ejemplo de temperatura. Una
aproximacion como la descrita puede generar varias posibilidades y
seguln cual sea el resultado se puede deducir en que grado la deter-
minacion del sexo es genotipica, ambiental o una mezcla de ambas
(Tabla 3).
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4.4. DIFERENCIACION SEXUAL

4.4.1. Definicion

La diferenciacion sexual? es el proceso mediante el cual un ru-
dimento gonadal ya formado pero sexualmente indiferenciado se
transforma en un ovario o un testiculo. Este proceso estd controlado
por una serie de mecanismos moleculares y fisiolégicos que se tra-
ducen en los cambios morfolégicos que pueden observarse. A nivel
morfolégico, la diferenciacién sexual comienza con la aparicion de la
primera diferencia en génadas rudimentarias que permita clasificar a
los individuos en dos grupos en funciéon de estas diferencias. A nivel
bioquimico o molecular, el concepto es el mismo aunque las diferen-
cias implican cambios en el contenido de alguna sustancia, por ejem-
plo, de los esteroides sexuales (ver seccion 4.4.3.1), si se contempla la
diferenciacion desde un punto de vista bioquimico, o de la expresion
de alguin gen importante para el proceso como es la aromatasa (ver
seccion 4.4.3.2.1), si se hace desde un punto de vista molecular. Es
dificil precisar cuando termina la diferenciacion sexual, pero se pue-
de tomar como sefal un testiculo en el cual las células germinales
son todas espermatogonias (no ha empezado aun la meiosis) y estan
perfectamente identificadas las células somaticas. Ademas, es posi-
ble empezar a distinguir la formacion de los tubulos seminiferos. En
las hembras, la entrada en meiosis es muy temprana, y es habitual
observar las células germinales entrando en meiosis cuando el ovario
todavia se esta formando.

La diferenciacion sexual da como resultado la formacién de un
macho o de una hembra a partir de un cigoto de un genotipo de-
terminado producido por unos padres concretos en un ambiente
dado (Bull, 1983). Junto con la determinacion sexual, la diferen-
ciacion sexual de todos los individuos de una poblacién, unos en
machos, otros en hembras, producen la proporcién de sexos de la
misma.

2 Aqui se refiere a la gonadal, puesto que se puede hablar de la diferenciacion
sexual de cerebro, que no sera tratada en este capitulo.
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4.4.2. Aspectos morfolégicos

4.4.2.1. Relacién sistema excretor-reproductor
y primeros estadios

Morfolégica y embriolégicamente el sistema reproductor esta inti-
mamente relacionado con el sistema excretor. Hay importantes dife-
rencias estructurales entre los distintos tipos de peces, considerando a
los agnatos en un extremo y a los teledsteos en el otro. En los ciclésto-
mos (lampreas) el conducto de Wolff conduce la orina mientras que
la gbnada descarga directamente en el celoma y los gametos salen al
exterior por un poro urogenital que conecta con el citado conducto.
En los teledsteos hembra, el ovario descarga los gametos a través de
un gonostoma hacia el conducto de Muller, el cual se junta con el
conducto de Wolff en el seno urogenital. Sin embargo, el gonostoma
estd ausente en algunos teledsteos (anguila, salménidos). Por el con-
trario, en los teledsteos macho el conducto de Muller ha desapareci-
do y los gametos masculinos se descargan por el conducto de Wolff,
mientras que la orina se descarga por un conducto accesorio de nueva
formacion. Todos estos conductos convergen en una cloaca. Asi, en los
teledsteos, los conductos de Wolff transportan orina en las hembras
pero mayoritariamente espermatozoides en los machos. Una descrip-
cién pormenorizada de estas relaciones morfoldgicas estd fuera del
ambito de este capitulo, pero se puede encontrar en tratados de zoo-
logia (e.g., Grassé, 1957) o de anatomia comparada (e.g., Weichert y
Presch, 1981).

4.4.2.2. Etapas del proceso morfolégico
de la diferenciacion sexual

El proceso de diferenciaciéon sexual puede dividirse en dos grandes
etapas: Etapa 1, gdnada indiferenciada, que a su vez comprende dos
periodos: Periodo 1, estadio pregonadal con las siguientes fases: a)
Aparicion de las células primordiales germinales (PGC), b) migracién de
las PGC a través del cuerpo hacia la regién cercana del mesonefros, y
) concentracion de las PGC en el epitelio celémico, alrededor del lugar
donde se va a formar la futura cresta germinal. El proceso de diferen-
ciacion sexual a partir de este momento esté ilustrado en la figura 5.

I 280

281 de 719



Sitio Argentino de Produccién Animal

DETERMINACION Y DIFERENCIACION SEXUAL EN LOS PECES

La gonada se forma a la altura del mesonefros en un corte sagital
(Fig. 5A). Periodo 2, formacion de la génada con las siguientes fases:
a) Formacion de las crestas germinales por proliferacion del epitelio ce-
l6bmico hacia el interior de la cavidad celémica (Fig. 5B), y b) migracion
de las PGC al interior de las crestas germinales. Etapa 2, diferenciacion
propiamente dicha, que morfolégicamente puede ser histolégica o ci-
tologica. En la diferenciacion sexual histoldgica la primera diferencia
entre sexos se da por cambios en la apariencia la forma de la gbnada
o de alguna de sus partes (Fig. 5C). Por ejemplo, en la tilapia del Nilo
las futuras hembras se distinguen porque empieza la formacion de la
cavidad ovarica por evaginaciéon, mientras que en el mismo periodo en
los futuros machos no hay cambio aparente. Los cambios histolégicos
de los futuros machos se observan muchas veces con la formacion
del sistema vascular del testiculo, consistente en la arteria gonadal, la
vena gonadal y el espemiducto. Por el contrario, en la diferenciacion
citolégica las diferencias se observan en algun tipo celular particular.
Por ejemplo, en el salmén del Pacifico las hembras se distinguen de los
futuros machos porque las células germinales entran en la profase de
la primera divisién meidtica comenzando asi la gametogénesis cuando
la diferenciacion sexual alin no ha terminado. Cuando estan en esta
fase las PGC reciben el nombre de gonocitos, es decir, las células ger-
minales ya no tienen las caracteristicas morfoldgicas de primordiales,
pero tampoco se pueden distinguir entre espermatogonias y oogonias.
En los machos de otras especies como la tilapia, cambios citolégicos
observados mejor al microscopio electronico incluyen la apariencia de
células muy ricas en mitocondrias y reticulo endoplasmatico liso, indi-
cativo de que se trata de células esteroidogénicas.

Aqui es interesante sefialar que en los vertebrados la gbnada em-
brionaria consta de dos zonas: corteza y médula. La corteza represen-
ta la cresta gonadal acabada de mencionar, de naturaleza epitelial,
mientras que la medula es parénquima de la zona entre la cresta y el
mesonefros. En todos los vertebrados excepto los teledsteos (o sea, in-
cluyendo también a los elasmobranquios), el desarrollo de la corteza a
expensas de la médula es sefal de diferenciacion ovérica, mientras que
el desarrollo de la medula respecto al de la corteza lo es de diferencia-
cion testicular. En los peces teledsteos, tanto el ovario como el testiculo
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FIGURA 5.
Esquema de la formacién de las génadas de los peces y su relacion con el sistema excretor.
A) Regiones del rinén embrionario de los peces en un corte sagital, indicando el pronefros
(PrN), mesonefros (MsN) y metanefros (MtN). B) Formacién de las crestas gonadales como
una expansion del epitelio celémico en la proximidad del mesonefros. C) Diagrama en que
se muestran dos formas de formacién de la cavidad ovarica de los tele6steos: formacién
de la cavidad entovarica por invaginacion (a) y formacién de la cavidad provarica por
evaginacion (b). Abreviaciones: cl, celoma; ce, cavidad entovarica; cg, cresta germinal;
cp, cavidad prosovadrica ec, epitelio celémico; i, intestino; md, mesenterio dorsal; mo,
mesovario; ov, ovario. En los machos el mesenterio gonadal se llama mesorquio y en las
hembras mesovario. Modificado de Weichert y Presch (1981).
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derivan de la zona cortical de la gonada indiferenciada. Esta particu-
laridad se ha intentado relacionar con la labilidad sexual caracteristica
de estos animales, o bien con la existencia de un mayor nimero de
especies protogineas que proterandricas como reflejo de este origen
embriolégico Unico de las gbnadas de los teledsteos.

En algunas especies el crecimiento de las génadas va en direccién
cefalocaudal (e.g., salmonidos), mientras que en otras es caudocefali-
co (e.g., lubina). Los principales tipos celulares gonadales de acuerdo
a su funcion, asi como la diferenciacion histolégica vs. citolégica estan
resumidos en la Tabla 4. Actualmente, existe la metodologia de abla-
cion de células y marcado especifico de una linea celular determinada,
gue permite su trazado durante el desarrollo (Nakamura et al., 2006),
o comprobar los efectos de la eliminacién de un tipo en particular
(Slanchev et al.; 2005), lo que sin duda ayudaré significativamente a
establecer la base molecular y celular de los cambios morfolégicos ob-
servados durante la diferenciacion sexual.

TABLA 4.
Principales tipos celulares gonadales y diferenciacion histolégica vs. citolégica.

Linea somatica . e . L

Organo : Linea germinal Diferenciacion Diferenciacion

. Soporte E5t9r°'c.|°' g histologica citologica
génesis

Espermatogonia —
espermatocito primario —
Testiculo  Sertoli Leydig espermatocito secundario —
espermatida —
espermatozoide

Aparicion de células
esteroidogénicas en
la linea somética

Formacion del
sistema vascular

Oogonia — oocito
Ovario  Granulosa Teca primario — oocito secundario
— o6tida — huevo

Formacion de la  Células germinales
cavidad ovarica en meiosis

El ovario acostumbra a estar estructurado en laminas que dejan un
espacio central hueco llamado cavidad ovérica. Esta se puede formar por
invaginacion, dando lugar a un cavidad llamada entovarica, o por evagi-
nacién, dando lugar a una cavidad llamada prosovarica (Fig. 5C). En algu-
nos peces tales como los salmoénidos la cavidad ovarica esta presente sélo
durante la formacién del ovario, siendo ausente en las hembras adultas,
las cuales descargan los huevos dentro de la cavidad celomica.
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4.4.2.3. Patrones. Especies diferenciadas e indiferenciadas

Las especies gonocoristas siguen dos patrones segin como se for-
men las gbnadas. En las gonocoristas llamadas diferenciadas la génada
indiferenciada se transforma directamente en ovario o testiculo, segun
el animal sea hembra o macho, respectivamente. Ejemplos de ellas
son la lubina, salmén y rodaballo. Por el contrario, en las especies go-
nocoristas llamadas indiferenciadas en todos los individuos la gonada
indiferenciada pasa por una etapa de diferenciacién pseudo-ovarica.
Posteriormente, aproximadamente la mitad de ellos siguen la diferen-
ciacion ovarica para convertirse en hembras, mientras que en la mitad
restante el incipiente ovario se atrofia por apoptosis (Uchida et al.,
2002) para dejar paso a la diferenciacion testicular. Ejemplos de ellas
son la anguila y el pez cebra. Debido a que existe un breve periodo de
su desarrollo en el que en la génada puede observarse tejido de am-
bos sexos, las especies gonocoristas indiferenciadas se llaman a veces
falsos hermafroditas, falsos porque no cambian de sexo cuando son
adultos y sélo producen gametos de un tipo durante toda su vida. A
veces también se les llama hermafroditas juveniles (Maak et al., 2003).
Este segundo término puede llevar a confusién, por lo que no se debe-
ria usar, de la misma manera que no se deberian llamar protogineas.

El proceso morfoldgico de la diferenciacion sexual en una especie
gonocorista diferenciada se ilustra tomando el salmén coho (Oncor-
hynchus kisutch) como ejemplo (Fig. 6).

La morfologia de las génadas de los teledsteos en un contexto filo-
genético ha sido revisada por Parentiy Grier (2004). Serian convenien-
tes mas trabajos como este porque hace demasiado tiempo que hay
conceptos que se van repitiendo sin actualizarse. Es plausible que la
gran diversidad morfoldgica de los peces se manifieste también en la
estructura de sus gonadas. Con el incremento del nimero de especies
examinadas no es pues extrafio que aparezcan «excepciones» a lo que
se considera regla, que de hecho no hace sino reflejar el adn limitado
conocimiento que se tiene de aspectos basicos. Ejemplos de ello son la
espermatogénesis semicistica del lenguado (Garcia-Lépez et al., 2005),
los patrones «atipicos» de proliferaciéon de células germinales de Si-
ganus guttatus (Komatsu et al., 2006) o el gradiente cefalocaudal y la
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FIGURA 6.
Fotomicrografias del desarrollo gonadal y la diferenciacion sexual del salmén del
Pacifico (Oncorhynchus kisutch). A) Seccién transversal de la génada indiferenciada
1 dia antes de la eclosién. La cresta genital se acaba de formar. B) Seccion transversal de
la génada indiferenciada 6 dias tras la eclosién (dph). El ntimero de células de la cresta
germinal ha aumentado y puede observarse la configuracion del tejido somatico en
estroma y epitelio germinal. C) Seccién transversal de la génada indiferenciada
20 dph. El nimero de células germinales ha aumentado por mitosis y el érgano posee
una forma caracteristica de pera. Algunas células (flecha) estan a punto de entrar
en meiosis. D) Seccion longitudinal de la génada indiferenciada 20 dph. La génada
es un filamento de unas 40 um de grosor. E) Seccién longitudinal de una génada 27
dph comenzando la diferenciacién sexual hacia hembra. Pueden observarse células
germinales en la profase de la primera divisién meiética (leptoteno, paquiteno temprano
y paquiteno tardio). Obsérvese la diferencia en la apariencia de la cromatina segtn la
fase de desarrollo. El grosor de la génada es de unas 60 pm. F) Seccién longitudinal
del ovario de una hembra 76 dph. Se pueden observar varios oocitos primarios de
distinto tamafio en el estadio perinucleolar temprano, asi como la formacién de lamelas
ovaricas. Algunos oocitos contienen cuerpos de Balbiani rodeando al niicleo. G)
Seccion transversal de un ovario 104 dph. Obsérvese la forma triangular y el desarrollo
sincrénico de los oocitos. Algunos cuerpos de Balbiani atin pueden distinguirse en
algunos oocitos. H) seccién transversal de un testiculo 130 dph lleno de espermatogonias
y con el sistema vascular desarrollado. Abreviaciones: a, arteria gonadal; bb, cuerpo
de Balbiani; bc = cavidad visceral; gc = gonocito; ge, epitelio germinal; It, leptoteno;
ms, mesorquio; nc, nucleolo; oc, oocito primario; ol, lamela ovarica; pc, paquiteno; rd,
mesonefros; sb, vejiga natatoria; sd, espermiducto; sp, espermatogonia; st, estroma; v,
vena gonadal; zge, zigoteno temprano; zgl, zigoteno tardio; La escala de magnificacién
representa 20 pm en A-E; 100 um en F y G, y 40 pm en H. Tomado de Piferrer (1990).
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asimetria en el desarrollo de las gonadas del pejerrey, Odontesthes bo-
nariensis (Strissmann y Ito, 2005). Ademas, cambios morfoldgicos de
la gdbnada durante la diferenciacion sexual particulares segun la cepa
considerada han sido identificados en el pez cebra (Maak et al. 2003).

4.4.2.4. Intersexos

Un elemento recurrente en la diferenciacion sexual de los peces es
la aparicion de intersexos en especies que normalmente son gonoco-
ristas. Estos animales se caracterizan por poseer gbnadas con tejido
ovarico y testicular o la presencia de unas pocas células germinales
de un sexo dentro de una génada del sexo contrario (normalmente
oocitos dentro de un testiculo). La incidencia de la intersexualidad fue
ampliamente revisada por Atz (1964). En especies como la lubina, en
la que su diferenciacién sexual se conoce bien, se ha observado la pre-
sencia de oocitos intratesticulares («ovo-testis») en juveniles acabados
de diferenciar sexualmente (Saillant et al., 2003b). Se desconoce si ello
es reflejo de la masculinizacién de hembras genotipicas debida a la alta
temperatura del agua empleada en las hatcheries (Piferrer et al, 2005),
si es reflejo de la inestabilidad propia originada por tener un sistema de
determinacion sexual polifactorial (Vandeputte et al., 2007) o por una
combinacién de varios factores.

Los intersexos pueden aparecer también en los peces como con-
secuencia de la exposicidon a contaminantes quimicos presentes en el
medio acuatico. Estos contaminantes reciben el nombre de disruptores
endocrinos (EDC en sus siglas en inglés) si son capaces de alterar de al-
guna forma el normal desarrollo y/o funcionamiento del sistema endo-
crino de los animales. Actualmente, una vez descubierta su existencia,
hay una importante actividad investigadora en relacién a su deteccion,
efectos biolégicos y consecuencia para los ecosistemas, aspectos que
no seran tratados aqui. Simplemente afadir que el proceso de diferen-
ciacion sexual de los peces, sujeto a una regulacién hormonal concre-
ta, por su naturaleza labil es un efecto biolégico muy interesante para
el estudio de los efectos de los disruptores endocrinos. Por ejemplo,
carpas expuestas a contaminantes de origen antropogénico muestran
una serie de alteraciones morfoldgicas y fisioldgicas en las que se in-
cluye la presencia de intersexos (Solé et al., 2003). Recientemente, el
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efecto de los disruptores endocrinos y su efecto particular sobre la aro-
matasa ha sido ampliamente revisado por Cheshenko et al. (2008).

4.4.3. Control endocrino de la diferenciaciéon sexual

Al contrario de lo que acontece con la determinacion sexual, los
genes implicados en la regulacion de la diferenciacion sexual estan
razonablemente bien conservados en todos los vertebrados y, por su-
puesto, dentro e los propios peces (Place y Lance, 2004). Sin embrago,
sigue existiendo la suficiente variabilidad como para que observaciones
hechas en una determinada especie no sean necesariamente extrapo-
lables a otra, incluso dentro de las de un mismo tipo de reproduccion.
El proceso de la diferenciacion sexual ha sido revisado con anterioridad
por diferentes autores (Nakamura et al., 1998; Baroiller et al., 1999;
Piferrer, 2001; Strissmann y Nakamaura, 2002; Devlin y Nagahama,
2002; Nagahama, 2005; Nakamura et al., 2005).

Avances importantes en la comprension de la diferenciacion sexual
han sido posibles gracias a poder estudiar los cambios de los elemen-
tos reguladores de este proceso antes de que se manifieste el efecto
de sus acciones, de forma que se pueda separar causa de efecto. Ello
es posible mediante la creacion de lotes de peces de sélo un sexo
(monosexo) en los que su sexo genotipico es conocido (por ejemplo,
mediante la creacion de genotipos XX, XY e YY por cruces deliberados)
ya en el momento de la fertilizaciéon. Comparando cambios observados
durante la diferenciacién sexual entre los distintos genotipos es luego
posible relacionar fenotipo con genotipo. Para aquellas especies en
las que no se puedan generar estos genotipos porque su mecanismo
de determinacion sexual no lo permite, existen estrategias como las
basadas en la diferenciacion sexual dependiente del crecimiento y ex-
plicadas en la seccion 4.3.5.

4.4.3.1. Esteroides sexuales

En todos los vertebrados, los esteroides sexuales son uno de los
productos o el producto de secrecién mas importantes de las gonadas
si se atiende a la concentracion que pueden alcanzar en el plasma
(Borg, 1994). Los esteroides sexuales comprenden a los progestage-
nos, andrégenos y estrégenos. Los mas importantes para la diferencia-

[

288 de 719

287 I



[

Sitio Argentino de Produccién Animal

LA REPRODUCCION DE LOS PECES: ASPECTOS BASICOS Y SUS APLICACIONES EN ACUICULTURA

cion sexual son los dos ultimos tipos mencionados. Su implicacion en
el citado proceso fue demostrado hace tiempo (Yamamoto, 1969), de
forma que la aplicacion de andrégenos resulta en la masculinizacion
de una gonada indiferenciada, mientras que la de estrédgenos en su
feminizacion, independiente de su sexo genotipico.

Los esteroides sexuales se sintetizan a partir del colesterol, el cual
es trasladado al interior de la mitocondria de las células esteroidogé-
nicas gracias a la ayuda de una proteina transportadora llamada StAR
(Arakane et al. 1997). La ruta sintética desde el colesterol hasta los
andrégenos y estrogenos se muestra en la Figura 7 y las enzimas que
los sintetizan reciben el nombre de enzimas esteroidogénicas. Bogart
(1987) propuso que la diferenciacion sexual mediada por esteroides
sexuales dependia de la abundancia relativa entre andrégenos y es-
trégenos. Como se puede observar, dicha proporcion relativa depende
casi en exclusiva de la enzima citocromo P450 aromatasa, producto
del gen cyp79a y abreviado de distintas formas en la bibliografia (aro-
matasa, P450arom, cyp19a, cyp19a1). Mas tarde, se demostréd que la
actividad de esta enzima era esencial para la diferenciacién sexual de
las hembras (Piferrer et al., 1994a; Guiguen et al., 1999; Kwon et al.,
2000, 2002; Kitano et al., 2000; D'Cotta et al., 2001b; Nagahama,
2005); Ademas, mientras que en los mamiferos el andrégeno principal
es la testosterona (T), en los peces son los andrégenos con grupos
oxigeno en el carbono 11 tales como la 11-cetotestosterona (11-KT),
11B-hidroxiandrostenediona y 11p-hidroxitestosterona (11p-hidroxi-T),
los mas importantes para el desarrollo de los machos (Piferrer et al.,
1993; Baroiller et al., 1999).

4.4.3.2. Enzimas esteroidogénicas

Como se ha visto en la seccion anterior, los esteroides sexuales son
sintetizados por enzimas esteroidogénicas. Al contrario de lo que ocu-
rre con otras muchas hormonas, los esteroides sexuales no se almace-
nan tras su sintesis sino que son liberados inmediatamente para ejercer
Sus acciones auto-, para- o endocrinas. Debido a esta propiedad, se to-
man los cambios en la expresion de los genes que codifican los citados
enzimas o la medida de su actividad catalitica como indicadores de la
sintesis de esteroides que acontece en cada momento. Las principales
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FIGURA 7.

Ruta esteroidogénica (simplificada) desde el colesterol hasta los principales esteroides
sexuales. Las elipses verdes representan las principales enzimas esteroidogénicas. Los
progestagenos, esteroides sexuales de 21 atomos de carbono (C21) se representan en
amarillo, los andrégenos (C19) en azul y los estrégenos (C18) en rojo. Diferencias en la
saturacioén del color indican diferencias en potencia relativa de andrégenos y estrégenos
estimulando la diferenciacién sexual hacia machos y hembras, respectivamente, sin
pretender ser proporcional. Obsérvese que la abundancia relativa entre andrégenos y
estrégenos depende fundamentalmente de la actividad aromatasa. Abreviaciones: P540scc,
citocromo P450 de escision de la cadena lateral; 33-HSD/4-isomerasa, 33-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/4-isomerasa; 17a-OH, 17a-hidroxilasa; 173-HSD, 173-hidroxiesteroide
deshidrogenasa; 113-OH, 11p-hidroxilasa; 113-HSD, 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa.
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enzimas esteroidogénicas implicadas en la sintesis de los esteroides
sexuales se muestran en la figura 7.

4.4.3.2.1. Aromatasa

La presencia de algunas enzimas esteroidogénicas como P450scc y
P450c17, ya sea porque se detecta la proteina por inmunocitoquimica,
la localizacién el mMRNA mediante hibridacion in situ (ISH) o su cantidad
mediante PCR cuantitativa, indica la produccién de esteroides sexua-
les (Morrey et al., 1998; Miura et al., 2008). Sin embrago, la presen-
cia de P45011B, y especialmente CYP19 (aromatasa) es indicativa de
produccion de andrdégenos y estrogenos, respectivamente, hormonas
importantes para la diferenciacion sexual en peces. Como se ha visto
anteriormente, la aromatasa determina la proporcién relativa de an-
drégenos y estrogenos durante la esteroidogénesis.

Los peces tienen dos isoformas de la aromatasa, producto de dos
genes distintos. La isoforma gonadal esta codificada por el gen cyp19a
y la otra isoforma, llamada cerebral o neuronal, estd codificada por el
gen cyp19b (e.g., Trant et al., 2001; Callard et al., 2001; Chang et al.,
2005; Dalla Valle et al., 2002; Piferrer y Blazquez, 2005). La estructura
gendmica de la isoforma gonadal puede observarse en la figura 8A. La
aromatasa es una proteina de unos 505-520 aa localizada en el reticulo
endoplasmatico de las células esteroidogéncias, particularmente las de
granulosa en el foliculo ovarico. La sintesis de estrégenos —estradiol-17f
(E;) y estrona (E;)— a partir de andrégenos —testosterona (T) y andros-
tenediona (A?%), respectivamente- implica la formacién de metabolitos
intermediarios. Este proceso aparece ilustrado en la figura 8B.

En la aromatasa de peces, tipicamente la constante de Michaelis-
Menten (K,,), que indica la afinidad del enzima por el sustrato, se sitUa
en el rango nanomolar, y aunque la actividad catalitica maxima (Vs
puede ser considerable, niveles del orden de 1 pmol/mg proteina/hora
proporcionan unos niveles de estrogeno fisiolégicamente suficientes
para las necesidades del animal (Gonzalez y Piferrer, 2002; 2003).

La aromatasa importante para la diferenciacion sexual es la isofor-
ma gonadal (Guiguen et al., 2009). Asi, incremento de los niveles de
su mRNA preceden o coinciden con la diferenciacién sexual femenina
en un variado numero de especies (Guiguen et al., 1999; Chang et
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FIGURA 8.
La enzima esteroidogénica citocromo P450 aromatasa. A) Estructura genémica del
gen cyp19a de la isoforma gonadal de la aromatasa en peces tele6steos. En la region
codificadora se indican los exones I-IX y en la regién promotor se indican los lugares
de unién de varios factores de transcripcion segtin su abreviacién convencional.
Abreviaciones: ARE, elemento de respuesta a andrégenos; CRE, elemento de respuesta
a cAMP; Fox, elemento de respuesta a factores de transcripcion Fox (forkhead); PPAR,
elementos de respuesta a la proliferacion de peroxisomas; SF-1, elementos de respuesta
a SF-1; Sox, elementos de respuesta a factores de transcripcién Sox; TATA, caja TATA.
Segtin datos de Dalla Valle et al. (2002) para la region codificadora y de Galay-Burgos et al.
(2006) para el promotor de cyp19a de lubina (Dicentrarchus labrax). B) Diagrama del anclaje
del complejo citocromo P450 aromatasa y NADPH-citocromo P450 6xido-reductasa a la
membrana del reticulo endoplasmatico. Se indican los grupos prostéticos: Flavin adenina
dinucleétido (FAD) de la aromatasa y Flavin mononucleétido (FMN) de la reductasa, los
electrones (e-) procedentes de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)
reducida, asi como el hierro (Fe) y el oxigeno molecular (O2) en el sitio de unién de la
P450 aromatasa. Los metabolitos intermedios de la testosterona (T), 1990HT- y 190x0T- se
representan entre paréntesis. Segiin Gonzélez (2003).
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al., 1999; Kitano et al., 2000; Trant et al.; 2001; Kwon et al., 2000;
Sudhakumari et al., 2005; van Nes et al., 2005; Matsuoka et al.; 2006;
Blazquez et al., 2008, 2009), lo que indica que esta funcion es impor-
tante y esta conservada probablemente en todos los teledsteos.

La isoforma cerebral controla la disponibilidad de estrégeno en el ce-
rebro durante etapas sensibles del desarrollo (Kishida y Callard, 2001;
Callard et al., 2001; Kwon et al., 2000; Trant et al., 2001; Blazquez y
Piferrer, 2004; Menuet et al., 2002; Jeng et al., 2005; Sudhakumari et
al., 2005; Strob