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Ontogenia del sistema neuroendocrino difuso del tubo digestivo y encéfalo de individuos diploides y
triploides de bagre sudamericano (Rhamdia quelen) y sus posibles implicancias a nivel productivo.

Palabras clave: Rhamdia quelen, triploidia, morfometria, intestino, encéfalo, NPY, CCK-8.

RESUMEN

Rhamdia quelen es una especie ampliamente distribuida en América Latina, desde el sur
de Méjico hasta Argentina. Es una especie con caracteristicas favorables para su cria, debido a su
facil manejo, su buen sabor de carne y su adaptacién a un amplio rango térmico. No obstante,
presenta como desventaja su precocidad sexual destinando durante la reproduccion gran parte de
la energia suministrada en el alimento al desarrollo gonadal en detrimento del crecimiento

somatico, repercutiendo negativamente en los indices productivos.

Para salvar esta situacion, se han desarrollado herramientas biotecnologicas como la
triploidizacion por choque térmico que permiten obtener individuos estériles evitando esta
pérdida energética destinada a la reproduccién. Trabajos de nuestro grupo de investigacién, han
demostrado que R. quelen responde satisfactoriamente a esta técnica obteniendo mejores

parametros productivos respecto a los individuos diploides.

Estudios realizados en otras especies de peces han demostrado que los individuos
triploides poseen células de mayor tamafio que los diploides y que este aumento genera
consecuentemente una disminucion en la cantidad de células en los tejidos. Por ello, nos
propusimos evaluar en R. quelen la existencia de cambios morfol6gicos en el tubo digestivo vy el
encéfalo a los fines de justificar tanto la mejora productiva como los cambios en el

comportamiento observados en triploides de la especie en trabajos previos.

Teniendo en cuenta que no existen estudios basicos a nivel encefalico en R. quelen,
inicialmente describimos la conformacion anatémica y la estructura histoldgica del telencéfalo y
diencéfalo. Asimismo, se midi6 el area y se cuantificaron las neuronas hipotalamicas por mm?

tanto para los individuos triploides obtenidos por choque térmico por frio (TF) y por calor (TC)



como para el grupo diploide control (GC). Posteriormente, se describi6 la inmunolocalizacion de
dos neuromoduladores de la ingesta, el neuropeptido Y (NPY) y la colecistoquinina-8 (CCK-8)
en telencéfalo e hipotalamo debido a su amplia interconexion y el rol regulador en la ingesta de
alimentos de estas dos regiones. A nivel intestinal, se evaluaron la longitud y espesor de las
vellosidades y la altura de los enterocitos. A su vez, se registro el area y nimero de las células

mucosas Y de células enteroendocrinas (CEES) productoras de NPY y CCK-8.

A nivel encefélico, observamos que las neuronas presentaron un area de mayor tamafio en
ambos grupos tratados respecto al grupo control, y comparativamente entre grupos tratados se
evidencié en el TC un mayor tamarfio respecto al TF. Como se plantea en otras especies, este
aumento de tamafio generd una disminucion en la cantidad de neuronas. La inmunolocalizacion
de las neuronas productoras de NPY y CCK-8 no mostraron diferencias ni respecto a lo descrito

en otras especies como tampoco entre triploides y diploides de R. quelen.

A nivel intestinal, los triploides presentaron vellosidades significativamente mas largas
que los diploides en todas las regiones intestinales. Esto podria representar una adaptacion
funcional ante una mayor demanda energética justificada por el crecimiento diferencial
observado en triploides de R. quelen. Respecto a las diferencias en el nimero de células mucosas
entre triploides y diploides, si bien no fue una generalidad a lo largo del ensayo, cuando se
encontraron diferencias significativas entre grupos fueron los triploides los que presentaron un
mayor numero de células mucosas en comparacion con sus hermanos diploides en las tres

porciones del intestino.

Las CEEs NPY* y CCK-8* del intestino ascendente fueron identificadas tempranamente
durante el desarrollo, apareciendo inicialmente a los 5 dias posteclosion (dpe). El area de CEEs
CCK-8" en los triploides del grupo TC fue menor hasta los 33 dpe mientras que el area de CEEs
NPY™ exhibio en este grupo un incremento significativo a los 62 dpe. Esto podria indicar que el
mayor crecimiento descrito en los triploides del TC estaria acompafiado inicialmente por una
reduccion en el volumen celular de CEEs productoras de un péptido anorexigénico como CCK-8
y posteriormente por un aumento en el tamafio celular de CEEs que sintetizan NPY, estimulador

del apetito.



Asi, podemos afirmar que los peces triploides sufren cambios morfolégicos que
brindarian bases tedricas a la performance productiva observada en triploides de R. quelen. En un
futuro sera necesario realizar estudios moleculares que permitan ampliar la informacion sobre la

biologia de los triploides de R. quelen.



Ontogeny of the diffuse neuroendocrine system of the digestive tract and encephalon in diploid and
triploid South American Catfish (Rhamdia quelen) and its implications in fish production.

Key words: Rhamdia quelen, triploidy, morphometry, gut, encephalon, NPY, CCK-8.

ABSTRACT

Rhamdia quelen is a freshwater fish widely distributed in Latin America from Mexico to
Argentina. It is considered a promising species for aquaculture due to its easy handling, good
meet taste and its adaptation to a wide thermal range. However, its main drawback is the early
gonadal maturation since energy is derived to sexual maturation instead of somatic development,

generating an impairment in productive results.

To avoid this situation, many biotechnological tools, such as triploidization by shock
temperature, have been developed in order to obtain sterile fish in which there is no gonadal
energetic requirements, being the one of them. Previous works of our research group
demonstrated that R. quelen has a positive response to this technique exhibiting better productive

parameters in comparison with diploid fish.

Studies performed in other species have demonstrated that triploid fish has bigger cells
compared with diploids and that this hypertrophy generates a consequently decrease in the
number of cells in different tissues. Due to this, we proposed to evaluate morphological changes
in the gut and encephalon of R. quelen in order to justify the better productive performance and

behavioral changes observed in triploids of the species observed in previous works.

Considering the fact that no previous studies in the brain of R. quelen have been
performed, we first described the anatomy and histology of the telencephalon and diencephalon.
In addition, neuronal size was measured and the amount of hypothalamic neurons in mm2 of
tissue was quantified for diploid and triploid fish obtained by heat (HT) or cold (CT) shock
treatment as well as for the diploid control group (CG). After that, the immunolocalization of two

peptides involved in food intake was described in telencephalon and hypothalamus due to the



extensive interconnection and food intake regulation role of these two encephalic regions. In the
gut, the length of lamellae, villi thickness and enterocyte height were measured. Moreover, size
and amount of mucous cells and NPY - and CCK-8-producing enteroendocrine cells (EECs) were

registered.

In the encephalon, we observed that neurons of both triploid groups exhibited a higher
neuronal size compared with diploids, and between groups, the HT fish exhibited a higher cell
size compared with those from CT groups. As stated for other species, the increase in cell size
generated a decrease in cells quantity. The immunolocalization of NPY- and CCK-8-EECs did
not show difference nor in comparison with that previously reported for other teleost fish neither

between diploid and triploid R. quelen.

In the gut, triploid fish exhibited significant longer villi than diploids in all gut segments.
This could represent a functional adaptation to a higher energetic demand due to the bigger body
size observed in R. quelen triploids. Considering the differences observed in the amount of
mucous cells between triploids and diploids, although it was not a generality throughout the
experiment, when differences were observed between groups, triploid fish showed a major

quantity of mucous cells compared with diploids in the three parts of the gut.

The NPY™ and CCK-8" EECs of the ascending intestine where early identified during
ontogeny, being immunopositive at 5 days post hatching (dph). The size of CCK-8" EECs in HT
triploids was lower until 33 dph while the size of NPY™ EECs in this group exhibited a significant
increase at 62 dph. This could indicate that the bigger size observed in HT triploids is
accompanied by an initial reduction in size of CCK-8* EECs, an anorexigenic peptide, and

subsequently by an increase in size of NPY* EECs, an orexigenic peptide.

Therefore, we can affirm that triploid fish suffers morphological changes which provide
theoretical basis to the productive performance observed in R. quelen triploids. In a future,
molecular studies will be need to increase the information about the biology of triploids of R.

quelen.



INTRODUCCION

1.1. Actualidad de la acuicultura y piscicultura.

La acuicultura puede definirse como la actividad de cultivo de organismos, tanto vegetales
como animales, cuyo ciclo de vida se desarrolle total o parcialmente en el agua bajo practicas

sustentables que garanticen seguridad alimentaria (FAO, 2012, 2010)

En los Gltimos afios esta actividad ha presentado un crecimiento mucho mas acelerado que
cualquier otra produccion de alimentos de origen animal. Entre 1980 y 2010 ha crecido un 8,8%
interanualmente, mientras que las producciones de animales de tierra no superan el 3% (FAO,
2012). A partir de 2011, se observo una disminucion importante en su tasa de crecimiento
interanual, la cual pas6 de un 8,8 a un 5,75% en el 2016 (FAO, 2016). Esto, se debid a problemas
econdmicos y financieros sufridos por el sector productivo y particularmente en el NEA por
factores climaticos. No obstante, continGa siendo la produccion animal con mayor tasa de
crecimiento. Durante los Gltimos 30 afios este incremento ha sido impulsado por la demanda de
proteinas de origen animal a nivel mundial, la necesidad de gestionar sosteniblemente los

recursos naturales y el estancamiento de la pesca extractiva (FAO, 2016).

América latina formd parte importante de este crecimiento en la produccion de peces de
consumo debido principalmente a un incremento poblacional que trajo aparejado un aumento en
el consumo de pescado. Ademas, la contaminacion, la sobrepesca y la modificacion de los
ecosistemas acuaticos contribuyeron al desarrollo de la actividad. Asi, en América Latina, los
principales productores son Chile, Brasil, México, Ecuador y Colombia con un 89% de la
produccion total obtenida (FAO, 2016).

En Argentina la piscicultura representa el 78,6% del total de la produccion acuicola
nacional. El ranking de produccién era liderado por la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
hasta 2012, afio en el que fue superada por el pacu (Piaractus mesopotamicus). Estas especies
presentan una distribucion geografica caracteristica debido a las condiciones climaticas mas
favorables para su desarrollo, siendo la region norte y sur de eleccion para la cria del pacu y la
trucha respectivamente (Ministerio de Agricultura, 2012; Ministerio de Agriculura, 2010). Por

otra parte, desde los estados nacional y provinciales se han motorizado iniciativas tendientes a



diversificar la produccion de otras especies acuicolas de interés comercial como el surubi
(Pseudoplatystoma sp.), la boga (Megaleporinus obtusidens) o el dorado (Salminus brasiliensis)
(Panné Huidobro, 2017)

Otra zona con un importante potencial para la cria de peces, debido a la gran cantidad de
espejos de agua, es la pampa humeda. No obstante, resulta primordial encontrar una especie que
se adapte favorablemente a su rango climatico. En los ultimos afios, gracias a una adecuada
campafa de marketing en la que se promocionaron diferentes cortes de bagre sudamericano
(Rhamdia quelen) junto a distintas recetas para su elaboracion se generd una creciente demanda
de su consumo (Panné y Luchini, 2008). Ademds, cuenta con un alto potencial de
comercializacion debido a un buen rendimiento de la carcasa, carne sabrosa con baja cantidad de
grasa y ausencia de espinas intramusculares que permiten la obtencion de un filete que aumenta

su valor agregado (Baldisserotto y Radunz Neto, 2004; Luchini, 1988).

Paralelamente, la Red de Fortalecimiento de la Acuicultura en Argentina (ReFACUA)
determind que R. quelen es la especie de eleccion para cultivo en la regién pampeana ya que es
una especie endémica en la zona y adaptada al clima continental de la region. Esto, sumado a la
aprobacion en el ano 2015 de la Ley 27.231 de “Desarrollo sustentable del sector acuicola”,
hacen que el futuro de la acuicultura y de R. quelen como especie productiva en nuestra region

sean promisorios.

1.2. Caracteristicas bioldgicas de la especie.

El bagre sudamericano (Fig. 1.1), es una especie autéctona de América Latina
ampliamente distribuida desde el sur de Méjico hasta Argentina. Antiguamente se describian
cerca de cien especies diferentes de bagres para luego quedar resumidas en solo once y

reconociendo en Argentina solamente a R. quelen (Silfvergrip, 1996).

Su posicién taxondmica es la siguiente:

Superclase: Actinopterygii

Clase: Teleostei



Orden: Siluriformes
Familia: Heptapteridae
Género: Rhamdia

Especie: Rhamdia quelen

Rhamdia quelen es una especie que en su estado adulto puede alcanzar los 50 cm de
longitud y un peso de aproximadamente 3 kg (Mérigoux et al., 2001). Externamente, su piel
carece de escamas, presenta una coloracién marrén grisaceo a amarillento y manchas negras,
siendo la superficie ventral mas clara (Silfvergrip, 1996). Segun Silfvergrip (1996) se la puede
reconocer debido a su cabeza de gran desarrollo y boca amplia, alrededor de la cual se encuentran
varios pares de barbillas sensoriales. Ademas, presenta aletas pectorales y dorsal con bordes

aserrados y su aleta caudal con I6bulos desiguales.

Figura 1.1. Ejemplar adulto de Rhamdia quelen.

Sus habitos de vida se caracterizan por desarrollarse en ambientes de agua calma y poco
profunda de los rios o lagunas. Suele encontrarse en las zonas de mayor vegetacién de estas
corrientes de agua, generalmente escondidos entre troncos o piedras durante el dia y saliendo a
cazar por la noche (Guedes, 1980). Su alta capacidad de adaptacion a las amplitudes térmicas



favorece la amplia distribucion a lo largo de América Latina y lo convierte en una especie de
interés para regiones de climas templados (Baldisserotto y Radunz Neto, 2004).

Son peces omnivoros, que en ambientes naturales se alimentan principalmente de peces,
crustaceos, insectos y detritus organicos (Gomes et al., 2000; Souza-Bastos y Freire, 2009) y que
en cultivo se adaptan facilmente al consumo de racion balanceada (Baldisserotto y Radunz Neto,
2004), pudiendo alcanzar muy buenos niveles de conversién alimentaria (1,5 a 1,8) (Altevir et al.,
2004). En los primeros afios de vida tiene un crecimiento muy rapido, siendo mayor en los

machos hasta el cuarto afio de vida, situacion que luego se invierte (Gomes et al., 2000).

En cuanto a su desarrollo reproductivo, es una especie que alcanza la madurez sexual
aproximadamente al afio de edad en ambos sexos. Se estima que alrededor de los 13 cm para los
machos y 16 cm de longitud para las hembras los ejemplares se encuentran aptos para la
reproduccion (Narahara et al., 1985). Debido a la ausencia de dimorfismo sexual, para la
identificacion de los reproductores es necesaria la observacion de la papila urogenital durante el
periodo reproductivo. En el caso de los machos, la papila urogenital presenta una protrusion
externa al ser sexualmente maduros, en tanto que las hembras presentan la papila urogenital
enrojecida (Mardini et al., 1981).

El periodo reproductivo esta ligado intimamente a la época del afio y la temperatura. En
nuestra region, la época reproductiva se extiende de octubre a febrero debido al incremento de la
temperatura y el fotoperiodo positivo. En su hébitat natural, la especie procura para la desova
ambientes limpios, de agua calma y fondo de piedras. Debido a que no hay un cuidado parenteral
y que los huevos no son adherentes, los reproductores tienen una perfecta sincronizacion de la
desova y la espermiacién, que suele ocurrir pasado el amanecer (Godinho et al., 1978). Para
lograr la reproduccion en cautiverio de R. quelen es necesaria la induccion hormonal mediante la
administracion de extracto bruto de hipofisis u hormonas sintéticas que aseguren la ovulacion.
Estos métodos ya se encuentran estandarizados en la literatura (Baldisserotto y Radunz Neto,
2004) y han sido reproducidos con éxito en nuestro laboratorio (Mordn Alcain et al., 2017). En
condiciones de cultivo la especie posee hasta un 95% de fertilidad y un 90% de eclosion
(Luchini, 1988).
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1.3. Cultivo de bagre sudamericano.

La cria de R. quelen en Argentina esta destinada a regiones donde la produccion de otras
especies animales o vegetales no es viable. Es llevada a cabo, en su mayoria en estanques
excavados, teniéndose en cuenta el tipo de suelo, clima, cantidad y calidad de agua (Sanchez et
al.,, 2008). Como se menciond previamente, su adaptacion a diferentes rangos climaticos ha
permitido su cria en regiones de gran amplitud térmica anual como la regiébn Pampeana de
nuestro pais o el sur de Brasil donde se observé que el 50% de los animales en produccion puede

alcanzar los 300 g de peso en un periodo de 160 dias (Baldisserotto y Radunz Neto, 2004).

Para su cria, es importante considerar los parametros fisicoquimicos que determinan la
calidad del agua, entre ellos, temperatura, pH, oxigeno disuelto, dureza, alcalinidad y nitratos y

nitritos.

La temperatura Ooptima para el cultivo de R. quelen es de 17 a 27°C. Si bien la especie
tiene una buena adaptacion a las amplitudes térmicas, las bajas temperaturas de agua generan una
disminucion del consumo de alimento, por lo cual su cantidad debe ajustarse (Rossi y Luchini,
2003).

Respecto a la cantidad de oxigeno disuelto, cuanto mayor es su concentracion, hasta los
7,5 mg L, mejor es el crecimiento, siendo el nivel dptimo superior a 6 mg L. Valores por
debajo de 1,3 mg L afectan gravemente la sobrevida de los ejemplares (Baldisserotto y Radunz
Neto, 2004).

El pH 6ptimo para el cultivo de R. quelen se sitla en valores que oscilan entre 6 y 8,
tolerando mejor aguas alcalinas. El rango de dureza adecuado es entre 30 y 70 mg L™ CaCOs3 para
larvas, en tanto que los ejemplares adultos toleran muy bien durezas elevadas de hasta 300 mg L
! La alcalinidad total 6ptima varia entre 30 y 60 mg L%, mientras que los nitratos y nitritos deben
mantenerse por debajo de 1,0 mg L y 0,1 mg L%, respectivamente (Baldisserotto y Radunz
Neto, 2004).

Si bien la especie cuenta con gran cantidad de caracteristicas favorables para su cultivo,
presenta como desventaja la rapidez con que alcanza la madurez sexual, alrededor de los 8 meses

de edad. Esta precocidad determina que parte de la energia destinada al crecimiento somatico sea
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derivada al desarrollo gonadal, lo que se traduce en una pérdida de kilos de carne por afio en las
piscifactorias (Gomes et al., 2000).

En latitudes como la de la regidbn pampeana, debido a factores climaticos, los dias
necesarios para terminar un animal son mayores que en otras regiones. Esto ultimo, sumado a la
temprana maduracién sexual de R. quelen, genera un impacto negativo en los pardmetros

productivos y consecuentemente en los rendimientos econémicos.

A la actualidad, se han desarrollado diferentes técnicas que permiten mejorar los indices
productivos. Dos de las mas utilizadas son la obtencion de individuos monosexo y de ejemplares
estériles. La generacion de peces monosexo se emplea en especies donde el crecimiento somatico
€S mayor en un sexo que en otro, siendo la reversion sexual mediante la administracion de

hormonas exdgenas uno de los métodos més utilizados (Pandian y Sheela, 1995).

Respecto a la obtencion de individuos estériles, la principal ventaja radica en evitar el
gasto energético destinado a la maduracion gonadal. Para ello, se han desarrollado diferentes
técnicas como la esterilizacién quirdrgica, a través de inmunologia, radiacién quimica o métodos
de manipulacion genética como la hibridacion, manipulacion de ploidia o transgénesis (Dunham,
2011). Entre estos ultimos, la obtencion de individuos triploides ha adquirido relevancia por su

bajo costo, seguridad, efectividad y facilidad de aplicacion (Rottmann et al., 1991).

1.4. Triploidizacion: métodos, ventajas productivas y consecuencias bioldgicas.

El termino ploidia se utiliza para indicar la cantidad de conjuntos de cromosomas de una
determinada célula u organismo. Las células somaéticas de la mayoria de las especies presentan
cromosomas en grupos de dos y se denominan, por tanto, diploides. Sin embargo, algunos
animales pueden presentar tres o cuatro conjuntos completos de cromosomas, de manera natural
0 inducida, y se los designa como triploides o tetraploides, respectivamente (O’Keefe y Benfey,
1995; Rottmann et al., 1991).

La poliploidia en peces, a diferencia de lo que ocurre en mamiferos y aves, tiene la

particularidad de ser completamente compatible con el desarrollo y la vida del animal afectando
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principalmente su reproduccion dado que son individuos estériles (Le Comber y Smith, 2004).
Esta infertilidad resulta de utilidad en especies productivas de peces en los que, como se
menciond previamente, la maduracion sexual repercute negativamente en la ganancia de peso
(Cachafeiro, 1984).

La obtencion de individuos triploides puede lograrse mediante el bloqueo de la expulsion
del segundo corplsculo polar (Fig. 1.2). El corpusculo polar es un conjunto materno de
cromosomas que normalmente es eliminado del ovocito al finalizar la meiosis Il luego de la

fusion el espermatozoide (Chourrout, 1984).

Ovocito Primario
Segundo
¢ OBTENCION ® é Corpusculo
Polar
& DEPECES g FINALIZACION

DIPLOIDES DE LA MEIOSIS 11 MElOSlS 11

Ovocito FECUNDACION
MEIOSIS I Secundario Cigoto
g diploide (2n)
Primer OBTEI\CIOK Cigoto
Corpisculo DE PECES triploide (3n)
Eolax TRIPLOIDES
HO
FECUNDACION DACION TERMICO

Figura. 1.2. Diagrama que muestra los procedimientos para la obtencion de peces
diploides y triploides. La aplicacién del choque térmico post-fecundacion produce la
retencion del segundo corpusculo polar. En este modelo hipotético el genoma esta
representado por un par de cromosomas homélogos (2n = 2 cromosomas).

Existen distintos métodos para la obtencion de peces triploides (Tiwary et al., 2004).

Entre ellos podemos mencionar los siguientes:

a. Métodos genéticos. Estas técnicas se basan en el cruzamiento de hembras diploides con

machos tetraploides;
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b. Meétodos guimicos. Mediante la aplicacion de farmacos como la colchicina o la citocalasina
B;

c. Meétodos fisicos. choques térmicos de calor o frio, de presion o termoeléctricos.

De todos los métodos anteriormente mencionados, los choques térmicos por frio o calor
son los méas utilizados debido a su facil aplicacion y bajo costo. La técnica consiste en la
inmersion de los huevos recién fecundados en agua a una temperatura por debajo o por encima
del 6ptimo fisiologico para la especie (Chourrout, 1984; O’Keefe y Benfey, 1995; Thorgaard et
al., 1981). Con la aplicacion de estos métodos, ya sea mediante frio o calor, se logra una
inhibicion de la formacion de microfilamentos y microttbulos durante la mitosis, lo cual ocasiona
que la segunda divisién meiotica del ovocito se detenga debido a que los cromosomas no pueden
migrar a los polos y, por ende, el ovocito retiene la dotacion cromosémica del segundo

corpusculo polar (Fig. 1.2) (Diaz y Neira, 2005).

Ambos métodos han sido estandarizados para R. quelen por diferentes autores. En la
técnica por frio, da Silva et al. (2007) determinaron que los mejores resultados se obtienen
sumergiendo los huevos fecundados a 4 °C durante 20 minutos a los 3 minutos posfertilizacion,
consiguiendo resultados de 97.9% de triploides. En cuanto a la técnica de choque térmico por
calor, se describio que el mejor protocolo para inducir triploidia en R. quelen, consiste en una
temperatura de choque de 36 = 1 °C; durante 5 minutos a los 5 minutos posfecundacion,

obteniendo una eficiencia de triploidizacion del 74,8% (Vozzi et al., 2003).

La generacion u obtencion de individuos triploides tiene varias ventajas a los fines
productivos que radican principalmente en el hecho que los individuos sean estériles. Asi, una
consecuencia directa de esto es la eliminacion del gasto energético destinado a la madurez sexual
siendo este derivado al crecimiento somatico, lo cual permite obtener peces de mayor tamafio en

menor tiempo (Tiwary et al., 2004).

Este mayor crecimiento somatico, fue descrito en diferentes especies como tilapia azul
(Oreochromis aureus), trucha arcoiris (O. mykiss) y el pez gato europeo (Silurus glanis) donde se
observo un mayor tamafio corporal en triploides comparados con diploides (Krasznai y Marian,

1986; Thorgaard y Gall, 1979; Valenti, 1975). Otro beneficio de la técnica son los cambios
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observados en el comportamiento, ya que los triploides suelen ser menos agresivos comparados
con los diploides cémo se describio en ayu (Plecoglossus altivelis) (Aliah et al., 1990) y en carpa
herbivora (Ctenopharyngodon idella) (Allen y Wattendorf, 1987). Debido también a la esterilidad
de estos individuos, otra ventaja es que posibilita la introduccion de especies exoticas en nuevos
ecosistemas, lo cual permite evitar dafios ambientales como consecuencia del escape, siendo

ademaés una medida de control sobre individuos transgénicos (Thorgaard et al., 2011).

En R. quelen, nuestro equipo de investigacion determiné numerosas ventajas de los
triploides en comparacion con los individuos diploides. En primer lugar, los juveniles triploides
inducidos mediante tratamientos por calor o frio fueron significativamente mas pesados que los
diploides. Respecto al rendimiento de carcasa, los triploides obtenidos por frio exhibieron un
mayor tamafio de carcasa. En cuanto al comportamiento, los triploides por calor fueron menos
agresivos que los diploides, determindndose esto a traves de una menor tasa de canibalismo, y
teniendo como consecuencia una mayor sobrevida durante la etapa de larvicultura (Moron Alcain
etal., 2017).

A nivel celular, la triploidizacion produce un incremento del tamafio nuclear como
consecuencia del aumento del nimero de cromosomas. Esto provoca que para mantener la
relacién nucleo citoplasma, los animales triploides incrementen su citoplasma aumentando de
este modo el tamafio de la célula. Asi, diferentes autores han descrito células mas grandes en
diversos tejidos (sangre, cartilago, muasculo, epitelio) y érganos (cerebro, retina, higado, rifion,
testiculos y ovarios) de peces triploides en comparacion con individuos diploides (Benfey, 1999;
Maxime, 2008).

En R. quelen, Gnicamente se describieron las modificaciones celulares en sangre producto
de la triploidia inducida por presiéon. En este tejido, se observo que los individuos triploides
exhibian eritrocitos de mayor tamafio y volumen respecto a los diploides. Al mismo tiempo, se
observo que disminuy6 la cantidad circulante de eritrocitos, leucocitos y trombocitos de
triploides. También los valores del conteo hematoldgico fueron diferentes entre ambos grupos
(Fukushima et al., 2012). Similares resultados fueron obtenidos por nuestro grupo de trabajo en

triploides de R. quelen inducidos por choques térmicos (Campana et al., 2015).
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Este incremento en el tamafio celular causado por efecto de la triploidia podria alterar
procesos fisiologicos regulados en la homeostasis. No obstante, los peces son capaces de
adaptarse y compensar estos cambios de manera que no alteren su normal funcionamiento
(Tiwary et al., 2004). Aunque el tamafio de las células es mas grande en organismos triploides, el
tamafio de los érganos no se altera (Otto, 2007). De esta manera, al sufrir la triploidizacion, los
peces reducen el nimero total de células, lo que les permite mantener el tamarfio de los diferentes
organos (Mable, 2004).

La mayor ganancia de peso observada en triploides de R. quelen (Morén Alcain et al.,
2017) podria estar vinculada a los mecanismos que regulan la ingesta de alimento que presentan
su base estructural en el sistema nervioso y el sistema neuroendocrino difuso (SNED), asi como
también a adaptaciones del sistema digestivo tendientes a aumentar la captacion de nutrientes. En
el tejido nervioso, se han descrito en triploides de ayu (P. altivelis) y salmén del Atlantico (Salmo
salar) una reduccion en la cantidad de neuronas que fue asociado a una menor sensibilidad visual
0 menor capacidad de aprendizaje (Aliah et al., 1990; Small y Benfey, 1987). Como se indico
anteriormente, las larvas triploides de R. quelen obtenidas por choques térmicos por calor
presentan una tasa de canibalismo significativamente menor que sus hermanos diploides lo cual
se asocia a un comportamiento menos agresivo. No obstante, a la fecha no existe bibliografia que
aborde las modificaciones histoldgicas en las regiones encefalicas con participacion en la
alimentacion como es el hipotdlamo. Respecto al SNED, tampoco existen publicaciones que
establezcan las modificaciones en las células productoras de neuropéptidos como consecuencia
de la triploidia en ninguna especie. Resultados previos descritos en células de diferentes tejidos
en otras especies (Aliah et al., 1990; Kavumpurath y Pandian, 1992; Small y Benfey, 1987), o las
modificaciones observadas en R. quelen en el tejido sanguineo (Fukushima, 2012), nos permiten
hipotetizar que estas células también podrian verse afectadas en su tamafio y numero v,

consecuentemente, en su rol regulador.

En intestino se han descripto variaciones morfométricas como consecuencia de la
triploidia en especies como el salmon del Atlantico (S. salar) y el bacalao (Gadus morhua),
donde las variaciones en las variables morfométricas analizadas podrian influir directamente en la

ingesta de alimentos (Peruzzi, et al., 2013; 2015)
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De esta manera, el estudio de las modificaciones morfolégicas como consecuencia de la
triploidia en determinadas células, tejidos y 6rganos nos permitird dar sustento tedrico a los
beneficios productivos ya reportados por nuestro grupo de investigacion en triploides de R.

quelen (Moron Alcain et al., 2017).

1.5. Estructura macro y microscopica del encéfalo y tubo digestivo en peces.
1.5.1. Encéfalo.
1.5.1.1. Caracteristicas anatomicas.

Para su estudio anatomico, el cerebro de los peces se divide en 5 regiones que, de craneal
a caudal, se denominan telencéfalo, diencéfalo, metencéfalo, mesencéfalo y mielencéfalo (Fig.
1.3).

Lébulo  Tectum éptico Cerebelo

Bulbo olfatorio | telencéfalico Médula oblonga

Tracto olfatorio

CRANEAL
CAUDAL

Hipotalamo

B

[ Telencéfalo B Metencéfalo [ Diencéfalo [ Mesencéfalo [ Mielencéfalo

Hipofisis

Figura 1.3. Estructura general del encéfalo en teledsteos. A. Vista dorsal. B. Vista lateral.
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El telencéfalo es una estructura formada por dos l6bulos externamente identificables en la
porcion mas craneal del encéfalo, a partir de cual se desprenden los tractos olfatorios que
terminan en dos ensanchamientos conocidos como bulbos olfatorios (Hamdani y Dgving, 2007).
Los I6bulos del telencéfalo se dividen en dos en su linea media por un surco que se denomina
surco medio o telencefalico. Sobre su cara dorsal podemos encontrar los plexos coroideos e
internamente se encuentra un ventriculo (Nieuwenhuys, 2011). El telencéfalo esta vinculado a la
regulaciéon del comportamiento, la alimentacion, la reproduccion, y el cuidado parenteral entre
otros (de Bruin, 1980; Savage, 1980).

El diencéfalo se encuentra cubierto externamente por el tectum Optico siendo ésta la
estructura mas visible del mesencéfalo. El diencéfalo se divide en epitdlamo, tdlamo dorsal,
talamo ventral e hipotdlamo. Presenta en su superficie dorsal un plexo coroideo conocido como
saco vasculoso y ademas posee un ventriculo a la altura del hipotalamo (Fernald y Shelton, 1985;
Nieuwenhuys y Bodenheimer, 1966). El epitdlamo posee una proyeccién caudal conocida como
epifisis, con importante funcion endocrina y fotosensible (Concha y Wilson, 2001; Facchin et al.,
2008). El talamo dorsal y el tdlamo ventral ocupan la region central del diencéfalo cumpliendo
funciones de integracion neuronal. El hipotdlamo esta conectado con la hipdfisis, siendo el
encargado de regular sus actividades. Entre las funciones més importantes del diencéfalo, se
describen la regulacion del medio interno, la regulacion de la alimentacion y la estimulacién
endocrina (Fernald y Shelton, 1985; Machluf et al., 2011).

Por su parte, el mesencéfalo esta formado por el tectum éptico y el tegmento ventral. Es
visible externamente delante del cerebelo y su funcion es coordinar los estimulos visuales con las
actividades motoras (Harder y Sokoloff, 1976; Kotrschal et al., 1998).

El metencéfalo esta representado por el cerebelo, el cual se ubica inmediatamente dorsal y
caudal al tectum Optico. Sus funciones son controlar el nado, el tono muscular y el equilibrio
regulando la motricidad fina (Bae et al., 2009; Voogd y Glickstein, 1998).

El mielencéfalo, conformado por la médula oblonga, regula la relacion entre la médula
espinal y el encéfalo. Si bien existen publicaciones en otros siluriformes como Ictalurus

punctatus (Bass, 1981) y Clarias gariepinus (Finger, 1978) en los cuales las regiones
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previamente descritas son semejantes a otros teledsteos, aunque con diferencias anatomicas
marcadas en el metencéfalo y el bulbo olfatorio del telencéfalo, a la fecha no existen trabajos que

aborden la anatomia encefalica de R. quelen.

1.5.1.2 Estructura histologica.

Histoldgicamente, el telencéfalo se puede dividir en dos grandes areas, un area dorsal o
pallium y un area ventral o subpallium. En teledsteos se describen cinco zonas para el area dorsal
o pallium: zona dorsocentral, zona dorsal, zona dorsolateral, zona dorsomedial y zona
dorsoposterior. Estos ncleos grises se caracterizan por poseer neuronas de pequefio tamafio y en
abundante cantidad. El area ventral o subpallium presenta acimulos celulares formando nucleos
principalmente rodeando el ventriculo, siendo estos desde dorsal a ventral el nucleo
supracomisural, el nucleo dorsal del area ventral telencefalica, y el nucleo ventral. Hacia la
porcion caudal del telencéfalo, se describen otros dos nucleos facilmente identificables por el
gran tamafio de sus neuronas, el nucleo ventrolateral y el nicleo entopeduncular se ubican hacia
la periferia del cerebro en la regién mas caudal del telencéfalo (Adrian et al., 1983; Genten, 2009;
Huang et al., 1996; Menke et al., 2011).

El epitdlamo es la region mas rostral del diencéfalo. Se caracteriza principalmente por
poseer la glandula pineal y dos nuacleos habenulares. En teledsteos la glandula pineal se
caracteriza por poseer un neuroepitelio principalmente conformado por pinealocitos
fotorreceptores, mientras que los nucleos habenulares estan constituidos por acumulos de células
a ambos lados de la comisura habenular (Birba et al., 2014; Herrera-Perez et al., 2011). El talamo
se encuentra ventral al epitdlamo y se divide en tdlamo dorsal y ventral con dos grandes nucleos
ubicados en dorsal (nacleo talamico) y en ventral (ndcleo talamico ventral). El hipotalamo es la
region del diencéfalo con mayor celularidad. En este se describe el nucleo periventricular y el
nucleo anterior tuberal, ubicado en lateral del nucleo periventricular. Unida al hipotalamo se
encuentra la hipofisis con sus porcién nerviosa y glandular (Ostrander y Hopkins, 2000; Tsuneki,
1986; Yeo y Savage, 1976).
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El cerebelo es semejante en sus capas histologicas a los mamiferos, donde se encuentran
las regiones molecular, de Purkinje y granular (Ostrander y Hopkins, 2000).

Tampoco existen a la fecha estudios histologicos del sistema nervioso de R. quelen.

1.5.2. Tubo digestivo.
1.5.2.1. Caracteristicas anatémicas.

El sistema digestivo de los teledsteos esta representando por el tracto o tubo
gastrointestinal (TGI) y las glandulas anexas. EI TGI es un tubo que se extiende desde la boca al
ano. En R. quelen se divide en cavidad bucofaringea, eséfago, estdbmago, intestino y recto
(Hernandez et al., 2009). Las glandulas anexas son el higado, el pancreas o el hepatopancreas
dependiendo de la especie. Dependiendo de la dieta y habitos alimenticios la estructura
anatdmica general puede variar, no obstante, esa descripcién aplica para la mayoria de los

teledsteos.

La boca de los peces puede tener distinta ubicacion en la cabeza, pudiendo ser bocas
terminales, localizadas en la porcién mas craneal de la cabeza o subterminales, donde pueden
situarse en la regién dorsal del extremo de la cabeza (superior) o por debajo (inferior) (Fugi et al.,
2001).

La cavidad bucofaringea estd delimitada cranealmente por la apertura bucal y
caudolateralmente por los arcos branquiales. El es6fago es un tubo relativamente corto, que une
la cavidad bucofaringea con el estbmago. EIl estémago es una dilataciéon del tubo digestivo,
interpuesto entre el es6fago y el intestino. En la mayoria de los peces posee forma de J, su
tamafio varia dependiendo de los habitos alimenticios de la especie, pudiendo estar ausente en
otras (Gerking, 2014; Wilson y Castro, 2010).

El intestino es un tubo de longitud variable, dependiendo también de los habitos
alimenticios de la especie. En la mayoria de las teledsteos se lo divide en anterior y posterior.
Internamente se caracteriza por presentar pliegues de la mucosa que protruyen hacia la luz. Estos

pliegues son de disposicion circular en intestino anterior y longitudinal en intestino posterior. El
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recto posee paredes sin pliegues y se abre al exterior mediante el ano (Elliott y Bellwood, 2003;
Grosell et al., 2010).

El higado de los peces es generalmente de gran tamario, bilobulado o multilobulado y de
color pardo rojizo a amarillento dependiendo de la especie, sexo y estado reproductivo. El
pancreas es una glandula alargada, de color blanquecino con una porcion mas delgada y alargada
denominada cola. En los teledsteos inferiores esta glandula se encuentra claramente diferenciada
del higado, pero en los teledsteos superiores el parénquima pancreatico se encuentra dentro del
higado formando el hepatopancreas (Al-Hussaini, 1949; Geyer et al., 1996; Nejedli y Gajger,
2013; Petcoff et al., 2006).

Rhamdia quelen presenta una boca subterminal inferior, alrededor de la cual se pueden
encontrar barbillones en la mandibula superior. Su es6fago y estdmago no presentan diferencias
con el resto de los teledsteos. El intestino, en su primera porcion se ubica de manera postero-
anterior, y luego se curva y adquiere una disposicion antero-posterior, lo cual le da el nombre de
porcion ascendente. Luego forma una segunda curvatura y continua como intestino descendente
hasta la porcion convoluta donde se pueden visualizar una gran cantidad de pliegues para luego
terminar en el recto. Internamente, el segmento ascendente presenta gran cantidad de pliegues de
mucosa longitudinales con diferentes alturas denominandose primarios y secundarios. En la
porcion descendente los pliegues se ramifican y se hacen menos evidentes mientras que en la
porcion convoluta vuelven a formarse bien definidos al igual que en intestino anterior (Hernandez
et al., 2009). Desde el punto de vista del desarrollo ontogénico de esta Ultima porcion del tubo
digestivo, Hernandez et al. (2014) describieron la formacion de la valvula intestinal a los 5 dias
posteclosion (dpe) diferenciandose una separacion entre el intestino anterior (ascendente) y el
posterior (descendente). A los 10 dpe, el intestino experimenta una rotacion de 180° curvandose
hacia craneal, posicionandose en la region antero-derecha dentro de la cavidad abdominal y
desplazando el estomago hacia medial de la cavidad. Posteriormente, el intestino se pliega por
detras del estomago diferenciandose un intestino medio. A los 15 dpe el intestino presenta tres
porciones morfoldgicas distintas, intestino anterior, medio y posterior. Finalmente, a los 20 dpe

esta Ultima porcion presenta un trayecto ondulante y quedan configuradas las tres regiones
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descritas en los ejemplares adultos de R. quelen, intestino ascendente, descendente y convoluto
(Hernéndez et al., 2014)

1.5.2.2. Estructura histoldgica.

Histoldgicamente el intestino se organiza en cuatro tunicas bien diferenciadas (Ostrander
y Hopkins, 2000):

e Tunica Mucosa: Formada por el epitelio cilindrico simple de revestimiento con células

mucosas, el cual apoya sobre una membrana basal. Por debajo se ubica la lamina propia
de tejido conectivo laxo y a continuacion una capa de musculo liso denominada muscular
de la mucosa, aunque en algunos casos puede no estar presente. En el caso del intestino, la
mucosa se dispone en forma de vellosidades las cuales permiten aumentar la superficie de
absorcion (Fig. 1.4.A 'y 1.4.B).

Figura 1.4. Estructura histoldgica basica del intestino. A. Vista panoramica del intestino
ascendente de R. quelen, en el que se observan las tinicas mucosa-submucosa (1) y muscular-
serosa (2). L: luz del tubo. B. Microfotografia de la mucosa intestinal en el que puede
apreciarse el epitelio cilindrico simple con células mucosas (cabezas de fecha). Obsérvese el
poco desarrollo de la tinica submucosa subyacente (flecha). C. Imagen en la que se observan
la capa muscular circular interna (Cl) y longitudinal externa (LE). La flecha indica la tGnica
serosa.
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e Tunica Submucosa: Formada por tejido conectivo laxo con gran cantidad de vasos

sanguineos y linfaticos. En algunas especies puede presentar escaso desarrollo (Fig. 1.4.A
y 1.4.B).

e Tunica Muscular: Constituida por dos capas de musculo liso, una circular interna y una
longitudinal externa (Fig. 1.4.Ay 1.4.C).

e Tunica Adventicia 0 Serosa: Formadas por tejido conectivo laxo o tejido conectivo mas

mesotelio, respectivamente (Fig. 1.4.C).

Entre las células que componen el epitelio de la mucosa a lo largo del TGI, podemos
destacar al enterocito, las células mucosas y las neuroendocrinas por su funcién asociada a la

digestion y absorcion de nutrientes, asi como su rol en la regulacion de la ingesta.

1.5.2.2.1. Enterocito.

El enterocito es una de las principales células que forman parte del epitelio intestinal.
Entre sus funciones destaca la absorcion de nutrientes, que puede desarrollarse mucho mas
eficientemente gracias a la presencia de microvellosidades dispuestas sobre su superficie apical.
Estas, asociadas a la presencia de vellosidades intestinales permiten aumentar considerablemente
la superficie de absorcion (Ugolev y Kuz’mina, 1994). EIl enterocito posee un nucleo basal
grande que ocupa casi todo el ancho de la célula, el REL en posicion apical y el RER en la
porcion basal de la célula, ademas de un Aparato de Golgi supranuclear. Como se menciond
anteriormente, destaca su borde en cepillo (microvellosidades apicales) y sobre este un glucocalix
que cumple una funcién relevante en el proceso de digestion terminal (Kuperman y Kuz’mina,
1994). Diferentes autores reportaron un aumento del tamafio nuclear como consecuencia de la
triploidia y consecuentemente un mayor tamarfio celular (Benfey, 1999; Small y Benfey, 1987;
Tiwary et al., 2004). Estas modificaciones en células con una participacion directa en la digestion
y absorcion como los enterocitos podria afectar directamente el crecimiento y desarrollo de los

animales.



23

1.5.2.2.2. Células mucosas.

Las células mucosas son las encargadas de la produccién de mucinas en distintas regiones
del TGI, asi como también en otros tejidos donde estan presentes. Poseen forma redondeada y en
su porcion basal presentan reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias y el nucleo, mientras
que en su porcion apical se encuentran el aparato de Golgi y las vesiculas que contienen el
producto de secrecion (Elbal et al., 2004; Gargiulo et al., 1998). Las mucinas son proteinas de
alto peso molecular y altamente glucosiladas, con la particularidad de formar geles que
contribuyen a desarrollar sus diferentes funciones. Tanto en peces como en mamiferos, las
mucinas se pueden encontrar de dos formas diferentes, formando parte de la membrana celular o
como producto de secrecion, como es el caso de la funcién de las células mucosas (Diaz et al.,
2005; Plaul et al., 2016). Actualmente, y gracias a los avances de la biologia molecular, se sabe
que las mucinas tienen un rol fundamental en procesos de coordinacién de respuestas celulares
como la proliferacion o diferenciacion, en la respuesta inmune, en la apoptosis, filtracion,
proteccién antibacteriana y también en procesos digestivos (Shephard, 1994). En cuanto a los
procesos digestivos, las mucinas juegan un papel fundamental en la proteccion de la mucosa, la
filtracién de particulas, la adhesién, la digestion y la absorcion de sustancias facilmente digeribles
(Domeneghini et al., 1999; Shephard, 1994).

Estas funciones tienen lugar en las distintas porciones del TGI. Asi, la filtracion de
particulas se desarrolla principalmente a nivel de la cavidad bucal, eliminando particulas de gran
tamafio, participando también aqui la funcion de adhesién. La adhesion, a su vez, permite que se
formen complejos entre el moco y el alimento, lo cual facilita su transporte. A su vez a nivel del
tubo digestivo posibilita un mayor contacto entre el alimento y las enzimas digestivas. Tal como
hemos mencionado, y como ha sido demostrado, las mucinas también tienen una participacién
activa en los procesos digestivos posteriores al paso del alimento por el estbmago (Baglole et al.,
1998).

Esta multifuncionalidad de las mucinas hace que las células productoras adquieran
especial relevancia a la hora de analizar los procesos digestivos en individuos genéticamente
modificados. Asi los posibles cambios que sufrieran estas células como consecuencia de la

triploidia, pueden repercutir directamente en el aprovechamiento y la digestién del alimento.


https://www.ecured.cu/N%C3%BAcleo
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1.5.2.2.3. Células del Sistema Neuroendocrino Difuso.

En los peces, la regulacidn del apetito y el peso corporal estd modulada por una delicada
interaccion entre el sistema nervioso central y sistemas periféricos. En esta integracion, el l6bulo
inferior del hipotdlamo posee un rol fundamental en la interaccion de distintas las sefiales
(Delgado et al.,2017). Entre los sistemas periféricos, podemos encontrar dos vias de regulacién
con funciones en la alimentacion, uno de largo plazo y otro de corto plazo (Jensen, 2001). El
sistema de largo plazo, estd modulado principalmente por una hormona con funciones
anorexigénicas denominada leptina (Copeland et al., 2011). El sistema de corto plazo, esta

regulado por el sistema nervioso entérico y el SNED.

Este ultimo, estd compuesto por un conjunto de células endocrinas o paracrinas
diseminadas en el epitelio y las neuronas intrinsecas del tubo digestivo (Volkoff et al., 2005). Las
células enteroenddcrinas (CEES) localizadas en el epitelio intestinal poseen una forma alargada,
con una porcién central ensanchada donde se localiza un nucleo esférico (Vigliano et al., 2011).
Por encima del ndcleo poseen un aparato de Golgi de gran desarrollo, al igual que el reticulo
endopldsmico rugoso. Su citoplasma se caracteriza por poseer granulos de secrecion

electrodensos (Pearse, 1977).

Entre las hormonas que producen las células que conforman el SNED podemos encontrar
aquellas que van a incrementar la ingesta de alimento (NPY, orexinas) o inhibirlo (CCK-8,
CGRP) (Domeneghini et al., 1999; Himick y Peter, 1994; Silverstein y Plisetskaya, 2000).

A la fecha, existe una gran cantidad de estudios que describen la presencia de estos
péptidos en mamiferos (Sobrino Crespo et al., 2014; Valassi et al., 2008; Wren y Bloom, 2007) y
en peces cada vez mas grupos de investigacion han determinado la presencia de estos péptidos en
el TGI de distintos teledsteos (Bjenning y Holmgren, 1988; Danger et al., 1985; Perea-Ganchou
et al., 2017; Pereira et al., 2015, 2017; Vigliano et al., 2011; Volkoff et al., 2005). En R. quelen,
Hernandez et al. (2012) inmunolocalizaron los principales péptidos asociados a la ingesta en el
TGI.
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1.5.2.2.3.1. Células productoras de neuropéptido Y.

El neuropéptido Y (NPY) pertenece a la familia de péptidos NPY, junto con el péptido
YY y el polipéptido pancreatico (PP). EI NPY fue descrito por primera vez por Tatemoto (1982),
aislado del cerebro de porcinos. Es un péptido que presenta una secuencia muy conservada
filogenéticamente y una amplia distribucion en el organismo, siendo expresado tanto en el
sistema nervioso central (SNC) como en el TGI (Bi et al., 2001; Breton et al., 1989; Danger et
al., 1985; Silverstein y Plisetskaya, 2000). Este péptido a través de la regulacion de vias
neuronales acta en mdaltiples funciones del organismo como la regulacion térmica y ritmos
circadianos, asi como también la liberacion de hormonas en la adenohipdfisis (Danger et al.,
1991; Pan et al., 2000). Ademas, otra de las importantes funciones desarrolladas por el NPY es la
relacionada con su potente actividad orexigénica o estimulante del apetito (Domeneghini et al.,
1999).

Asi, en Oncorhynchus kisutch y Oncorhynchus tshawytscha, Silverstein et al. (1998),
demostraron que luego de un periodo de ayuno la expresion de este péptido aumentaba
significativamente. En |. punctatus, se demostrd que inyecciones intracerebrales de NPY
aumentan la toma de alimento de manera dosis — dependiente (Peterson et al., 2012). Al mismo
tiempo, este péptido modifica la secrecion de insulina, causando hiperinsulinemia (MacKenzie et
al., 1998). En estudios realizados sobre distintos modelos animales, se observd obesidad a
consecuencia de su administracion, como resultado de una sobreingesta de alimentos como asi
también por aumento de la lipasa lipoproteica del tejido adiposo y la disminucion del

metabolismo basal (MacKenzie et al., 1998).

En cuanto a su inmunolocalizacion, en R. quelen se describid la presencia de este péptido
en CEEs del SNED localizadas en el intestino ascendente, descendente y convoluto, siendo su
marcaje mas numeroso para las primeras porciones del intestino, disminuyendo en las porciones
caudales y sin marcaje en el recto. Cabe destacar que el es6fago y el estbmago no mostraron

inmunopositividad a este neuropéptido (David Roque Hernandez et al., 2012).
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1.5.2.2.3.2. Células productoras de colecistoguinina-8.

Aunque en mamiferos se conocia la participacion de la colecistoquinina-8 (CCK-8) en
procesos digestivos y como inhibidor del apetito, los primeros trabajos sobre CCK-8 en peces
demostraron que este octapéptido actuaba solamente en la digestion, principalmente a través de la
contraccion de la vesicula biliar y el vaciado gastrico. Posteriormente, a través de inyecciones
intracerebrales de CCK-8 en goldfish (Carassius auratus), se demostrd que, al igual que en
mamiferos también presentaba funciones en la regulacion de la ingesta con un rol anorexigénico
(Himick y Peter, 1994; Holmgren et al., 1982; Hur et al., 2016; Jensen et al., 2001; Kurokawa et
al., 2000).

Al igual que el NPY, CCK-8 se expresa en el SNC y en el TGI. En R. quelen, Hernandez
et al. (2012), describieron la presencia de este péptido en células del SNED, principalmente en el
intestino ascendente y descendente, en menor cantidad en intestino convoluto y ausente en el
recto. En comparacién con el nimero de células que expresan NPY en esta especie, estos autores
determinaron que la cantidad de CEEs inmunorreactivas a CCK-8 en cada porcién fue

significativamente menor.

A pesar de la importancia funcional de este conjunto de células en la ingesta de alimento,
a la fecha no existen trabajos publicados que expliquen cémo afecta la triploidia la estructura y
funcion de las células del SNED en estos peces.

OBJETIVOS

Objetivo General

e Contribuir, mediante estudios morfofuncionales, al conocimiento de la biologia de triploides
de bagre sudamericano (Rhamdia quelen) para dar sustento a esta herramienta biotecnoldgica

en su transferencia al cultivo de la especie.

Objetivos Especificos

e Establecer la estructura histologica del tracto gastrointestinal y el encéfalo de individuos
diploides y triploides de R. quelen a diferentes edades.
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e Determinar la presencia y distribucion de células mucosas en el TGI de individuos diploides y
triploides de R. quelen.

o Analizar las variables morfométricas que influirian en la absorcion de nutrientes.

e Determinar la presencia y comparar la distribucion de diferentes neuropéptidos en el TGl y

encéfalo durante el desarrollo ontogénico de individuos diploides y triploides de R. quelen.

HIPOTESIS

e Latriploidia induce cambios profundos en la estructura del TGl y el encéfalo, asi como en el

namero de células productoras de distintos neuropéptidos en ambas localizaciones.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Animales y muestras.
2.1.1. Obtencion de ejemplares.

Los peces utilizados en este trabajo de tesis se obtuvieron por induccién artificial de
ejemplares adultos de R. quelen pertenecientes al plantel de reproductores del Centro de
Investigaciones en Piscicultura Experimental (CIPEX) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de Rosario. Los reproductores machos y hembras fueron mantenidos
durante todo el afio en tanques de 10.000 | de capacidad con circulacién abierta de agua
proveniente de la napa freatica, bajo condiciones de fotoperiodo natural, aireacion continua y
alimentados con una racion comercial a razon de 1% del peso vivo dia (28% proteina cruda,
Kilomax®, Mixes del Sur). Aproximadamente un mes antes del comienzo de la etapa
reproductiva se les suministrd una racion pelletizada rica en energia y proteinas (372 kcal g™
energia metabolizable; 40% proteina cruda) preparada en las instalaciones del CIPEX.

La calidad fisicoquimica del agua fue monitoreada periédicamente con un equipo
multiparamétrico y kits de determinacion semicuantitativos, siendo los valores registrados los

indicados en la Tabla 2.1.

Para la obtencion de las unidades experimentales se seleccionaron dos machos (208,5+9,2
g) y cuatro hembras (283,5+7,8 g) del plantel de reproductores, teniendo en cuenta caracteristicas
sexuales secundarias que indicaban su madurez sexual como dilatacién y enrojecimiento de la
papila urogenital en hembras y liberacion de esperma por presion abdominal en machos. Para la
induccion al desove se utiliz6 extracto de hipdfisis de sabalo (Prochilodus lineatus). Esta Gltima
se aplicd de manera intramuscular, debajo de la aleta dorsal (Fig. 2.1.A), a dosis de 5 mg Kg* en
las hembras y 2,5 mg Kg en machos segin lo descrito por Baldisserotto y Radiinz Neto (2004).
Las gametas se obtuvieron por extrusién manual de machos y hembras, y fueron mezcladas en un
recipiente plastico seco (Fig. 2.1.B) y luego activadas con al agregado de agua para la

fertilizacion.
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Figura 2.1. Procedimiento para la obtencion de gametas realizado en el CIPEX.
A. Induccion hormonal. B. Extrusién manual de gametas.

2.1.2. Obtencion de individuos triploides y evaluacion de triploidia.
Posteriormente a la fertilizacion in vitro, los huevos fecundados se separaron al azar en
tres grupos experimentales:
A) Grupo diploide control (GC).
B) Grupo triploides por calor (TC), obtenidos por inmersion de los huevos fecundados en agua
a 36°C durante 5 minutos a los 5 minutos de haber realizado la fertilizacion in vitro (Vozzi et
al., 2003).
C) Grupo triploides por frio (TF), producidos sometiendo los huevos fecundados a 4°C durante

20 minutos a los 3 minutos post-fertilizacion (da Silva et al., 2007).

Transcurridos los tiempos de choque térmico indicados arriba, los huevos fueron
colocados por separado en tres incubadoras tipo Zoug de 60 | de flujo ascendente con renovacion
constante de agua a una temperatura de 24+1°C. Periddicamente se eliminaron huevos no
fecundados y embriones muertos para mantener la sanidad de los lotes. Luego de la eclosion de
los huevos (aproximadamente a las 36 horas post-fecundacion), las larvas fueron trasladadas a
tanques de fibra de vidrio con circulacion abierta hasta los 4-5 dias post-eclosion (dpe), momento
de absorcion total del saco vitelino. Durante este periodo, se inicié el suministro de alimento vivo

(nauplios de Artemia sp) para adaptar los ejemplares a la ingesta exdgena.
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La eficiencia de la técnica de triploidia se comprobd mediante la técnica de AgNOR
(Howell y Black, 1980; Ploton et al., 1986) en sesenta peces elegidos al azar de cada grupo
tratado, obteniéndose 77% y 87% de triploides en TC y TF, respectivamente (Moron Alcain et
al., 2017).

2.1.3. Larvicultura y Recria.

Desde los 5 y hasta los 33 dpe, las larvas fueron alojadas en acuarios de 6 | de capacidad
con una densidad de 30 larvas I con renovacion de agua y aireacion suplementaria constante. A
los 33 dpe las larvas de cada grupo experimental fueron transferidas a tanques de 300 | de
capacidad en un sistema de recirculacion de agua con filtracion mecénica, bioldgica y de luz
ultravioleta y recriadas hasta la finalizacion de la experiencia (148 dpe). Los pardmetros de

calidad de agua registrados durante la larvicultura y recria se indican en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Pardmetros fisicoquimicos del agua registrados
en las distintas etapas de la experiencia.

Parametro Reproductores Larvicultura Recria
Tem'é’oecr‘;"t“ra 22,9403 237 +0,2 185+0,3
pH 8,5+ 0,04 7,6 0,05 7,620,
Conductividad 1719 + 13 1895 + 109 2633 + 66
(MS cm™)
DS 1238+ 9,6 1433 + 109 1300 + 30
(mg 1)
Dureza
(g I de CaCOs) - 112 £45 89 + 10.4
Nitratos
(mg I) ° ° °
Nitritos
(ma 1) 0 0 0

La alimentacion de los ejemplares se realiz6 desde los 5 a los 26 dpe suministrando
nauplios de Artemia sp. a razon de 100, 200 y 300 nauplios larva™® durante la primera, segunda y

tercera semana de larvicultura, respectivamente. De los 26 a los 33 dpe se alimentaron con una



31

dieta mixta de racion viva y balanceado comercial y a partir de los 33 dpe pasaron a una dieta
exclusiva de alimento balanceado comercial molido y tamizado de acuerdo a la apertura de boca,
a razon de 2% del peso vivo dia™ (32% proteina cruda, Kilomax ®, Mixes del Sur). La frecuencia
de alimentacion fue de 6 veces por dia hasta los 33 dpe y de 4 tomas diarias desde los 33 dpe

hasta la finalizacion de la experiencia.

2.1.4. Tomay procesamiento de muestras.

Previo a los muestreos, los ejemplares fueron eutanasiados con una sobredosis de
benzocaina (150 ppm) y posterior seccién de la médula espinal. Las muestras para los distintos
estudios microscopicos se tomaron a los 5, 12, 19, 26, 33, 48, 62, 86, 113y 148 dpe. A los 5 dpe
las larvas fueron fijadas in toto debido a su talla, mientras que en los muestreos posteriores se
separ6 la cabeza y la cavidad celémica para disponer de muestras de SNC e intestino,
respectivamente. Todas las muestras fueron fijadas en liquido de Bouin durante 12 a 16 horas
dependiendo del tamafio de las muestras y posteriormente fueron transferidas a etanol 70% vy
almacenadas hasta su procesamiento. A continuacion, las muestras fueron deshidratadas en una
bateria de etanol a concentraciones crecientes para luego ser incluidas en parafina. Una vez

conformados los bloques, se realizaron cortes de entre 3 y 5 um de espesor.

2.2. Técnicas de estudio macro y microscopicas.
2.2.1. Descripcion macroscopica del encéfalo.

Teniendo en cuenta que no existen estudios anatdbmicos previos en la especie estudiada, se
realizd una descripcion externa general del encéfalo marcando los accidentes anatdmicos mas
importante y comparando estos con las especies en las cuales ya habia sido descrito, con
particular énfasis en siluridos.

Para ello se tomaron muestras de encéfalo de juveniles de R. quelen que se fijaron en
formaldehido tamponado al 10%. Posteriormente se realizaron varias secciones del mismo para la
descripcion y visualizacion de las porciones internas del mismo. De todo lo descrito se tomaron

fotografias macroscopicas utilizando una camara Nikon Coolpix 100P.
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2.2.2. Histologia.

Los cortes de las distintas muestras fueron desparafinados y rehidratados para
posteriormente ser coloreados con hematoxilina eosina. Ademas, las secciones de cavidad
celomica fueron tefiidas con PAS para la identificacion de mucinas neutras en células mucosas

intestinales.

Para el estudio histoldgico del encéfalo, se lo dividio siguiendo la nomenclatura utilizada
en neuroanatomia. Se procedié exclusivamente a la descripcion de la estructura histolégica del
telencéfalo y diencéfalo, debido a que son las principales regiones del encéfalo implicadas en la

regulacion de la ingesta de alimento.

En todos los casos se tomaron fotografias a diferentes aumentos utilizando una camara

digital Leica EC3 adaptada a un microscopio optico Leica DM 750.

2.2.3. Inmunohistoguimica.

Los cortes histolégicos de encéfalo e intestino fueron desparafinados y rehidratados segin
protocolo histologico de rutina para posteriormente realizar una técnica inmunohistoquimica
indirecta. A menos que se aclare lo contrario, todas las incubaciones se realizaron a temperatura
ambiente (22-25°C) en camara himeda y los lavados se realizaron con buffer fosfato salino 0.1 M
(PBS) consistiendo en tres inmersiones sucesivas de 5 minutos. La actividad de la peroxidasa
enddgena se bloqued con una solucion de bloqueo de peroxidasa (0,3% H>O> en metanol). Previo
lavado, se realizd una recuperacion antigénica en olla a presion durante 11 minutos a vapor
fluyente utilizando un tampo6n de recuperacion Tris-Edta (10 mM Tris Base, 1mM EDTA, 0.05
Tween, pH 9.0). Posteriormente, las muestras fueron lavadas y se bloquearon las reacciones
cruzadas inespecificas con suero normal equino durante 15 minutos. Luego de esto, se incubaron
las muestras con el anticuerpo primario correspondiente respetando las condiciones de incubacion
que se indican en la Tabla 2.2. Pasado el tiempo correspondiente de incubacién, las muestras se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con un polimero de dextrano y
peroxidasa (IMMPRESS Reagent Kit Peroxidase®, Anti-RABBIT Ig, MP-7401, Vector

Laboratories) durante 30 minutos para luego ser reveladas con una solucion cromégena de
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diaminobencidina (DAB) (Cell Marque®, 957D-40) en dilucién 1:50. La reaccion fue controlada
bajo la observacion de las muestras en microscopio éptico, finalizando la reaccién sumergiendo
los cortes en agua destilada cuando se observé un marcaje claro del tipo celular buscado con el
menor fondo posible. Posteriormente, las muestras se contrastaron con hematoxilina,
deshidrataron y montaron con Depex®. En todos los casos se incluyeron controles positivos y

negativos, reemplazando para este ultimo el anticuerpo primario por PBS.

Tabla 2.2. Condiciones de incubacion de los anticuerpos primarios utilizados.

Anticuerpo Dilucién Tiempo de incubacion Marca (Cdédigo)
Policlonal _ 0 Bachem Lab
anti-NPY 1:1500 TNa4#C (T-4454)
Policlonal . Bachem Lab

anti-CCK-8 1:1000 3hsaTA (T-4254)

TN: Toda la noche. TA: Temperatura ambiente.

Posteriormente, en las muestras de encéfalo se realiz6 una descripcion de las areas que
presentaron inmunorreactividad a neuromoduladores para cada dia de muestreo. En las muestras

de intestino se registraron las variables morfométricas que se detallan méas abajo.

2.3. Analisis morfométrico.
2.3.1 Encéfalo.

En la region hipotalamica del encéfalo se tomaron 10 fotografias para cada dia de
muestreo en ejemplares de todos los grupos experimentales. En las mismas se analizaron las
siguientes variables:

e Namero de neuronas mm de tejido nervioso. Se contabilizé la cantidad total de neuronas por
mm?.
e Tamafio neuronal (um?). De cada una de las neuronas contabilizadas se midio el area de

seccioén a nivel del soma.
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2.3.2. Intestino.

Para el analisis morfométrico, se tomaron 8 fotografias de intestino ascendente,
descendente y convoluto para cada dia de muestreo en ejemplares de todos los grupos
experimentales. En cada imagen se midieron las siguientes variables:

e Longitud de las vellosidades (um). Se midié desde la base hasta la punta de la vellosidad,
totalizando 3 mediciones por cada fotografia.

e Espesor de las vellosidades (um). Esta variable se registro en tres porciones de la vellosidad,
base, centro y &pice incluyendo la lamina propia.

e Altura de los enterocitos (um). Se midid el eje mayor de la célula desde la membrana basal al
borde apical en tres areas diferentes al igual que en las variables anteriores.

e Cantidad de células mucosas por mm? de mucosa. Se contabilizo el total de células mucosas y
se midio la superficie de la imagen ocupada por la porcién mucosa del tubo digestivo.

e Area de células mucosas (um?). Para cada una de las células mucosas contabilizadas se
registré el area de seccion.

e Cantidad de CEEs inmunorreactivas a NPY y CCK-8 por mm? de mucosa en intestino
ascendente. Se contabilizé el total de células inmunoreactivas y se midié la superficie de la
imagen ocupada por la porcién mucosa del tubo digestivo. Esta variable solamente se analizd en
intestino anterior debido a la escasa inmunoreactividad presente en otras porciones del TGI.

e Area de CEEs inmunorreactivas a NPY y CCK-8 (um?) en intestino ascendente. Para cada una
de las células inmunopositivas contabilizadas se registro el area de seccidn. Esta variable solo se

registrd en esta porcion del TGI debido a lo fundamentado en el parrafo anterior.

Para las variables analizadas se tomaron fotografias con una camara digital Leica EC3
adaptada a un microscopio optico Leica DM750. Todos los andlisis morfométricos se realizaron

utilizando el software de anélisis de imagenes de distribucion gratuita Image J (v. 1.43).

2.4. Analisis estadistico.

Para evaluar diferencias significativas en las variables analizadas entre grupos para un

mismo dia de muestreo o diferencias dentro de grupo entre distintas fechas de muestreo se realizd
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un ANOVA a un criterio de clasificacion con postest de Tukey. Previamente los datos fueron
sometidos a un test de normalidad de Shapiro-Wilk y en el caso de no poseer una distribucion
normal fueron analizados mediante un test de Kruskal-Wallis con postest de Dunn’s. Para el
analisis estadistico se utilizo el software JMP vs 5.1.1 (SAS Institute Inc.) y se consideraron

diferencias significativas a p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Estructura general del encéfalo.
3.1.1. Anatomia.

El encéfalo de R. quelen presentd numerosas similitudes con lo descripto en otras especies
de teledsteos con algunas caracteristicas particulares a destacar. Para su estudio anatdmico, este

se dividio en tres regiones bien diferenciadas: prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo.

El prosencéfalo se dividio en dos grandes regiones facilmente identificables. El
telencéfalo y el diencéfalo. El telencéfalo se observo en la regidon dorsocraneal del encéfalo
reconociéndose como dos I6bulos que sobresalen marcadamente (Fig. 3.1.A y 3.1.B). Una de las
particularidades de la especie, es la localizacion de los bulbos olfatorios los cuéles se observaron
separados de la masa encefélica ubicAndose rostralmente unidos por los tractos olfatorios muy
delgados. Debido a esto, durante la necropsia no pudieron extraerse de la cavidad craneana (Fig.
3.1.A y 3.1.B). Caudoventral al telencéfalo comenzd la region diencefalica, la cual pudo
observarse en la porcion mas ventral en una vista lateral del encéfalo (Fig. 3.1.A), 0 més
facilmente en la vista ventral del 6rgano (Fig. 3.1.B).

r - ‘ Te
P Di ) ‘.___.‘_‘_:::::::%
> -
,; ) g
.y
Me B

Figura 3.1. Vista lateral derecha (A) y ventral (B) del encéfalo de R. quelen.
Di: Diencéfalo. Me: Mesencéfalo. Mi: Mielencéfalo. Mt: Metencéfalo. Te: Telencéfalo.
Las areas transparentes y rayadas de lineas punteadas representan la localizacion de los tractos
y l6bulos olfatorios, respectivamente.

La region mas notoria del mesencéfalo fue el tectum Optico, el cual se encontro

dorsalmente al diencéfalo y caudal al telencéfalo, ocupando gran parte de la superficie exterior
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lateral encefalica. Se visualizé como dos grandes estructuras redondeadas sobre las cuales apoy6
el cerebelo (Fig. 3.1.Ay 3.1.B)

El rombencéfalo estuvo conformado por el mielencéfalo y el metencéfalo representados
por la médula oblonga y el cerebelo, respectivamente. Este ultimo present6 una forma trapezoidal
con la base dispuesta hacia caudal y se extendid cranealmente hasta aproximadamente el limite
entre el telencéfalo y el tectum dptico constituyendo una gran parte de la masa encefélica (Fig.
3.1A).

3.1.2. Histologia.

Para una correcta descripcion de la estructura histoldgica se realizaron cortes seriados del
encéfalo tanto sagitales como transversales (Fig. 3.2.A). El telencéfalo presenté dos regiones

claramente definidas, el pallium (dorsal) y el subpallium (ventral) (Fig. 3.2.B y 3.2.C).

En la zona maés rostral del subpallium se identificaron varios nucleos neuronales, entre
ellos, los denominados ventrodorsal, ventroventral y ventrolateral. Mas cercano a la regién de la
comisura se encontr6 el nicleo ventrocentral y el nicleo supracomisural situado por encima de la
comisura anterior (Fig. 3.2.C). Situado alrededor del ventriculo lateral se encontré un acumulo
celular formando el ndcleo gris periventricular (Fig. 3.2.D). Mas caudalmente, se observo el
nacleo intermedio (Fig. 3.2.E), el nucleo postcomisural (Fig. 3.2.E, inset) y el nucleo

entopeduncular (Fig. 3.2.F).

En el pallium, se identificaron los nicleos dorsolateral, dorsolateral ventral, dorsomedial y
dorsocentral (Fig. 3.2.C). Cabe destacar que estas agrupaciones neuronales se observaron
compuestas por dos 0 mas nucleos, no obstante, mediante técnicas histologicas de rutina su
identificacion fue dificultosa, por lo que se describieron conjuntamente como un grupo grande y

Unico.
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Figura 3.2. Histologia de distintas regiones del telencefalo. A. Vista dorsolateral anterior
derecha del encéfalo de R. quelen donde se indican con lineas punteadas los planos de seccién de
las figuras B, C de esta lamina. La seccion A se corresponde con el corte observado en la figura
3.3.A. B. Corte sagital de encéfalo. C. Seccidn transversal del telencéfalo que permite observar
las relaciones topoldgicas entre los nicleos del pallium y subpallium. D. Imagen del ndcleo gris
periventricular (area punteada) del subpallium dispuesto alrededor del ventriculo lateral
(asterisco). E. Ndcleo intermedio del subpallium (flechas) junto con el postcomisural (area
punteada, inset). F. Nucleo entopenducular del subpallium. Hematoxilina-Eosina. Barras:
Figuras By C: 50 um. Figuras D, E y F: 20 um. CB: cavidad branquial. Ce: cerebelo. Dc:
nacleo dorsocentral. Di: diencéfalo. DI: nicleo dorsolateral. DIv: nlcleo dorsolateral ventral.
Dm: nucleo dorsomedial. Ep: nicleo entopeduncular. Mi: mielencéfalo. Ni: nicleo intermedio.
Pa: pallium. Pc: nucleo postcomisural. Sc: nucleo supracomisural. Spa: subpallium. Vc: nucleo
ventrocentral. VVd: nacleo ventrodorsal. VI: nucleo ventrolateral. VVv: nlcleo ventroventral.

Respecto al diencéfalo, se dividié en cuatro regiones bien delimitadas, el epitdlamo,

talamo dorsal, talamo ventral y el hipotalamo (Fig. 3.3.A).

El epitdlamo presentd la habénula y la comisura habenular. Rodeando la comisura
habenular se encontrd una fina capa celular (entre 6 a 10 células). Lateralmente se encontraron
dos grandes nucleos que conforman la habénula, uno menor que el otro denominados izquierdo y

derecho, siendo este ultimo el de mayor tamafio (Fig. 3.3.B)

En el tAlamo dorsal, se observaron tres grandes ndcleos de disposicion rostrocaudal que se

denominaron anterior, medio y posterior (Fig. 3.3.C, 3.3.D y 3.3.E).

El tAlamo ventral en su porcion rostral evidencid el nucleo de la eminencia talamica,
compuesto por una capa celular delgada a lo largo del epéndimo. Lateral a este ultimo, esta

region exhibio el ndcleo ventromedial de gran desarrollo (Fig. 3.3.F).
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Figura 3.3. Histologia de distintas regiones del diencéfalo. A. Corte transversal de la region
del diencéfalo donde se observan las distintas regiones del mismo, ademas del tectum éptico y
el cerebelo. B. Microfotografia del epitalamo en la que se observa la comisura habenular
(asterisco) y los nucleos habenulares izquierdo y derecho. Las flechas indican la capa celular
que rodea la comisura. C. Nucleo talamico anterior (area punteada). D. Nucleo talamico
medio (area punteada). E. Nucleo talamico posterior (area punteada). F. Microfotografia del
talamo ventral en la que se muestra el ntcleo de la eminencia talamica (flechas) y el nucleo
ventromedial (area punteada). Hematoxilina-Eosina. Barras: Figura A: 50 um. Figuras B-F:
20 pum. Ce: Cerebelo. Epi: Epitdlamo. Hip: Hipotalamo. Nh: nicleos habenulares. TD:
Talamo dorsal. TV: Talamo ventral. TO: Tectum Optico.
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En la region del hipotdlamo se observaron cinco nudcleos. El nlcleo predptico,
caracterizado por un conglomerado celular (Fig. 3.4.A), el nucleo ventral tuberal (Fig. 3.4.B)
conformado por una delgada capa celular levemente separada del tercer ventriculo, el ndcleo
lateral tuberal (Fig. 3.4.C) compuesto por una capa de grandes células ubicadas
ventrolateralmente al anterior. EI nlcleo anterior tuberal se encontré ventrolateral al nucleo
ventral tuberal y se caracterizd por un grupo de células difusas. Por ultimo, el nicleo
periventricular (Fig. 3.4.D) se compuso de varias capas de células rodeando el epéndimo.

Figura 3.4. Histologia de distintas regiones del hipotalamo. A. Nucleo predptico del
hipotalamo (&rea punteada). B. Microfotografia en la que se visualiza el tercer ventriculo
(asterisco) y los somas neuronales (flechas) correspondientes al nacleo ventral tuberal. C.

Nucleo lateral tuberal (area punteada). D. Microfotografia del hipotadlamo donde destaca el
epéndimo (asterisco) y los cuerpos neuronales (cabezas de flecha) que conforman el nucleo
periventricular. Hematoxilina-Eosina. Barras: Figuras A-C: 20 um. Figura D: 50 pm.
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3.2. Inmunolocalizacion de neuromoduladores de la ingesta en encéfalo.
3.2.1. Neuropéptido Y.

Se observé inmunoreaccion a NPY principalmente en areas del telencéfalo e hipotalamo
con variaciones a lo largo del desarrollo ontogénico. La inmunorreactividad telencefalica se
observo a partir de los 12 dpe, principalmente en fibras localizadas en el nicleo dorsolateral del
pallium. A los 19 dpe se registro reaccion fibrilar, y en menor cantidad nuclear, en los nacleos
dorsomedial y dorsocentral. En el subpallium la inmunopositividad también se observé a partir de
los 12 dpe en los nucleos ventroventral y ventrolateral, para posteriormente encontrarse en las
regiones pericomisurales a partir de los 19 dpe. En menor cantidad se observé inmunopositividad
a NPY a los 62 dpe en los restantes nucleos del talamo dorsal y ventral del diencéfalo. En el
talamo dorsal se evidencié marcaje en sus cuatro ndcleos mientras que a nivel del tAlamo ventral

se observo principalmente en la region de la eminencia talamica.

En los ejemplares desde los 86 dpe en adelante, en la porcion méas craneal del telencéfalo
se registré inmunopositividad tanto en fibras nerviosas como en somas neuronales de distintos
nacleos. La region del pallium anterior mostrd mayor concentracion fibrilar mientras que en el
subpallium se visualizan ndcleos inmunorreactivos alrededor de la comisura y el ventriculo (Fig.
3.5.A). Las regiones con mayor inmunorreactividad fibrilar en el pallium se observaron en los
nacleos dorsomedial y dorsocentral (Fig. 3.5.B), mientras que en la parte posterior fue mayor en
el nacleo dorsolateral. Los somas neuronales inmunopositivos se visualizaron principalmente en
la region de los nacleos entopeduncular, pericomisural y supracomisural (Fig. 3.5.A y 3.5.C).

También se observo un leve marcaje a nivel del nucleo ventrolateral.

En cuanto a la distribucidén hipotalamica de estructuras inmunorreactivas a NPY, se
observO marcaje en cuerpos neuronales y fibras, siendo esta Gltima en menor cantidad. Las zonas
donde se observd mayor cantidad de somas neuronales inmunopositivos fue el ndcleo
periventricular y en la region correspondiente a los nacleos lateral tuberal y anterior tuberal que

guardan estrecho contacto con el telencéfalo (Fig. 3.6.Ay 3.6.C).
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Figura 3.5. Distribucién del inmunomarcaje a NPY y CCK-8 en el telencéfalo.

A. Representacion esquematica de una seccion transversal del telencéfalo mostrando la
inmunomarcacion fibrilar (lineas celestes) y en somas neuronales para NPY (circulos azules)
y CCK-8 (circulos rojos). La linea punteada marca la separacién entre pallium y subpallium.

Dc: nacleo dorsocentral. DI: nacleo dorsolateral. Dm: nucleo dorsomedial. Ep: nlcleo

entopeduncular. Pc: ndcleo pericomisural. Sc: ndcleo supracomisural. VI: nicleo
ventrolateral. Los recuadros naranjas indicados con las letras B, C y D se corresponden con
las estructuras y areas mostradas en las siguientes figuras. B. Fibras inmunoreactivas a NPY
(flechas) en el nucleo dorsocentral. C. Soma neuronal inmunopositivo a NPY (flecha) en el
nucleo supracomisural. D. Somas neuronales inmuno-marcados con el anticuerpo anti-CCK-8
(flechas) en el nucleo pericomisural. Barra: 10 um.

Respecto a la aparicion ontogénica de la inmunoreactividad a NPY en fibras y somas

neuronales en el hipotalamo se observd inicialmente a los 12 dpe en el ndcleo lateral tuberal. A



44

partir de los 19 dpe se observo inmunopositividad en el resto de los nicleos hipotalamicos antes

mencionados.
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Figura 3.6. Distribucion del inmunomarcaje a NPY y CCK-8 en el diencéfalo.

A. Representacion esquematica de una seccion transversal del diencéfalo a nivel del
hipotdlamo mostrando la inmunolocalizacion en somas neuronales de NPY (circulos azules) y
CCK-8 (circulos rojos). La linea punteada marca la linea media. At: nucleo anterior tuberal.
Lt: nucleo lateral tuberal. Pv: nGcleo periventricular. Los recuadros naranjas indicados con las
letras B y C se corresponden con las estructuras y areas mostradas en las siguientes figuras.
B. Somas neuronales inmunopositivos a CCK-8 (flechas). C. Cuerpos neuronales

inmunomarcados con el anticuerpo anti-NPY (flechas). Barra: 10 pm.

3.2.2. Colecistoquinina-8.

Para CCK-8, las regiones de distribucion telencefélica fueron semejantes a las descritas
para NPY, a excepcion del espacio supracomisural donde no se evidencié marcaje (Fig. 3.5.Ay
3.5.D).

En cuanto a la distribucion diencefélica, todos los nicleos descritos para NPY fueron
inmunopositivos a CCK-8 (Fig. 3.6.A). Las neuronas inmunorreactivas a CCK-8 fueron pequerias
y mostraron un citoplasma escaso (Fig. 3.6.B). La aparicién de inmunomarcaje de este péptido,

acorde avanzaron los dias de muestreo, fue similar al descrito para NPY.
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No se registraron variaciones entre diploides y triploides en las areas encefalicas que

expresaron ambos neuropéptidos.

3.3. Morfometria neuronal.

Si bien no se observaron diferencias entre diploides y triploides en la estructura anatémica
e histoldgica general ni en la distribucién de los neuropéptidos reguladores de la ingesta
evaluados, si pudieron encontrarse variaciones apreciables en las variables morfométricas
analizadas. Aunque a lo largo de la experiencia el tamafio de las neuronas hipotaldmicas tendié
incrementarse en todos los grupos experimentales, la evolucién ontogénica de esta variable

mostro diferencias considerables entre los distintos grupos evaluados.

Asi, en el grupo control el tamafio neuronal fue relativamente constante hasta los 48 dpe,
momento en cual se observaron diferencias significativas respecto a los muestreos previos.
Posteriormente, la variable registré un incremento significativo a los 86 dpe, para luego

mantenerse constante hasta la finalizacion del ensayo (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Tamafio neuronal medio (um?) £ ES
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——Grupo GC TC TF
Dia

5 13,4 + 0,38 13,1 + 0,381 14,1 + 0,45"
12 12,3+0,37¢ 15,8 + 0,411 17,3 + 0,510
19 11,7  0,59° 21,9 +0,72° 18,8 + 0,660
26 12,9+ 0,29° 24,9 + 0,47° 19,8 + 0,47
33 12,9 + 0,27° 415 + 0,922 26,7+ 0,77°
48 16,4 + 0,36 40,5 + 0,48b2 28,3 + 0,460¢
62 18,3 % 0,39 30,0 + 0,86° 30,4 + 0,39°0
86 22,9 + 0,42 42,9 + 0,57 33,5 + 0,40°
113 23,4 + 0,59% 435 + 0,79 30,5 + 0,520
148 23,4 + 0,312 437 + 0,528 44,2 + 0,52

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.
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Por otra parte, los peces correspondientes a ambos grupos triploides presentaron un
tamafio neuronal mayor en un menor periodo de tiempo. Asi, los ejemplares del grupo tratado por
calor mostraron un area neuronal significativamente superior a partir de los 19 y 33 dpe respecto
de los muestreos anteriores (Tabla 3.1). En las larvas y juveniles triploides obtenidos por frio el
incremento de esta variable fue mas paulatino, encontrandose diferencias significativas a los 12,

33,62, 113 y 148 dpe en comparacion con los muestreos previos (Tabla 3.1).

Cuando se compararon los grupos para un mismo dia de muestreo se observé que, si bien
al inicio de la experiencia (5 dpe) no existieron diferencias en el tamafio neuronal, desde los 12
dpe y hasta el final del ensayo los ejemplares triploides exhibieron valores medios
significativamente superiores a sus hermanos diploides (Fig. 3.7.A). Ademas, desde los 19 a los
113 dpe los ejemplares del grupo TC mostraron un area neuronal significativamente superior en

comparacion con los peces del grupo TF (Fig. 3.7.A).

El nimero de neuronas por mm? en el hipotdlamo mostré una tendencia a la reduccion
similar en todos los grupos a lo largo del ensayo, observandose las primeras diferencias
significativas en relacion al inicio de la experiencia dentro de cada grupo a los 33, 48 y 19 dpe
para los peces del GC, TC y TF, respectivamente (Tabla 3.2.).

Tabla 3.2. Numero medio de neuronas mm2 + ES
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——Grupo GC TC TF
Dia

5 5409 + 3894 3482 + 4532 3836 + 2242
12 5255 + 2142 3101 + 469D 3600 + 18820
19 4391 + 38430 2582 + 2143b¢ 2836 + 224°¢
26 4145 + 389aP 2345 + 282ab¢ 2664 + 213°4
33 3754 + 275 2245 + 1962b< 2501 + 14754
48 3654 + 310P¢ 2045 + 283P¢ 2364 + 12204
62 3664 + 2155¢ 1809 + 248° 2427 + 185°4
86 3454 + 293b<d 1755 + 190° 2382 + 205¢4
113 2364 + 206°4 1691 + 244° 2037 + 160%¢
148 2173 + 2041 1636 + 244° 1945 + 871

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.
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Al cotejar la cantidad de neuronas entre grupos para un mismo dia de muestreo, los
diploides controles presentaron valores significativamente superiores a los de sus hermanos
triploides hasta los 86 dpe inclusive, no encontrandose diferencias significativas con
posterioridad (Fig. 3.7.B).
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Figura 3.7. Evolucion del tamafio neuronal (A) y cantidad de neuronas por mm? (B) en
el hipotalamo de R. quelen en los distintos grupos experimentales.
GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos por
frio. Los valores corresponden a la media + ES. Letras distintas indican diferencias
significativas entre grupos para un mismo dia de muestreo.
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3.4. Morfometria intestinal.

Debido al escaso desarrollo de las vellosidades previo a los 20 dpe, las variables

morfomeétricas para las distintas regiones intestinales fueron evaluadas a partir los 26 dpe.

3.4.1. Longitud de las vellosidades.

La longitud de la vellosidad en el intestino ascendente presentd una tendencia general al
crecimiento a lo largo de la experiencia en todos los grupos experimentales, aunque con algunas
variaciones temporales entre los mismos (Tabla 3.3). Asi, en peces diploides la variable se
mantuvo constante hasta los 48 dpe, momento en el que se registraron diferencias significativas
con los muestreos anteriores, al igual que a los 62 y 148 dpe (Tabla 3.3). En los ejemplares del
grupo TC, la longitud de las vellosidades también mostré un incremento significativo respecto a
dias anteriores a los 48, 62 y 113 dpe y reducciones temporales respecto a los dias previos
durante los 86 y 148 dpe (Tabla 3.3). Por otra parte, en los peces del grupo TF esta variable
presentd un comportamiento similar al observado en TC aunque su incremento inicial fue mas

progresivo con variaciones significativas a los 33 y 48 dpe (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Longitud media de las vellosidades (um) £ ES del intestino ascendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——Grupo GC TC TF
Dia
26 50,3 + 1,30° 79,8055 | 60,1+ 1,30°
33 51,5 + 1,30° 76,3+0,56' | 86,1+ 1,520
48 63,4 + 1,38° 943+ 1,59 | 120,4 + 1,862
62 95,0+ 1,86° | 116,5+0,54° | 1258 + 1,86
86 944 +1,69° | 101,4+1,35¢ | 101,7 + 1,39°
113 957+1,70° | 1349+1512 | 1253+ 1,86
148 1057 + 1,868 | 1233+ 1,79 | 111,0 1,30P

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.
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Cuando se analizaron las diferencias entre los grupos experimentales para un mismo dia
de muestreo se observo que la longitud de las vellosidades del intestino ascendente fue siempre
significativamente superior en los grupos triploides en comparacién con el grupo diploide
control, siendo mayor en TC a los 26, 113y 148 dpe y en TF a los 33, 48 y 62 dpe (Fig. 3.8.A).

En intestino descendente, la longitud de las vellosidades en el GC mostré una evolucion
que no guarda relacion con lo observado en la porcion ascendente. Se registré un descenso
significativo a los 48 dpe y un incremento a los 62 y 86 dpe. Posteriormente, disminuyo
significativamente a los 113 dpe para finalmente aumentar al final del ensayo, aunque sin llegar a
los valores observados a los 86 dpe (Tabla 3.4). Los ejemplares del TC mostraron una reduccion
significativa en la variable a los 33 dpe, con un incremento posterior a los 48 dpe. Luego se
registr6 un nuevo descenso significativo a los 86 dpe, finalizando la experiencia con un
incremento significativo en la longitud de las vellosidades (Tabla 3.4). En los triploides del TF se
observd un incremento paulatino significativo hasta los 62 dpe, con descensos y ascensos
posteriores (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Longitud media de las vellosidades (um) * ES del intestino descendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——~Grupo GC TC TF
Dia
26 50,4 +0,55° | 895+1239 | 50,9+ 1,149
33 49,3+ 0,57¢ 845+050° | 60,9 1,50
48 350+0,42¢ | 102,6+050° | 69,3+ 1,20°
62 423+053% | 99.8+1,04° | 94,0+1,29°
86 56,0 +0592 | 97,6+1,10° | 752 0,900
113 417+053% | 96,9+108 | 87,3+1,05
148 532+050° | 136,3+0,772 | 81,7+ 1,30°

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.
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Figura 3.8. Evolucidn de la longitud de las vellosidades en el intestino ascendente (A),
descendente (B) y convoluto (C) de R. quelen en los distintos grupos experimentales.
GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos por
frio. Los valores corresponden a la media + ES. Letras distintas indican diferencias
significativas entre grupos para un mismo dia de muestreo.
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Cuando se compararon las diferencias entre los grupos para un mismo dia de muestreo se
observd que la longitud de las vellosidades en el intestino descendente fue siempre
significativamente superior en TC durante todo el ensayo (Fig. 3.8.B). Por otra parte, los
triploides del TF también exhibieron valores significativamente mayores a los controles

diploides, aunque recién a partir de los 33 dpe (Fig. 3.8.B).

La longitud de las vellosidades en el intestino convoluto present6 una evolucion irregular
en el GC con reducciones significativas desde el primer dia de muestreo hasta los 48 dpe y luego
con incrementos a los 86 y 148 dpe (Tabla 3.5). Los valores medios de la variable en los peces
del TC mostraron una tendencia al crecimiento a lo largo del ensayo con aumentos significativos
respecto a los muestreos previos a los 48, 86 y 113 dpe (Tabla 3.5). Por su parte, en los
ejemplares del TF la longitud de las vellosidades en esta porcion del intestino disminuyo
significativamente a los 33 dpe y aumenté de manera constante hasta el final del ensayo (Tabla
3.5).

Tabla 3.5. Longitud media de las vellosidades (um) £ ES del intestino convoluto
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——~Grupo GC TC TF
Dia
26 49,3 % 0,55 78,0+ 056° | 484 0,72
33 452+ 0,77° 790 £054° | 41,3+ 0,88°
48 356+0,56° | 100,2+0,56° | 58,9 +0,86°
62 429+0539 | 69,9+0617 | 6531300
86 533+0,77° | 899+1,06° | 67,7 +0,718b
113 40,9%0,539 | 119,0%0,55% | 69,7+ 1,30°
148 52,6+0,50° | 108,0+055° | 70,3 + 0,099

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Finalmente, cuando se compararon las diferencias entre los distintos grupos

experimentales para un mismo dia de muestreo se observo que la longitud de las vellosidades en

el intestino convoluto, al igual que en el descendente, fue siempre significativamente mayor en



52

TC durante toda la experiencia (Fig. 3.8.C). Por otra parte, los triploides del TF también
exhibieron valores significativamente mayores a los controles diploides desde los 48 a los 148
dpe (Fig. 3.8.C).

3.4.2. Espesor de las vellosidades.

En el intestino ascendente, el espesor de las vellosidades en los peces diploides se
incremento significativamente a los 48, 62 y 86 dpe respecto de los muestreos previos y luego se
mantuvo constante hasta el final del ensayo (Tabla 3.6). En los alevinos y juveniles del TC la
variable presentd la misma tendencia al aumento a lo largo de la experiencia con valores
significativamente superiores a los 62, 86 y 148 dpe en relacion a los dias anteriores (Tabla 3.6).
Por su parte, los peces del TF mostraron una evolucion similar en el espesor de las vellosidades,
aungue con un descenso significativo a los 48 dpe. Posteriormente, se registraron incrementos

significativos a los 62 y 113 dpe (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Espesor medio de las vellosidades (um) £ ES del intestino ascendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——~Grupo GC TC TF
Dia
26 33,7 % 0,75° 33,1+ 0,55¢ 24,6 + 0,54°
33 32,9 £ 0,53¢ 31,9+ 0,57¢ 23,9 + 0,48°
48 34,8 + 0,52¢ 32,7 + 0,42° 21,3 + 0,49¢
62 43,2 % 0,48 39,0 + 0,53° 37,0 £ 0,820
86 44,2 + 0,322 44,6 + 0,59 41,9+ 0,75
113 49,5+ 0,572 46,6 % 0,56 39,9+ 0,572
148 49,4 + 0,432 50,8 £ 0,50° 41,9 % 0,50°

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.
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Figura 3.9. Evolucion del espesor de las vellosidades en el intestino ascendente (A),
descendente (B) y convoluto (C) de R. quelen en los distintos grupos experimentales.
GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos por
frio. Los valores corresponden a la media + ES. Letras distintas indican diferencias
significativas entre grupos para un mismo dia de muestreo.
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Cuando se compararon los valores medio del espesor de las vellosidades del intestino
ascendente entre distintos grupos para un mismo muestreo, de manera inversa a lo descrito para
la longitud de las vellosidades, los peces diploides presentaron vellosidades significativamente
mas anchas que los triploides del TF a lo largo de toda la experiencia (Fig. 3.9.A). Estas
diferencias fueron menores o inexistentes cuando se compararon GC y TC, ya que sblo se
observaron variaciones significativas a los 48, 62 y 113 dpe (Fig. 3.9.A).

El espesor de las vellosidades del intestino descendente en el GC aumentd
significativamente a los 48, 86 y 148 dpe (Tabla 3.7). Un comportamiento similar se observo en
los ejemplares del grupo TC donde las vellosidades fueron significativamente mas anchas a los
62 y 86 dpe, aunque luego se registré un descenso a los 113 dpe y hasta el final del ensayo (Tabla
3.7). Los valores registrados en los peces del TF para la variable en esta region del intestino, a
diferencia de lo descrito en los otros grupos, no presentaron una tendencia clara al incremento.
Asi, se observd un aumento significativo a los 33, 86 y 113 dpe respecto a muestreos anteriores,

pero con descensos significativos a los 48 y 148 dpe (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Espesor medio de las vellosidades (um) £ ES del intestino descendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——Grupo GC TC TF
Dia
26 23,6+ 0,57¢ 33,9 + 0,55¢ 43,9 + 0,53¢
33 22,5+ 0,23¢ 33,5+ 0,57¢ 51,3 + 0,55P
48 35,1 + 0,52° 33,7 + 0,420 42,1+ 0,53
62 36,9 + 0,58P¢ 41,0 % 0,53° 42,5+ 0,53°
86 38,8 + 0,34 55,6 + 0,502 48,7 +0,62¢
113 36,0 £ 0,25P 46,7 % 0,59 57,1+ 0,50°
148 49,0 « 0,502 48,4 + 0,50° 48,4 + 0,66°

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Al comparar los grupos entre si para cada dia de muestreo, se observo que los triploides

del TF presentaron, en el intestino descendente, vellosidades significativamente mas anchas que
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los diploides desde los 26 a los 113 dpe, y también que los del grupo TC a los 26, 33, 48 y 113
dpe (Fig. 3.9.B). Este ultimo grupo también present6 valores de la variable significativamente
superiores que los registrados en diploides desde los 26 a los 113 dpe, a excepcion de los 48 dpe
donde no se diferenciaron entre si (Fig. 3.9.B). No existieron diferencias entre grupos a los 148
dpe (Fig. 3.9.B).

Al analizar la variable en el intestino convoluto ninguno de los grupos presentd
diferencias significativas entre los 26 y 33 dpe (Tabla 3.8). Posteriormente, en GC se registrd un
incremento significativo a los 48 y 62 dpe y un descenso a los 113 dpe (Tabla 3.8). En cambio, en
los ejemplares del grupo TC se observaron aumentos significativos a los 48, 62 y 86 dpe para
luego mantenerse en valores estables hasta el final de la experiencia (Tabla 3.8). En los triploides
del grupo TF se encontraron vellosidades significativamente mas anchas a los 48, 86 y 148 dpe

en comparacion con los muestreos previos (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Espesor medio de las vellosidades (um) £ ES del intestino convoluto
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——~Grupo GC TC TF
Dia
26 22,6 % 0,53¢ 32,3 £ 0,55¢ 30,1 £ 0,53¢
33 23,9+ 0,27¢ 31,2+ 0,67° 30,1 « 0,53¢
48 35,2 % 0,52¢ 33,0 £ 0,56¢ 33,6 £ 0,50°
62 40,1 % 0,422 40,9 % 0,53 54,5 + 0,46°
86 38,1 « 0,54° 51,3+0,772 43,3 % 0,55
113 36,6 % 0,29P¢ 48,9 % 0,53 45,3 % 0,55
148 40,4 + 0,452 50,6 £ 0,50° 52,8 + 0,522

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Cuando se contrasto el espesor de las vellosidades en el intestino convoluto entre grupos
para un mismo dia de muestreo se observd que los peces diploides presentaron vellosidades
significativamente mas delgadas que sus hermanos triploides durante todo el ensayo, a excepcion

de los 48 y 62 dpe (Fig. 3.9.C). Los ejemplares del grupo TC mostraron vellosidades
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significativamente mas anchas a los 26, 86 y 113 dpe, mientras que los peces del grupo TF sélo
presentaron valores significativamente superiores a los restantes grupo al final del ensayo (Fig.
3.9.0).

3.4.3. Altura de los enterocitos.

La altura de los enterocitos en las tres regiones intestinales mostré una tendencia al
aumento a medida que transcurrio el ensayo en todos los grupos experimentales, aunque con

algunas variaciones intrinsecas.

Asi, en el intestino ascendente de los peces diploides se observd un incremento
significativo de la variable a los 48 y 86 dpe y un descenso significativo a los 148 dpe en
comparacion con los 86 dpe (Tabla 3.9). En los triploides del grupo TC se observd un
comportamiento similar con aumentos significativos en la altura del enterocito a los 48, 62 y 86
dpe (Tabla 3.9). Los triploides del grupo TF, al igual que los diploides controles, mostraron
incrementos significativos a los 48, 86 y 113 dpe y una reduccidn significativa de la variable a los

148 dpe en comparacion con el Gltimo muestreo (Tabla 3.9).

Tabla 3.9. Altura media de los enterocitos (um) = ES del intestino ascendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——Grupo GC TC TF
Dia
26 11,9 + 0,23 12,1 + 0,35 14,9 + 0,220
33 12,6 + 0,199 12,3 + 0,220 14,8 + 0,23°
48 16,5 + 0,22° 16,9 + 0,20° 17,4 0,19°
62 16,2 + 0,20° 18,2 + 0,19 17,0 £ 0,16°
86 18,7 + 0,197 25,6 + 0,352 25,4 + 0,25P
113 18,3 + 0,358P 25,8 £ 0,182 25,6 £ 0,182
148 17,7 +0,18P 25,5 + 0,187 252 +0,18P

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.
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Al cotejar la altura de los enterocitos en el intestino ascendente entre grupos para un
mismo dia de muestreo, se observo que los triploides obtenidos por frio presentaron valores
significativamente superiores a los diploides durante todo el ensayo (Fig. 3.10.A). Por su parte,
los triploides del TC presentaron enterocitos significativamente mas altos que los diploides
controles s6lo desde los 62 dpe hasta el final de la experiencia (Fig. 3.10.A). Cuando se
compararon los grupos de triploides entre si, los ejemplares del TF exhibieron valores
significativamente superiores al TC a los 26 y 33 dpe, mientras que la relacion se invirtio a los 62
dpe (Fig. 3.10.A).

En el intestino descendente, el GC mostré aumentos significativos en la variable a los 62
y 86 dpe, para luego mantenerse constante hasta el final del muestreo (Tabla 3.10). Por otra parte,
los triploides por calor exhibieron valores significativamente superiores en la altura del enterocito
a los 48 y 86 dpe respecto a los muestreos previos (Tabla 3.10). En el caso de los peces del TF, la
variable se increment6 de manera sostenida a los 48, 62, 86 y 148 dpe (Tabla 3.10).

Tabla 3.10. Altura media de los enterocitos (um) + ES del intestino descendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

——Grupo GC TC TF
Dia
26 13,6 + 0,18° 14,3 + 0,199 145 +0,19°
33 135 +0,19° 14,4 + 0,179 14,5 + 0,28°
48 17,2 +0,19b¢ 17,8 + 0,19° 17,9 + 0,209
62 17,7 £ 0,26P 17,0 £ 0,18° 18,9 + 0,18°
86 22,7 + 0,49 242 £ 0,16 22,0 £ 0,18
113 21,8 + 0,46 22,4+ 0,18 22,6 0,19
148 21,9+ 0,18 249 +0,172 247 +0,18°

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.
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Figura 3.10. Evolucion de la altura de los enterocitos en el intestino ascendente (A),
descendente (B) y convoluto (C) de R. quelen en los distintos grupos experimentales.
GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos por
frio. Los valores corresponden a la media + ES. Letras distintas indican diferencias
significativas entre grupos para un mismo dia de muestreo.
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Cuando se compard la altura de los enterocitos entre grupos para un mismo muestreo en
esta porcion del intestino se observd, de manera semejante a lo descrito en el intestino
ascendente, que los diploides presentaron enterocitos significativamente mé&s bajos en
comparacion con sus hermanos triploides (Fig. 3.10.B). No se registraron diferencias en la
variable entre TC y TF a lo largo del ensayo a excepcion de los 62 y 86 dpe donde los ejemplares

del TF y del TC presentaron respectivamente valores significativamente superiores (Fig. 3.10.B).

Finalmente, la altura de los enterocitos en el intestino convoluto presentd incrementos
significativos en los peces del GC a los 48, 62 y 113 dpe y descensos significativos a los 86 y 148
dpe en comparacién con el muestreo previo (Tabla 3.11). En el TC el aumento de la variable fue
progresivo, con diferencias significativas a los 48 y 113 dpe (Tabla 3.11). Los triploides del TF
mostraron enterocitos significativamente més altos a los 33, 86 y 113 dpe (Tabla 3.11).

Tabla 3.11. Altura media de los enterocitos (um) + ES del intestino convoluto
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

Grupo

Dia GC TC TF
26 12,2 +0,19¢ 13,4 £0,33° 16,4 £ 0,20¢
33 12,2 + 0,28 14,4 + 0,22° 20,7 £0,19°
48 12,8 +0,19° 15,7 £ 0,19° 18,6 + 0,18
62 14,9 + 0,18° 15,7 £ 0,23° 21,0 £ 0,19°
86 10,4 +0,17¢ 16,4 + 0,19° 23,5+0,18°
113 24,4+ 0,182 19,0 £ 0,262 25,5+0,182
148 13,7 +£0,18° 18,9 + 0,212 23,9+0,18°

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Al contrastar la variable entre grupos, se observé que los diploides presentaron valores
significativamente inferiores a los de sus hermanos triploides a lo largo de toda la experiencia, a

excepcion de los 113 dpe donde se registraron valores significativamente superiores en GC



60

respecto de TC (Fig. 3.10.C). Por otra parte, los triploides del TF mostraron enterocitos

significativamente mas altos que los del TC a lo largo de todo el ensayo (Fig. 3.10.C).

3.4.4. Area de células mucosas (Um?).

Este tipo celular se observo en los ejemplares de todos los grupos experimentales y en las
tres regiones intestinales analizadas (Fig. 3.11) aunque con variaciones en el nimero y tamafio.

Figura 3.11. Células mucosas (flechas) en las distintas regiones del intestino
de los tres grupos experimentales. Tincion PAS. Barra = 10 um.
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El area de células mucosas en las distintas regiones del intestino y en todos los grupos
tuvo una tendencia a incrementarse a medida que transcurrié el ensayo, aunque con algunas
diferencias. En el intestino ascendente de los peces diploides controles la variable mostrd
incrementos significativos a los 48 y 148 dpe (Tabla 3.12), mientras que en los triploides del
grupo TC estos aumentos se registraron a los 33, 62 y 113 dpe (Tabla 3.12). Por su parte, los
triploides del grupo TF mostraron células mucosas significativamente méas grandes a los 26 y 148
dpe (Tabla 3.12). En el caso de ambos grupos triploides se observaron ademés reducciones
significativas en los valores de la variable a los 12 y 33 dpe en los peces del TC y TF,

respectivamente, en relacion con los muestreos previos respectivos (Tabla 3.12).

Tabla 3.12. Area media de células mucosas (um?) = ES del intestino ascendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

) Grupo GC TC TF
Dia

5 26,9 « 1,220 35,4 + 1,179 27,4 % 0,98°
12 28,7 + 1,03° 24,2 + 1,36° 30,7 + 1,18°
19 32,1+ 1,33¢ 33,3 £ 2,210 349+ 0,77°¢
26 34,7 + 2,28¢ 33,3 £ 1,18¢ 425+ 2,81
33 25,9 + 1,550 44,8 + 1,36° 29,7 + 1,61°
48 45,0 £ 2,00¢ 47,6 % 1,40° 37,8 £ 1,60°
62 44,7 + 1,33° 56,5 + 1,60° 49,4 + 1,515P
86 50,7 + 1,273P 60,1 + 1,132P 47,6 % 1,5450
113 46,7 * 1,340¢ 63,6 1,472 50,0 + 1,63%P
148 54,0 + 1,272 62,0« 1,272 53,0 + 1,652

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Cuando se compararon los valores medios de la variable entre grupos para cada dia de
muestreo se observaron valores dispares hasta los 26 dpe ya que inicialmente los triploides del
TC presentaron valores significativamente superiores e inferiores en relacion a los restantes
grupos a los 5 y 12 dpe, respectivamente (Fig. 3.12.A). No se observaron diferencias

significativas a los 19 dpe, mientras que en el siguiente muestreo los ejemplares del grupo TF
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Figura 3.12. Evolucion del area de células mucosas en el intestino ascendente (A),
descendente (B) y convoluto (C) de R. quelen en los distintos grupos experimentales.
GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos por
frio. Los valores corresponden a la media + ES. Letras distintas indican diferencias
significativas entre grupos para un mismo dia de muestreo.
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presentaron valores medios de la variable significativamente superiores a los demés grupos (Fig.
3.12.A). Desde los 33 dpe hasta el final de la experiencia, los peces triploides del grupo TC
exhibieron células mucosas significativamente mas grandes que sus hermanos de los grupos GC y
TF (Fig. 3.12.A).

En el intestino descendente de los peces diploides el area de células mucosas aumento
significativamente a los 12, 62 y 86 dpe (Tabla 3.13). En los triploides se registraron incrementos
significativos de la variable a los 26, 48 y 86 dpe en los ejemplares del grupo TC y a los 62 y 113
dpe en los peces del TF (Tabla 3.13).

Tabla 3.13. Area media de células mucosas (um?) = ES del intestino descendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

) Grupo GC TC TF
Dia

5 19,0 + 1,250 22,6+ 1,75 28,6 + 1,510¢
12 32,2 % 1,46° 20,5 + 1,23 26,7 * 1,16°
19 19,7 + 1,709 24,4+ 0,87 32,3+ 1,18%¢
26 29,2 % 2,57° 41,3 + 1,500 38,3 + 2,1504
33 31,6 £ 2,10° 44,6+ 1,739¢ 28,9 + 0,80°
48 35,3 £ 0,93° 48,5 + 1,365 35,2 1,869
62 441+ 1,61 53,1+ 1,120¢ 44,8 + 1,430¢
86 52,9+ 1,109 56,4 + 1,2230 487 + 1,53
113 48,7 + 1,26%P 57,3 % 0,072 56,8 + 1,772
148 49,9 + 1,395P 50,1+ 1,19 49,6 % 1,20P

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Al cotejar los grupos entre si para un mismo dia muestral, la variable en el intestino
descendente mostré un comportamiento similar al descripto en la region anterior del érgano. Asi,
alos 5y 19 dpe fueron los triploides del grupo TF los que presentaron valores significativamente
superiores, mientras que a los 12 dpe los valores mayores los exhibieron los peces diploides (Fig.

3.12.B). Posteriormente, desde los 26 dpe y hasta el final del ensayo, los ejemplares triploides del
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grupo TC presentaron células mucosas significativamente més grandes que sus hermanos de

ambos grupos (Fig. 3.12.B).

En el intestino convoluto, teniendo en cuenta que el mismo se diferencia a partir de los 20
dpe, la variable comenzd a registrarse desde el siguiente dia de muestreo en el esquema
experimental, es decir, desde los 26 dpe. El tamafio de las células mucosas aumento
significativamente a los 62 dpe en los diploides controles, mostrando una reduccion significativa
temporal a los 113 dpe (Tabla 3.14). En los peces triploides del grupo TC se observaron
aumentos significativos en la variable a los 48 y 148 dpe, mientras que en los triploides del TF el
incremento significativo se registro a los 86 y 113 dpe en relacion a los dias previos de muestreo
(Tabla 3.14).

Tabla 3.14. Area media de células mucosas (um?) + ES del intestino convoluto
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

) Grupo GC TC TF
Dia
26 34,68+1,320¢ 33,1 % 1,379 30,2 « 2,120
33 32,23+1,269¢ 33,9 + 1,310 28,3 % 2,069
48 36,41+1,11° 41,8 % 1,50° 36,5 + 1,23%0
62 51,141,312 46,3 + 1,370¢ 38,4 + 1,28°
86 50,26+1,172P 50,0 + 1,298P 49,6+ 1,417
113 42,86+1,60° 51,2  1,31ab 56,9 + 1,239
148 50,29+1,252 53,5 + 1,55 56,0 + 1,882

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Cuando se compar0 el tamafio de las células mucosas entre grupos en la porcion
convoluta del intestino para un mismo dia de muestreo, no se observo un patron regular. Asi, no
existieron diferencias significativas entre grupos a los 26 y 86 dpe, mientras que los valores
fueron significativamente superiores en TC respecto de GCy TFalos 48y 113 dpe y a los 33, 48
y 62 dpe, respectivamente (Fig. 3.12.C). Los triploides del grupo TF mostraron medias

significativamente mayores a los restantes grupos a los 113 dpe, diferenciandose también de los
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diploides controles a los 148 dpe (Fig. 3.12.C). Por otra parte, este ultimo grupo presenté a los 62
dpe células mucosas significativamente méas grandes que sus hermanos triploides (Fig. 3.12.C).

3.4.5. Cantidad de células mucosas por mm? de mucosa.

La cantidad de células mucosas presentd una gran variabilidad entre individuos lo que se
refleja en los elevados valores de los errores estdndares calculados para cada grupo y dia de
muestreos (Tablas 3.15, 3.16, 3.17). Debido a esto, si bien se observo una tendencia al
incremento en numero en todos los grupos experimentales en el intestino ascendente y
descendente a medida que transcurrid el ensayo, existieron pocas diferencias significativas entre

muestreos sucesivos.

Tabla 3.15. Numero medio de células mucosas mm-2 + ES del intestino ascendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

) Grupo GC TC TF
Dia

5 364 + 55,200 272 + 35,7¢ 370 + 44,5°
12 435 + 72,150 493 = 120,1°¢ 264 + 28,50
19 316 + 55,3¢ 549 + 81,6P¢ 320 + 90,7d°
26 410 = 60,250 378 « 57,9P¢ 344 + 48,9°
33 458 + 48,3°4 747 + 82,58P 242 + 26,8°
48 569 + 73,604 681 + 57,8¢ 710 + 39,4¢
62 669 = 106,9°¢ 760 + 79,42P 1171 + 115,080
86 662 « 79,20¢ 755 + 78,12P 736 + 63,1°
113 493 % 52,0° 773 £ 36,580 866 + 126,5°¢
148 852 + 98,830 1118 + 14542 748 + 104,0°

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

En el intestino ascendente, los diploides controles presentaron un incremento significativo
a los 148 dpe respecto del muestreo previo (Tabla 3.15). Por su parte los triploides del grupo TC

no mostraron diferencias significativas entre muestreos sucesivos, mientras que los ejemplares
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del TF revelaron un aumento significativo en el nimero de células mucosas a los 48 y 62 dpe
respecto de los dias previos de muestreo inmediatos (Tabla 3.15).

Cuando se cotejaron los valores medios entre los distintos grupos experimentales para un
mismo dia de muestreo, los ejemplares del TC presentaron un nimero de células mucosas
significativamente superior a sus hermanos de los restantes grupos a los 33 dpe, mientras que a
los 62 dpe fueron los peces triploides del grupo TF los que evidenciaron una media mayor (Fig.
3.13.A). A los 113 dpe los ejemplares del TF difirieron significativamente del GC pero no
respecto a los triploides del grupo TC (Fig. 3.13.A).

A nivel del intestino descendente, en los diploides controles y los triploides del grupo TC
se registré un incremento significativo a los 48 dpe, mientras que en los peces triploides del

grupo TF se observo un aumento a los 148 dpe (Tabla 3.16).

Tabla 3.16. NUmero medio de células mucosas mm-2 + ES del intestino descendente
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

, Grupo GC TC TF
Dia

5 271 + 38,5¢ 381+ 77,99 381 + 63,9
12 281 + 29,4° 207 + 40,9 517 £ 92,0°
19 469 + 56,09¢ 417 + 86,47 249 + 29,47
26 517 + 87,6%0¢ 460 + 41,8 412 + 63,8
33 526 + 56,8%0° 563 + 67,17 279 + 21,1
48 1025 + 95,080 1546 + 247,07 643 + 76,450
62 861 = 94,330¢ 1364 + 201,47 1046 + 42,83b¢
86 676 + 64,72bcd 1338 + 33,32 657 + 62,30C0ef
113 752 + 111,08bcd 1291 + 118,28 889 + 117,950¢
148 846 + 92,4P¢ 1258 + 162,67 1305 + 2192

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Al comparar el nimero de células mucosas de esta region intestinal entre grupos para cada

dia de muestreo no se observaron diferencias significativas hasta los 33 dpe inclusive (Fig.
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Figura 3.13. Evolucion del niamero de células mucosas en el intestino ascendente (A),
descendente (B) y convoluto (C) de R. quelen en los distintos grupos experimentales.
GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos por
frio. Los valores corresponden a la media + ES. Letras distintas indican diferencias
significativas entre grupos para un mismo dia de muestreo.
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3.13.B). Posteriormente, los triploides del grupo TC presentaron mayor cantidad de celulas
mucosas con diferencias significativas respecto de los diploides controles a los 62, 86 y 113 dpe
(Fig. 3.13.B). También presentaron valores significativamente superiores en relacion a los
triploides del TF a los 48 y 86 dpe (Fig. 3.13.B).

Finalmente, en el intestino convoluto el ndmero de células mucosas aumento
significativamente en los ejemplares del grupo GC a los 62 dpe, mientras que en los triploides del
grupo TC el incremento se registro a los 48 dpe (Tabla 3.17). Por su parte los peces triploides del
grupo experimental TF no mostraron diferencias significativas en los valores de la variable entre

muestreos sucesivos (Tabla 3.17).

Tabla 3.17. NUmero medio de células mucosas mm + ES del intestino convoluto
para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

) Grupo GC TC TF
Dia
26 376 « 50,1° 771 + 160,020 280 + 37,6°
33 768 £ 92,33P 611 + 97,3 310 + 37,69¢
48 596 + 76,1° 1217 + 165,0° 775 + 80,42b¢
62 1211 + 236,72 960 + 99,450 1002 + 135,57
86 757 + 136,820 511 + 47,7 498 + 58,00
113 600 + 79,0 787 + 83,650 647 + 82,10¢e
148 687 + 81,62P 1024 + 123,180 895 + 97,3aP

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Cuando se compar6 el numero de células mucosas en el intestino convoluto entre grupos
para un mismo dia de muestreo, los ejemplares del grupo TC mostraron valores
significativamente superiores a los restantes grupos a los 26 y 48 dpe, mientras que a los 33 dpe
tanto los peces del GC como los del TC presentaron valores superiores respecto a sus hermanos
del grupo TF (Fig. 3.13.C). No se registraron diferencias significativas entre grupos en los

restantes dias de muestreo (Fig. 3.13.C).
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3.5. Inmunolocalizacion de neuromoduladores de la ingesta en intestino ascendente.

Las CEEs inmunopositivas a NPY y CCK-8 localizadas en el intestino ascendente
mostraron una morfologia similar en los distintos grupos experimentales y se caracterizaron por
ser alargadas con una porcion central ensanchada donde se alojé el ndcleo, y disponiéndose con

su eje mayor perpendicular a la membrana basal (Fig. 14).

Figura 3.14. Células enteroenddcrinas (flechas) inmunorreactivas a NPY (columna
izquierda) y CCK-8 (columna derecha) en el intestino ascendente de los tres grupos
experimentales. Técnica IHQ indirecta. Barra = 10 um.
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3.5.1. Tamano de CEEs inmunorreactivas a NPY y CCK-8.

El area celular de las CEEs NPY™ present6 en todos los grupos una tendencia al aumento
a medida que transcurrié la experiencia en todos los grupos, aunque sin diferencia significativas
entre los muestreos sucesivos en los peces del GC y TF, evidenciando incrementos paulatinos en
estos grupos (Tabla 3.18). Por otra parte, en los ejemplares triploides del TC se registr6 un
incremento significativo a los 48 y 62 dpe respecto a los muestreos anteriores inmediatos (Tabla
3.18).

Tabla 3.18. Area media de CEEs inmunorreactivas a NPY (um?) + ES del intestino
ascendente para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

) Grupo GC TC TF
Dia
5 22,0 % 3,97° 20,2 % 1,50° 26,5+ 1,81¢
12 36,8 + 3,97°¢ 22,2 + 1,039 31,5+ 1,83%¢
19 42,9 + 3,08%P 32,6 £ 2,900 33,5+ 2,6200¢
26 38,7 « 1,40P¢ 35,9 + 2,82° 43,1 + 2,35bcde
33 47,6 % 3,2500 341+ 1,82¢0 47,4 % 2,6920d
48 44,9 + 40330 50,07 + 1,08 45,4 + 2,083bcd
62 50,0 + 4,882P 63,0 £ 3,40° 50,8 + 2,2050
86 49,2 + 6,6980 72,3 % 2,802 49,6 + 2,558b¢
113 50,6 + 3,773P 72,5 + 3,962 58,5 + 5,873b
148 56,3 + 4,23° 60,7 £ 4,542 60,1 £ 5,90°

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Comparando esta variable entre grupos para un mismo muestreo, se observo gque hasta los
33 dpe los triploides del TC presentaron CEEs NPY™ de menor tamafio que sus hermanos con
diferencias significativas a los 5, 12 y 33 dpe (Fig. 3.15.A). Sin embargo, a partir de los 62 y
hasta los 113 dpe inclusive los triploides del TC exhibieron valores medios de la variable

significativamente superior a los de los restantes grupos (Fig. 3.15.A).
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Figura 3.15. Evolucion del &rea de células enteroenddcrinas en el intestino ascendente de
R. quelen en los distintos grupos experimentales.
A. CEEs inmunopositivas a NPY. B. CEEs inmunorreactivas a CCK-8.
GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos por
frio. Los valores corresponden a la media + ES. Letras distintas indican diferencias
significativas entre grupos para un mismo dia de muestreo.

El area de CEEs inmunorreactivas a CCK-8 presentd un comportamiento similar a lo
descrito para NPY a lo largo del ensayo para los ejemplares del GC y TF, aunque en el primer
grupo se evidencio un incremento significativo en la variable a los 12 dpe (Tabla 3.19). En el
caso de los triploides del TC, las CEEs CCK-8" aumentaron su tamafio de manera significativa

entre muestreos sucesivos a los 19 y 62 dpe (Tabla 3.19).
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Tabla 3.19. Area media de CEEs inmunorreactivas a CCK-8 (um?) + ES del intestino

ascendente para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

) Grupo GC TC TF
Dia

5 21,2+ 1,39° 10,2 + 1,74° 253+ 1,81°
12 36,6 « 3,91° 14,9 + 1,74° 230 + 1,620¢
19 42,2 + 35000 31,4 + 2,88 39,7+ 2,98%P
26 39,0 + 1,38%P 32,6 £ 2,85° 42,1 % 2,3650
33 45,2 + 3,550 33,4 + 2,06 447 + 4,19
48 432 * 3,615P 35,5 + 2,36° 415 + 2,363¢
62 53,9 + 4,043P 57,7+ 2,172 51,1+ 2,342
86 48,7 + 4,975P 87,4 « 34,75 41,3 + 36650
113 52,7 + 3,908P 60,0 £ 2,967 53,2 « 5,372
148 55,6 £ 5,352 63,4 £ 4,900 55,0 + 6,642

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Al cotejar el tamafio de las CEEs CCK-8" entre grupos para un mismo dia de muestreo se
observo, de manera similar a lo descrito para NPY, que hasta los 33 dpe los triploides del TC
presentaron células de menor tamafio en comparacion con alguno de los restantes grupos con
diferencias significativas a los 5, 12, 26 y 33 dpe (Fig. 3.15.B). Sin embargo, en contraste a lo

mencionado para NPY, si bien desde los 62 dpe se incrementd el tamafio de las células en los

triploides del grupo TC, estas diferencias no fueron significativas (Fig. 3.15.B).

3.5.2. Numero de CEEs inmunorreactivas a NPY y CCK-8.

La cantidad CEEs NPY™ no present6 diferencias significativas entre muestreos sucesivos

en ninguno de los grupos experimentales a lo largo de todo el ensayo (Tabla 3.20).

De la misma manera, tampoco se observaron diferencias significativas en el numero de

CEEs inmunopositivas a NPY entre grupos para un mismo dia de muestro (Fig. 3.16.A)



Tabla 3.20. NUmero medio de CEEs inmunorreactivas a NPY = ES del intestino ascendente

para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

) Grupo GC TC TF
Dia

5 236 £ 32,3 213 £ 21,12 221 + 25,6°
12 252 + 37,3 250 + 38,28 173 + 23,70
19 366 + 48,8° 203 + 59,82 250 + 42,35P
26 308 + 64,99 303 + 36,99 188 + 24,730
33 258 + 28,9 201 + 30,3 186 + 26,620
48 200 + 22,3 218 + 30,92 199 + 24,980
62 227 + 60,22 281 + 25,68 156 + 17,1°
86 231+ 51,3 201 + 26,5 172 + 21,8°
113 183 + 19,12 212 + 36,42 181 + 28,580
148 185 + 27,02 208 + 20,72 316 + 51,3

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.

Ninguno de los grupos presentd diferencias significativas en la cantidad de CEEs CCK-8"
a lo largo del ensayo (Tabla 3.21).

Tabla 3.21. Numero medio de CEEs inmunorreactivas a CCK-8 + ES del intestino
ascendente para cada dia de muestreo en los distintos grupos experimentales.

, Grupo GC TC TF
Dia

5 231 £ 29,0 208 + 28,5 210 + 23,3
12 273 £ 61,98 272 £ 29,42 191 + 21,99
19 229 + 34,0 314 + 72,6 217 + 32,3
26 215 + 27,82 365 + 65,6 457 + 91,12
33 294 + 45,52 247 + 27,22 234 + 32,72
48 249 + 36,22 170 + 20,09 374 + 70,5
62 202 + 19,52 204 + 47,12 287 + 49,52
86 165 + 17,72 200 + 22,62 167 + 58,57
113 200 + 27,82 169 + 30,3? 334 + 76,9°
148 146 + 18,0° 201 + 38,37 202 + 5882

GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos
por frio. Letras diferentes indican diferencias significativas a lo largo del ensayo en un mismo
grupo experimental.
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Figura 3.16. Evolucion del niumero de células enteroenddcrinas en el intestino
ascendente de R. quelen en los distintos grupos experimentales.
A. CEEs inmunopositivas a NPY. B. CEEs inmunorreactivas a CCK-8.
GC: grupo control diploide. TC: triploides obtenidos por calor. TF: triploides obtenidos por
frio. Los valores corresponden a la media £ ES. Letras distintas indican diferencias
significativas entre grupos para un mismo dia de muestreo.

Cuando se compar6 el nimero de CEEs CCK-8" entre grupos para cada dia de muestreo,
se observo que lo triploides del grupo TF presentaron valores significativamente superiores a los

diploides controles y a los triploides del TC a los 26 y 48 dpe, respectivamente (Fig. 3.16.B).
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4. DISCUSION

4.1. Anatomia e histologia encefalica.

Entre las particularidades anatémicas que pudimos describir en el encéfalo de R. quelen,
la ubicacion del bulbo olfatorio es una caracteristica a destacar. Este Gltimo posee diferentes
localizaciones en distintas especies. Asi, en trucha arcoiris (O. mykiss) se ubica inmediatamente
por debajo del telencéfalo (Zielinski y Hara, 1988), al igual que en pez cebra (Danio rerio) (Byrd
y Brunjes, 1995) y anguila europea (Anguilla anguilla) (Giorgi et al., 1994). Otras especies como
el goldfish (C. auratus) presentan un corto tracto olfatorio (Von Bartheld et al., 1984). Por otra
parte, al igual que en R. quelen, otros siluriformes como el bagre del canal (I. punctatus) exhiben
su bulbo olfatorio separado del encéfalo por un tracto olfatorio prolongado (Bass, 1981).

El bulbo olfatorio es una estructura de vital importancia en los peces. Varios autores le
atribuyen tres funciones principales vinculadas con la alimentacion, la reproduccion y los
mecanismos antipredatorios de alarma (Byrd y Brunjes, 1995; Hamdani y Dgving, 2007; Laberge
y Hara, 2001; Zielinski y Hara, 1988). Estos tres mecanismos impactarian en regiones diferentes
del encéfalo y estas funciones son llevadas a cabo por tres tipos neuronales especificos, las
neuronas sensoriales ciliadas, las cuales poseen dendritas largas y cilias apicales, las neuronas
sensoriales con microvellosidades, cuya dendrita es de menor longitud que las ciliadas y las
células en cripta que poseen cilias y microvellosidades. (Hamdani y Dgving, 2007). En cuanto a
las diferencias en el tracto olfatorio, los siluridos se caracterizan por poseer largos tractos

olfatorios en comparacion con otras especies.

Otra regidén anatomica que presentd grandes diferencias en comparacion con otros
teledsteos fue el cerebelo. En R. quelen, mostré un gran desarrollo, alcanzando a través su vértice
al telencéfalo inmediatamente por craneal del tectum Optico. En trucha arcoiris, contrariamente a
lo observado en R. quelen, el cerebelo presenta una direccién caudal con una curvatura que hace
que el vértice de este ultimo apoye sobre la médula oblonga (Reid y Westerman, 1975). En C.
auratus posee una forma redondeada y menor tamafio en comparacion con el cerebelo de R.
quelen, por lo cual no se proyecta sobre otras estructuras encefalicas (Duran et al., 2014). Por el

contrario, el gran desarrollo observado en el cerebelo de R. quelen parece ser una constante en
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siluriformes ya que en otras especies como |. punctatus y C. gariepinus, el cerebelo también se
proyecta cranealmente (Finger, 1978).

En cuanto a la estructura histologica del telencéfalo e hipotdlamo, si bien se observan
caracteristicas generales similares a las descritas en otros teledsteos, con las técnicas histoldgicas
de rutina empleadas no fue posible identificar la totalidad de los nucleos por lo cual pueden
aparecer diferencias en lo observado en otras especies. Asi, en el telencéfalo de Betta splendens
(Magalhédes Horn y Rasia-Filho, 2018) se describen mayor cantidad de subdivisiones del pallium,
siendo el subpallium similar a lo observado en R. quelen. Otro ejemplo es lo observado en
Aphyocharax anisitsi (Obando-bulla et al., 2013) donde en el subpallium se describe una
subdivision del nucleo entopeduncular, algo que en R. quelen no se pudo observar. En el caso de
Dicentrarchus labrax, Cerda-Reverter et al. (2001) describen una poblacion celular
periventricular homologa a un nucleo descrito en las aves, lo cual no fue observado en R. quelen
ni descrito por los autores previamente citados. A nivel hipotaldamico, los nucleos observados y
descritos en R. quelen coinciden con lo descrito en otras especies como Haplochromis burtoni y
A. anisitsi (Fernald y Shelton, 1985; Obando-bulla et al., 2013).

4.2. Expresion de neuropéptidos reguladores de la ingesta a nivel encefélico.

Como se establecid previamente, NPY es un péptido con una extensa distribucion en el
SNC de peces, al igual que en anfibios y mamiferos y fue descrito en todas las regiones
encefalicas a excepcion del cerebelo (Allen et al., 1983; Danger et al., 1985; Lin et al., 2000;
Andrea Pirone et al., 2004).

Respecto a las regiones estudiadas en este trabajo, Kah et al. (1989) describieron en C.
auratus inmunopositividad celular en las regiones telenceféalicas correspondientes a la region
ventral y en el ndcleo entopeduncular, como asi también observaron un debil marcaje alrededor
de la comisura. Estos autores destacan la diferencia notoria observada en la expresién diferencial
de este péptido entre el pallium dorsal y el subpallium, donde en el primero se observa un gran
marcaje fibrilar y en el segundo solamente en algunos somas neuronales reactivos. En trucha

arcoiris, se describieron fibras inmunorreactivas en el telencéfalo dorsal, mientras que la region
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ventral e hipotaldmica se observaron células y fibras positivas, siendo las regiones del ndcleo
entopeduncular y el Organo paraventricular las que mayor marcaje inmunohistoquimico
presentaron para cada region (Danger et al., 1991). A su vez, en Sparus aurata se observaron
gran cantidad de fibras inmunoreactivas en el pallium y subpallium siendo en este ultimo la
region donde se observd marcaje somético principalmente en el nicleo ventrolateral (Pirone et
al., 2008). Estos resultados son semejantes a los observados en nuestro trabajo, donde la region
del telencéfalo dorsal presentd marcaje fibrilar mientras que el subpallium evidencio reaccion en
somas neuronales, coincidiendo las regiones con inmunopositividad con lo descrito por Danger et
al. (1991), pero difiriendo con Pirone et al. (2008) quien describa mayor inmunopositividad en el
nacleo ventrolateral. Cabe destacar ademas que en mamiferos y en anfibios, estas observaciones

son coincidentes con las descritas en R. quelen (Allen et al., 1983; Danger et al., 1985).

Las regiones inmunopositivas observadas en hipotalamo coinciden tanto en goldfish como
en trucha, y también con los resultados obtenidos en nuestro trabajo, siendo el nlcleo predptico y

el nucleo periventricular las regiones con mayor positividad celular.

La existencia de regiones con mayor presencia de fibras y otras con mayor presencia de
somas da la pauta de que NPY actla interconectando regiones que poseen una importante
participacion en la ingesta de alimentos, lo cual coincide con lo expuesto por Danger et al.
(1991). Estos autores plantean que la participacion de NPY en la fisiologia neuronal excede su rol
en la modulacion de la ingesta ya que ademas estaria relacionado con la produccion de
gonadotrofinas, melanotrofinas y hormona del crecimiento (Danger et al., 1991).

Estos resultados coinciden con lo observado en mamiferos, donde las regiones
inmunorreactivas se asemejan a las observadas en peces, por lo cual se puede suponer que
desarrollan funciones semejantes (Bi et al., 2001; Gray y Morley, 1986). Evolutivamente, este es
un péptido altamente conservado, tanto en su estructura como en su localizacion encefélica a

nivel inter e intraespecies (Blomqvist et al., 1992; Larhammar, 1996).

Por otra parte, como se ha indicado previamente, CCK-8 es un péptido con funciones
anorexigénicas ampliamente conocidas y demostradas por diferentes autores (Le Bail y Reeuf,
1997; Lin et al., 2000; Volkoff et al., 2005). En C. auratus, se describio la presencia de fibras
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CCK-8 inmunorreactivas en el telencéfalo dorsal e inmunopositividad fibrilar y nuclear en el
telencéfalo ventral (Himick y Peter, 1994). Estos resultados fueron coincidentes con la
distribucion telencefalica reportada en nuestro trabajo, asi como en Poecilia latipinna donde en
las partes lateral y central del area dorsal se observd mayor concentracion fibrilar, mientras que

en el &rea ventral se expresé en ndcleos y células inmunopositivas (Batten et al., 1990).

En el caso del hipotdlamo, tanto en C. auratus como en P. latipinna, se observaron las
mismas regiones inmunorreactivas, siendo el nucleo anterior tuberal y el periventricular las
regiones con mayor concentracion de células positivas (Batten et al., 1990; Himick y Peter,
1994). En los nucleos lateral tuberal y anterior tuberal, se observd reaccion fibrilar. Estos
resultados también son coincidentes con los observados en R. quelen, lo que demuestra que estos

sistemas de regulacion se encuentran ampliamente conservados filogenéticamente.

La distribucion encefélica de CCK-8 es similar a la observada en NPY, lo que
confirmaria la coparticipacion de ambos péptidos en su funcion como reguladores de la ingesta

en R. quelen.

4.3. Efectos de la ontogenia y la triploidizacion en el tamafio y nimero de neuronas
hipotalamicas.

El desarrollo neuronal ontogénico de los peces es la consecuencia de un complejo
desarrollo embrionario previo caracterizado por una fase de induccién y formacién de células
progenitoras y posteriormente una diferenciacion neuronal regidos por factores intrinsecos y
extrinsecos (Schmidt et al., 2013; Spemann y Mangold, 2001). En los ultimos afos, el
conocimiento de la neurogénesis ha adquirido una relevancia fundamental como consecuencia del
descubrimiento de la capacidad neurogénica en animales adultos, adquiriendo los peces un lugar
de predileccion por sus caracteristicas favorables como modelos de estudio (Appel y Chitnis,
2002; Lindsey et al., 2012; Marz et al.,, 2011). A grandes rasgos podemos afirmar que las
primeras formaciones neuronales se dan durante el desarrollo del tubo neural, una vez formado

este, se visualizan conjuntos celulares asimétricos a lo largo del mismo. En esta division se
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observa que el grupo celular de disposicién apical seran las futuras neuronas y el grupo celular
dispuesto en ventral seran progenitoras (Schmidt et al., 2013).

Partiendo de lo antes expuesto, vemos que en el caso del telencéfalo de teledsteos y a
diferencia de los mamiferos, la formacion del telencéfalo se da por eversion a partir del tubo
neural, por lo cual los grupos celulares con capacidad proliferativa se encuentran no solo
internamente sino también en las regiones mas externas del telencéfalo (Wullimann y Mueller,
2004). Asi las regiones con mayores concentraciones celulares en el telencéfalo son las regiones
periventriculares en el subpallium y los nlcleos dorsomedial y dorsocentral en el pallium
(Garcia-Verdugo et al., 2002). En el caso de R. quelen, estas regiones fueron las que mayor
celularidad presentaron, mientras que en las demas regiones la celularidad fue mas escasa y fue
aumentando acorde avanzaron los dias de muestreo. Esto coincide con lo descrito en otros

teledsteos como zebrafish y pejerrey (Schmidt et al., 2013; Strobl-Mazzulla et al., 2010).

En el caso del diencéfalo, este actia como centro primario de desarrollo neuronal, durante
la fase de formacion del tubo neural. El talamo actia como centro regulador de la neurogénesis,
siendo éste un cluster neuronal a partir del cual se va a dar un desarrollo de las neuronas
diencefélicas en una direccion posteroanterior. A diferencia del telencéfalo, la neurogénesis en el
diencéfalo ocurre en el periodo embrionario (Bayer y Altman, 1987; Scholpp et al., 2009;
Scholpp y Lumsden, 2010). Esto en el caso de R. quelen, se pudo comprobar por la identificacion

de la totalidad de los ndcleos bien definidos a partir los 5 dpe.

A la fecha no existen trabajos realizados en peces triploides que permitan comparar
nuestros resultados con otras especies, por lo cual los resultados observados en este trabajo

serviran de sustento para futuros abordajes del desarrollo neuronal en peces triploides.

En lo que respecta a la hipertrofia celular dentro del sistema nervioso como consecuencia
de la triploidizacion, esta fue descrita por varios autores y, dependiendo la zona estudiada, se
observaron diferentes tipos de comportamientos. Por ejemplo en ayu (P. altivelis), Aliah et al.
(1990) describieron una disminucion en la cantidad de células retinales con una consecuente
disminucion en la visién. En S. salar, Fraser et al. (2012) describen un bulbo olfatorio de menor

tamafo comparado con los peces diploides, sin mencionar el tamafio de las células que lo
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componen. En B. splendens, la triploidia generd una disminucion en los comportamientos
agresivos, no obstante, esto fue atribuido a la ausencia de una conducta reproductiva debido a la
esterilidad provocada por la triploidizacion y no como consecuencia de un menor nimero de

neuronas (Kavumpurath y Pandian, 1992).

Como consecuencia de la triploidia, nuestro grupo de investigacion observé que los peces
obtenidos mediante induccion por calor presentaban una tasa de canibalismo mas baja,
comparados con los triploides obtenidos por frio y el grupo control (Moron Alcain et al., 2017).
Algunos estudios sugieren que la reduccion en el comportamiento de canibalismo esta
relacionada a una reduccion en el nimero de neuronas (Fraser et al., 2012; Fukushima et al.,
2012; Maxime, 2008; Tiwary et al., 2004). Este hecho relevante se podria relacionar con los
resultados obtenidos en el presente trabajo donde los individuos triploides presentaron un nimero
significativamente menor de neuronas en el hipotdlamo, principal centro de integracion de
informacion y respuestas comportamentales (Jobling, 2012). De este modo podriamos inferir que
la menor tasa de canibalismo observada en los individuos triploides inducidos por calor seria la

consecuencia de una menor cantidad de neuronas.

4.4. Efectos de la ontogenia y la triploidizacion en las variables morfométricas intestinales.

Las modificaciones en variables morfométricas intestinales a nivel histologico han sido
documentadas principalmente en las respuestas adaptativas a cambios en la dieta (Duefias
Gibson, 2017; Garcia de la Banda, 2013). Duefias Gibson (2017) demostrd en tilapia roja
(Oreochromis sp.) que la longitud de las vellosidades aumenta ante el agregado de probidticos
y/o prebidticos a una dieta comercial. Resultados similares se observaron en lenguado senegalés
(Solea senegalensis) alimentados con dietas suplementadas con probioticos (Garcia de la Banda,
2013). En R. quelen, Hernandez et al. (2012) demostrd en larvas alimentadas con harina de soja
que el crecimiento de los ejemplares se veia afectado negativamente por la adicion de este
componente en la dieta, observandose modificaciones en variables morfométricas analizadas
principalmente en intestino posterior. Estos autores observaron, entre los cambios morfométricos,

una disminucion tanto del tamafio de enterocito como del espesor de las vellosidades, pero sin
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estar afectada la longitud de esta Gltima. Esto se contrapone a lo registrado en nuestro estudio
donde se observd un incremento de esta variable en el intestino ascendente en todos los grupos
experimentales a los 48 dpe, momento en que los peces presentaron una semana de adaptacion a
la alimentacion exclusiva con racién balanceada. Ademas, los ejemplares de los grupos triploides
exhibieron en ese mismo momento aumentos significativos de la longitud de las vellosidades de
las porciones descendente y convoluta del intestino. Sin embargo, como con posterioridad a estos
aumentos se registraron nuevos incrementos de la variable en todos los grupos y en todas las
regiones a medida que transcurrio el tiempo de muestreo, es posible que los cambios estén
asociados principalmente con la mayor demanda energética que ocurre durante el desarrollo

muscular.

El analisis del efecto de la ploidia en la longitud de las vellosidades en R. quelen, si bien
presentd algunas variaciones puntuales en ciertos dias de muestreo para cada region del intestino,
demostré que los individuos triploides presentaron en general vellosidades mas largas que sus
hermanos diploides. Esto se contrapone a lo descrito por Ulleberg (2017) en S. salar donde no se
presentaron diferencias en los valores de la variable entre hermanos diploides y triploides.
Estudios previos de nuestro grupo de trabajo determinaron que tanto los triploides de R. quelen
obtenidos por choques térmicos de frio o calor presentaron pesos medios significativamente
superiores a los diploides controles (Morén Alcain et al., 2017). Asi, un mayor tamafio corporal
requeriria una mayor cantidad de energia para el crecimiento y, por ende, la presencia de
vellosidades méas largas en los triploides en todos los tramos intestinales podria aumentar la
absorcion ante una mayor demanda de nutrientes requeridos para el crecimiento diferencial.
Estudios realizados en triploides de salmén del Atlantico (S. salar) y bacalao (G. morhua)
determinaron que estos peces presentaron a nivel macroscdpico un intestino relativamente mas
corto y menor nimero de ciegos piléricos en comparacion con sus hermanos diploides (Peruzzi et
al.,, 2013; 2015). Si bien los pardmetros analizados en ambos estudios se han realizado en
distintos niveles de organizacion estructural, estos resultados se contraponen a los registrados en

R. quelen.

Respecto al espesor de las vellosidades, Ulleberg (2017) observd al comienzo de la

alimentacion vellosidades mas gruesas en triploides en intestino distal. Sin embargo, a medida
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que se avanzo en los dias de muestreo hasta llegar a los 147 dpe no se observaron diferencias
significativas de esta variable entre diploides y triploides (Ulleberg, 2017). En nuestro trabajo no
se pudo analizar esta variable hasta los 26 dpe debido al escaso desarrollo de las vellosidades,
aunque posteriormente los triploides de ambos grupos presentaron en general vellosidades mas
gruesas que sus hermanos diploides en las porciones mas distales del intestino como las
porciones descendente y convoluta, lo cual estuvo influenciado por el aumento simultaneo de la
altura del enterocito. Por otra parte, en el intestino ascendente esta relacion se invirtié ya que

fueron los peces diploides quienes exhibieron mayor espesor en sus vellosidades.

Varios estudios han confirmado que, como consecuencia de la triploidia, se produce un
aumento de tamarfio nuclear con el consecuente aumento del tamafio celular (Burke et al., 2010;
Goo et al., 2015; Tiwary et al., 2004). En Oryzias dancena, Goo et al. (2015), demostraron que
las células del epitelio intestinal poseen un tamafio dos veces mayor que en los diploides. En otras
especies de catfish, como Silurus asotus, se describieron las mismas modificaciones en el tamafio
celular con respecto a los diploides, no obstante, estos autores no atribuyen una mejor absorcion
intestinal como consecuencia de un mayor tamario celular (Gil et al., 2017) sino que el aumento
celular compensa la disminucion en la cantidad de células sin aumentar la absorciéon. En R.
quelen, las tres porciones del intestino aumentaron a partir del 48 dpe tanto para el grupo control
como para ambos tratados, lo cual esta asociado al cambio de dieta, al igual que para la longitud
de la vellosidad, y que coincide con las modificaciones observadas en otras especies en las que
las dietas fueron suplementadas con pro y prebioticos (Cornejo, 2017; Garcia de la Banda, 2013).
Respecto a los grupos tratados, la mayor altura observada en los enterocitos pareceria
contraponerse a la necesidad de una mayor absorcion de nutrientes ya que el aumento de la altura
del enterocito implica un aumento de la distancia de difusion de las moléculas. Sin embargo,
teniendo en cuenta que la mayoria de los transportadores de membrana para moléculas no
liposolubles son saturables y por ende se requiere mayor superficie de membrana para lograr una
mayor eficiencia del proceso (Conde-Sieira y Soengas, 2017), seran necesarios futuros estudios

ultraestructurales que permitan confirmar esta hipotesis.

Las células mucosas estan presentes en los epitelios de diferentes 6rganos de los peces,

llevando a cabo diversas funciones (Shephard, 2015). En el TGI, estas células tienen diferentes
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tipos de acciones segun la porcion donde se encuentren (Hur et al., 2016; Specian y Oliver,
1991). De este modo, podemos encontrar una funcidn protectora, de transporte de nutrientes,
lubricacion y digestiva (Bucke, 1971; Khojasteh, 2012). En muchos casos esta funcion va a
depender de la ubicacion de las células y, de las caracteristicas digestivas de la especie. En peces
carentes de estdmago, como Arrhamphus sclerolepis krefftii, se determin6 que la secrecion de las
células mucosas tiene una importante participacion en la retencién de los nutrientes, asi como en
la digestion por parte de las mucinas producidas a nivel esofagico y entérico (Tibbetts, 2005). En
aquellos gastricos, como Engraulis anchoita, se demostro que la superficie del estdmago sintetiza
y secreta mucinas &cidas con posibles funciones de movimiento de fluidos y neutras,
posiblemente implicadas en la absorcion de sustratos facilmente digeribles (Diaz et al., 2003).
Ejemplo de la multifuncionalidad y complejidad de los glicoconjugados de las células mucosas es
lo descrito en Corydoras paleatus donde las células mucosas de la porcion posterior del intestino
participarian en el intercambio gaseoso y por ello poseen un alto nivel de complejidad
histoquimica (Plaul et al., 2016).

En un estudio realizado por Ostaszewska (2005) en larvas de Sander lucioperca,
comprobd que a los 20 dpe la cantidad de mucinas era mayor en intestino posterior que en
intestino anterior. Resultados similares se observaron en estudios sobre larvas de Pleuronectes
ferruginea (Baglole et al., 1998), Pelteobagrus fulvidraco (Yang et al., 2010) y R. quelen
(Hernandez, 2010). En nuestro trabajo, observamos que a partir de los 48 dpe, tanto la cantidad
como el area de células mucosas, aumentd de manera significativa en todos los grupos. Teniendo
en cuenta que a esta edad los ejemplares presentaron una semana de adaptacion a la racion
balanceada seca exclusiva, las modificaciones en las variables analizadas podrian relacionarse
con la composicion de la dieta. Resulta interesante estudiar a futuro si estos cambios
morfométricos estan acompafiados de cambios en la composicién de glicoconjugados producidos

por las células mucosas.

Respecto a las diferencias en el nimero de células mucosas entre triploides y diploides, si
bien no fue una generalidad a lo largo del ensayo, cuando se encontraron diferencias
significativas entre grupos fueron los triploides del TC o del TF los que presentaron un mayor

namero de células mucosas en comparacion con sus hermanos diploides en las tres porciones del
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intestino. Esto se contrapone a lo reportado en S. salar, donde la cantidad de células mucosas fue
significativamente mayor en los diploides respecto de los triploides (Ulleberg, 2017). Cuando se
analizaron las diferencias en el tamafio de las células mucosas entre grupos en R. quelen, se
determind que en intestino ascendente y descendente los triploides del TC presentaron células
mas grandes que sus congéneres. Segun Tiwary et al. (2004), la reduccion en la cantidad de
celulas como consecuencia del aumento de su tamafo en individuos triploides, es consecuencia
de que no hay modificaciones morfologicas macroscopicas en el érgano. En este sentido, en un
organo de tamafo constante, el niUmero de células de mayor tamafio sera menor. Por ello, para
confirmar esta hipotesis sera necesario realizar estudios que determinen si el aumento en nimero

y tamafo de las células estan relacionados con aumentos del intestino en R. quelen.

4.5. Efectos de la ontogenia y la triploidizacién en el tamafio y numero de CEEs

inmunorreactivas a neuromoduladores de la ingesta a nivel intestinal.

El neuropéptido Y es un péptido distribuido en peces principalmente en SNC y TGl
(Silverstein y Plisetskaya, 2000). Esta molécula participa en la estimulacién de la ingesta de
alimento como un potente factor orexigénico, que fue demostrado con un aumento en la toma de
alimentos luego de la aplicacion de inyecciones intracerebrales de NPY (Silverstein vy
Plisetskaya, 2000), o con un aumento en su expresion génica luego de someter a los individuos a
un periodo de ayuno (Silverstein et al., 1998).

Por el contrario, CCK-8 es un péptido anorexigénico que regula la ingesta de alimento
mediante la emision de sefiales de saciedad periférica (Jensen et al., 2001). Asi, en C. auratus la
administracion exogena de CCK-8 induce una disminucién en la toma de alimento (Volkoff et
al., 2005). Este péptido también ha sido descrito por diferentes autores tanto en distintas

porciones del encéfalo como del TGI (Bjenning y Holmgren, 1988; Himick y Peter, 1994).

En TGI, se demostro la presencia de NPY a través del marcaje mediante técnicas
inmunohistoquimicas en eséfago e intestino de Pseudophoxinus antalyae (Cinar et al., 2006).
Domeneghini et al. (1999) también demostraron inmunopositividad a este péptido en eséfago de

Acipenser transmontanus, no obstante, en este caso fue observada en terminales nerviosas que se
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encontraban en contacto con las fibras musculares estriadas del eséfago. Por otra parte, distintos
estudios demostraron la presencia de CCK-8 en intestino de teledsteos tanto de agua dulce como
marinos (Bermudez et al., 2007; Holmgren et al., 1982; Pan et al., 2000a, 2000b).

Nuestro grupo de trabajo identific6 CEEs NPY™ y CCK-8" en el intestino de varias
especies de teledsteos exdticas como Oreochromis niloticus (Pereira et al., 2017), y nativas como
Odontesthes bonariensis (Vigliano et al., 2011), Salminus brasiliensis (Pereira et al., 2014) y R.
quelen (Hernandez et al., 2012). En juveniles de esta especie se observd mayor abundancia de
CEEs inmunorreactivas a ambos neuropéptidos en el intestino ascendente. De la misma manera,
en el presente trabajo fue en esa region intestinal donde se registrd un nimero considerable de

CEEs que permitio evaluar los efectos de la ontogenia y el nivel de ploidia.

En relacién al desarrollo ontogénico de la expresion de estos neuropéptidos existen
escasos trabajos publicados. La aparicion de CEEs CCK-8" en el intestino varia mucho entre
especies. Asi, en Hippoglossus hippoglossus se observan células inmunorreactivas a partir de los
45 dpe (Kamisaka et al., 2001). En Sciaenops ocellatus se registraron méas tempranamente desde
los 3 dpe (Webb, 2008) de manera similar a lo descrito en nuestro trabajo donde se identificaron
CEEs CCK-8" desde los 5 dpe. Teniendo en cuenta que la regulacién de la ingesta de alimento en
peces es un proceso complejo que requiere de la integracion de multiples sefiales provenientes de
células del SNED y el SNC (Volkoff, 2016), estas diferencias entre especies en la aparicion
temporal de la inmunorreactividad a CCK a nivel intestinal podria estar vinculada al sistema de
regulacion predominante a un momento dado del desarrollo ontogénico. En el caso de R. quelen,
se observd marcaje a ambos neuropéptidos mas tempranamente a nivel intestinal ya en el
encéfalo se registr6 inmunomarcaje a partir de los 12 dpe en el ndcleo lateral tuberal del
hipotalamo y en los nicleos dorsolateral, ventrolateral y ventroventral del telencéfalo. En
relacion a la ontogenia en la expresion de NPY, Ping et al. (2014) determinaron en larvas de
Megalobrama amblycephala un incremento significativo en la expresion relativa de este
neuropéptido a los 4 dpe. Sin embargo, al utilizar homogenados de larvas enteras para determinar
la expresion mediante RT-gPCR no se pudo definir la localizacion de las células que expresaron
NPY (Ping et al., 2014). Por ello, nuestro trabajo es el primero en describir el desarrollo

ontogénico de CEEs productoras de NPY en intestino de peces teledsteos. En relacion a las
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variaciones temporales en el nimero de CEEs NPY" y CCK-8" dentro de cada grupo

experimental no se observaron variaciones significativas entre muestreos sucesivos.

Respecto al efecto de la ploidia en la cantidad de CEEs NPY* no se registraron
variaciones significativas entre triploides y diploides a lo largo del ensayo. Por otra parte, el
nimero de CEEs y CCK-8" si bien present6 un comportamiento similar durante la experiencia,
los triploides del TF mostraron una cantidad significativamente superior a los 26 y 48 dpe en

relacién a sus hermanos del GC y TC, respectivamente.

Hasta la fecha, no existen trabajos publicados que evalien modificaciones en el tamafio de
las células productoras de NPY y CCK-8 en intestino en funcion del desarrollo ontogénico y la
triploidizacion en peces. En este estudio, el area de células productoras de NPY exhibié un
incremento significativo a los 62 dpe en los triploides del grupo TC. Al tratarse de un péptido con
una potente funcion orexigénica, y al ser los peces del grupo TC los que mayor tamafio corporal
alcanzaron como consecuencia de la triploidia en estudios previos (Morédn Alcain et al., 2017), el
aumento del area de células que sintetizan este péptido que estimula la ingesta de alimento podria

ser consecuencia de una mayor demanda energética.

Respecto al area de células productoras de CCK-8, hasta los 33 dpe los triploides del TC
presentaron células de menor tamafio en comparacién con alguno de los restantes grupos con
variaciones significativas a los 5, 12, 26 y 33 dpe y sin diferencias posteriores. Esto podria
indicar que durante el primer mes de desarrollo el mayor crecimiento descrito en los triploides del
TC estaria acompafiado por una reduccion en el volumen celular de CEEs productoras de un
péptido anorexigénico como CCK-8 y posteriormente por un aumento en el tamafio celular de
CEEs que sintetizan NPY, estimulador del apetito. Sin embargo, para poder corroborarlo seran
necesarios futuros estudios que evalten la expresion génica de estos neuropéptidos mediante RT-
gPCR.
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5. CONCLUSIONES

Anatémicamente, el encéfalo de R. quelen presenta una morfologia similar a la descrita en
otras especies de siluridos. La descripcion de la estructura histolégica del telencéfalo y diencéfalo
permitio confirmar la presencia de distintos ndcleos neuronales asociados a la regulacién de la

ingesta de alimentos reportados en otros teledsteos.

La triploidizacion en R. quelen produce un aumento del area neuronal a nivel
hipotaldmico, con la consecuente disminucion en la cantidad de neuronas, lo que podria
vincularse a comportamientos menos agresivos descritos previamente en triploides por nuestro

grupo de trabajo.

La longitud de las vellosidades presentd una tendencia general a incrementarse a medida
que transcurrio el ensayo, mientras que los peces triploides exhibieron vellosidades méas largas
que sus hermanos diploides, lo que podria representar una adaptacion funcional relacionada con
la mayor demanda energética para el crecimiento durante el desarrollo, asi como con el mayor

peso medio descrito en triploides por nuestro equipo de investigacion.

Las células productoras de los neuropéptidos reguladores de la ingesta, NPY y CCK-8,
fueron identificadas tempranamente durante el desarrollo, apareciendo inicialmente a los 5 dpe en
las CEEs del intestino ascendente y a partir de los 12 dpe en el ndcleo lateral tuberal del
hipotdlamo y en los nucleos dorsolateral, ventrolateral y ventroventral del telencéfalo. La
distribucion de NPY y CCK-8 en encéfalo no presentd diferencias entre individuos diploides y

triploides.

El desarrollo ontogénico y la triploidizacion en R. quelen indujeron cambios tisulares que

permiten dar sustento a caracteristicas de comportamiento y productivas de los triploides.
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