m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa shists of Sasopo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA ' N g0
Mstricela: 2173809308
— L.
Comunicecion guimica durante
el comportamiento sexual del Con base en le Legislacidn de la Universidad Aptonosa
pez anval Millerichthys Metropolitsna, en 1a Ciundad de Wéxico se¢ presentaron a las
;':gtum (Hiller & Hubbs, 10:00 horas del ‘dia 22 del mes de funioc del afic 2020 PCR
4) VIA REMOTA ELECTROSICA, los suscritos miembros del jurade

designadc por la Comisidn del Posgrado

DRA. LADRA VERONICA RENAC HOLGDIN

DRA. MARIA DEL ROSARIO TARRAGC CASTELLANOS
DR, WIGUDEL ANGEL LEON GALVAN

DR. JORGE IGWACID SERVIN MARTINEZ

“i! !i!\ )
\Lcm“n..m..,. 2 Bajo la Presidencia de la primera y con cardcter de

& K; ] Secrerario el ultimo, se reuniercn pars proceder al Examen
’o,,b 1{,(5’ de Grade cuys denominacidén epszece &l margen, para la
SSISTEMAS obtencién del grado de:

MAESTRO EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL
DE: ANDRES MOCUTEZOMA SOTELD VIVEROS

y de acuerde con el arcicule 78 fraccidn 11X dal
Raglamento de Estudios Supericzes de ls Univeraidad
.L Auténoma Metropolitana, los niembros del jurado
regsolvieron:

1 APROBAR

Acto continue, ls presidenta del jurade comunicd &l
interssado el resuvltado de la evalvacidn y, en caseo
aprobatorio, lie fue tomads la protesta.

DE LA PAZ
ESCOLARES
PRESIDENTA
(.I‘Uf-ﬂ Jlﬁ-"'l“ﬂ “'L*—\ ..g»‘&'l-«.
DRA. LAURA VERONICA HENAD HOLGUIN

DR. MHGUEL ANGEL LEON GALVAN

El presente documento cuenta con la firma —autdgrafa, escaneada o digital, segtin corresponda- del funcionario universitario competente, que certifica
que las firmas‘que aparecen en esta acta — Temporal, digital o dictamen- son auténticas y las mismas que usan los c.c. profesores mencionados en ella




UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
<ONOM4
W Yo,

<o

WNIVE RS/O

by oS

Casa abierta al tiempo

“Comunicacion quimica durante el comportamiento sexual del

pez anual Millerichthys robustus (Miller & Hubbs, 1974)”

TESIS
Que para obtener el grado de

Maestro en Biologia de la Reproduccion Animal

PRESENTA

Bi6l. Andrés Moctezuma Sotelo Viveros

Comité Tutoral:

M. en C. Miguel A. Mosqueda Cabrera (Director)
Departamento de EI Hombre y su Ambiente, UAM-X
e-mail: zitzitl@correo.xoc.uam.mx

Dra. Ana Laura Esquivel Campos (Asesor)
Departamento de Sistemas Bioldgicos, UAM-X
e-mail: aesquivel@correo.xoc.uam.mx

Dr. Gerardo Figueroa Lucero (Asesor)

Departamento de Hidrobiologia, UAM-I
e-mail: gfiguer@xanum.uam.mx

junio de 2020



Comité Tutoral:

M. en C. Miguel A. Mosqueda Cabrera (Director)
Departamento de EI Hombre y su Ambiente, UAM-X
e-mail: zitzitl@correo.xoc.uam.mx

Dra. Ana Laura Esquivel Campos (Asesor)
Departamento de Sistemas Bioldgicos, UAM-X
e-mail: valuzza@hotmail.com

Dr. Gerardo Figueroa Lucero (Asesor)
Departamento de Hidrobiologia, UAM-I
e-mail: gfiguer@xanum.uam.mx



Jurado:

Dra. Laura Veronica Henao Holguin
Investigador Postdoctoral, Facultad de Quimica, UNAM
e-mail: Ivhenaoh@gmail.com

Dra. Maria del Rosario Tarrag6 Castellanos
Departamento Biologia de la Reproduccion, UAM-I
e-mail: mrtc@xanum.uam.mx

Dr. Jorge Ignacio Servin Martinez
Departamento EI Hombre y su Ambiente UAM-X
e-mail: jservin@correo.xoc.uam.mx

Dr. Miguel Angel Leon Galvan
Departamento de Biologia, UAM-I
e-mail: leon@xanum.uam.mx



indice

RESUMEN ...ttt n e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeenennnnnnnnnnnnnnnnnes 1
INTRODUCCION ..itiiiiiiiie e e eei e e e et e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e et e e eeaaa e e e esan e aeesnneeeesnnseeennnnaaaees 2
L. ANTECEDENTES . .uttttuuuuutuuuuuniiiiaaaassssssssass s s s s s s s asssaaeaaaaaaaaatatetaseseeeesssesssssasssnsssnnnnes 3
2.1. Interacciones sociales en animales irracionales ...........cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiini 3
2.2, Reconocimiento SOCIAl.......ccueeuuuiiiiiiiiiiiiiiiinirrrrr e 5
2.3. Mecanismos de reCoONOCIMIENTO ......ciiiiiieruuiiiiiiiiiiiiiii s s s s e s e sasasassses 5
2301, SERAIES VISUIES ...ttt st sttt et e s aeeeneenaee 6
232, SeRAleS ACUSTICAS . ueeveriieriiieieee et e 6
P T TR =Y o =Y [T o U] {3 o [oF TSR 7
24. Lol =L 1 TV T | 1= 9
2.5. Habitats de Peces aNUAIES ........ciiveeiiiiiiieiiiiiiiiiresrrrierrreaee s renasssrenssssssnnssssssnnsssssenssssssenns 11
2.6. Diapausa y tolerancia al estrés ambiental .........c.cccceiiiiieiiiiiiiiiiiiin e enes 12
B TS O B T - 1 o - 10 1 1 1R PSP SPPRPPPN 12
B T A 0 T - 1 o -1 1 N | USTPURRNS 12
B . TR - T o - 1§ 1= 1 1 | PO OO P PP PPPPPPPPPPPR 13
2.7. Conducta reproductora €n Peces anUAlES........ccceeuiiiiieiiiiiiniiiiiriieiieiieerenseeresnssssennssesssnnsnes 13
2.7.1. Conducta reproductora en Millerichthys rODUSTUS............ccueeccueeeecieeeciee e ecee e 14
2.8. Feromonas en la conducta reproductora de PECES .......cceuciirieeriiiienneciirennieerennseerrsnnssessennsssssenes 14
2.8.1. Feromonas en la conducta reproductora de peces anuales .......ccccueeecveeivreeecieeeeciee e 15
2.8.2. Deteccion olfatoria de feromonas €N PECES........ccueeeeciiieeiieeeiiee et et e erree e et e e srre e e sreeeestseeenns 15
2.9. Mecanismos endocrinos que regulan el comportamiento sexual en peces......cc.ccceeeuecirrennnnnnne. 17
2.9.1. Esteroides gonadales y [a conduCta SEXUAI ........cocuiieeiiiiiiiiiiceiee ettt e tae e 18
3. JUSTIFICACION ..ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 19

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ....iiiiiiitiiiieeeeeeieitiiseeeeeeesassnnsseeeseeessnannneeeeeeeees 20



5. PREGUNTA DE INVESTIGACION ...uuuuiiiiiitiiiiiiiiaeeeeeseeetinasseesssessssnnsssssssessssnnnaeeeseeees 21

6. HIPOTESIS .ottt e e e e e e e e e e 21
A © 1 = 1 = 1Y/ 1 TP 21
7.1. ODbjJEtiVO BENEIAL ... ciieeiiiiiiiciieccrrrer e e s senese s e ssnssessesasssssssnsssssssnsssssesnsssssennssssssnnnnns 21
7.2. Objetivos ESPECITICOS ccuuiiiiiiiiiiiiiiitiie it rrreeerreneeerreaeseeserassssssensssssssnsssssesnsssssennssssssnnnnes 21
8. MATERIAL Y METODOS ....uttttitiiieeeetiaaiiitirisseeeteaesesassaisnsss s e e e e e e e s s e s s s annnrnneeeeaeeeees 22
8.1. Identificacion del estado goNadal.........cceeeueeiiiiiiiiiiiiieiiiiiiirirrereee e e s e s e s e e s e nnnasenanns 22
8.2. TIeMPO d@ ASOCIACION ...cccuuereiiiriiiiieiineeeiiritterenenesseeeseteeeennnsssssssssseaeennnnssssssssssssessnnnssssssssnsnnnes 23
8.2.1.  Obtencion de [0S eStimulOs QUIMICOS .......c.uiiiiiiiiiiiiieeie ettt 23
8.2.2.  Pruebas de PreferenCia. ... e e s s 24
8.2.3.  ANAIISIS @STAISTICO . eeiueeruiieiiieeieete e s s s 25
8.3. Andlisis de 10s estimulos QUIMICOS ......cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisassasasasesarerereeerererereressesssssesesesssnens 25
8.3.1.  Valoracion cuantitativa de las proteinas por el método de LOWrY ......ccccoeveeveeriieenieniieenieeieennee. 26
8.3.2.  Andlisis elemental EDS (Energy-dispersive X-ray SpectroSCOPY) ......ccocveruereererieerereererneesesseennens 27
S TR S 7Y 0 1 PN 28
9.1. Obtencion de peces reproductores en el 1aboratorio .........ccccceiiireeiiiiiiniiiiniccnrercec e renenes 28
9.2. Identificacion del estado gonadal.........ccc.ciiiieeiiiiiieiiiiiiirrrec e ra e e e s e e na s eenenas 29
9.3. TiemMPO d@ @SOCIACION ....ccvuueiiiiieiiiiiiiseiieteceereneeeerennsesrennssesrenasssssennssssssnnssssssnnsssssenassssnnnsnsnes 29
9.4. Analisis de fEromoNas ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiii e 31
9.4.1.  AnAlisis €1eMENTAI (EDS) ....uueeeiiie ettt et e e et e et e e e ette e e e ba e e eate s e e abaeesabaeeeateeeensaeeeraeaans 32
1O, DISCUSION ...ttt ettt e e et e e e e e e e e e r e e e e e e e e e e e e aannes 35
10.1. Comunicacion quimica vs COMUNICACION ViSUAl ....cccuueiiiiinniiiiiiniiiineniinieniiiiieeniemieneees 35
(0 7 =T 0T Yo 2o [ Tt oY Yo T o N 37
10.3.  Analisis de fEromMONAs .......eeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee s s s aaes 38
10.3.1. Espectroscopia de iNfrarrofO......c.ueeeeiii i 38
10.3.2. ANELISIS @1EMENTAL (EDS) ..eeveiieeeeee ettt ettt et et e et e ee e e eetaeeeetaeeeebeeeeaneeeesseeeeseeeenes 38
10.4. Implicaciones ecoldgicas de la comunicacién quimica en Millerichthys robustus................ccccc... 40



11. CONCLUSIONES

12. BIBLIOGRAFIA ..



Resumen

Los peces anuales sobreviven a la desecacion de sus habitats debido a un complejo
desarrollo embrionario mediado por diapausas y un corion engrosado, en
Norteamérica la Unica especie de este grupo es Millerichthys robustus. Aunque se
ha descrito la conducta reproductora de esta especie, los procesos de comunicaciéon
durante el cortejo son desconocidos. Para conocer si la especie produce feromonas
sexuales, se realizaron pruebas de preferencia simultdnea con organismos en
diferentes estadios de madurez sexual. Los resultados permitieron conocer que las
hembras no solo se tornan activas durante el cortejo, sino también en la produccién
de feromonas sexuales. Un analisis elemental del agua en la que los peces fueron
estimulados a la reproduccién, demostré una cantidad significativa de azufre (S) en
el agua de las hembras. La presencia de este elemento estd asociado a los
procesos de sulfatacion, mecanismo para regular la actividad de enzimas y
hormonas; lo que sugiere que la feromona con la que se comunica quimicamente
M. robustus podria tratarse de un esteroide sexual femenino. Los resultados
sugieren que previo al cortejo, la comunicacién quimica es necesaria para el
encuentro de la pareja, por lo tanto, la seleccion del sitio reproductivo podria no ser

un evento azaroso.



Introduccion

El desove, la liberacion controlada de los gametos, requiere la sincronizacion del
comportamiento sexual con la maduracion de células sexuales. El control de este
evento es complejo e implica sefiales hormonales internas y comunicacion externa
a través de sefales quimicas, las feromonas (sefiales externas que se transmiten
entre miembros de la misma especie); y sefiales ambientales tales como fotoperiodo
y temperatura. No obstante el considerable interés en la reproduccion de peces, el
control feromonal del desove se comprende en pocas especies, una situacion poco
alentadora dada la enorme diversidad de estrategias reproductivas que presentan
las aproximadamente 33,000 especies de peces descritas (Kobayashi et al., 2002;

Sanchez-Hernandez, 2019).

Los peces anuales habitan cuerpos de agua temporales, son organismos oviparos
con fertilizacion externa que entierran sus huevos en el sustrato para protegerlos
durante la etapa “seca” del afio. Considerando que todos los peces adultos mueren
cuando el cuerpo de agua se seca, solo los huevos sobreviven y eclosionan en el
inicio de la siguiente temporada de lluvias cuando el cuerpo de agua temporal se
llena (Berois et al., 2016; Podrabsky et al., 2010). Las poblaciones de peces anuales
sobreviven a la sequia debido al engrosamiento del corion de sus huevos que
permanecen ocultos en el fango hasta la siguiente estacion de lluvias cuando
eclosionan y comienzan un nuevo ciclo de vida y un complejo desarrollo embrionario

en el que ocurren diapausas (Podrabsky et al., 2010; Wourms, 1972a).

El habitat de los peces anuales esta representado por cuerpos de agua temporal
relativamente pequefios (con un area menor a 20 m?) y poco profundos (hasta 1.5
m), soportan comunidades Unicas de organismos acuaticos y presentan una fase
seca anual de duracién variable. (Collinson et al., 1995; Lanés, Keppeler, et al.,
2014; Maltchik, 2003; Williams, 2006). EI ambiente extremadamente variable
proporcionado por estos ambientes expone a los organismos a cambios drasticos
en las caracteristicas del agua (particularmente turbidez), para ello, las especies de

peces anuales elaboran una compleja conducta reproductora y utilizan diferentes
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modalidades sensoriales durante este proceso, incluyendo sefiales acusticas
(Belote & Costa, 2002, 2003, 2004; Berois et al., 2016; Costa, Ramos, Alexandre &
Ramos, 2010). Es por lo expuesto anteriormente que el objetivo del presente trabajo
fue e valuar el control que las feromonas ejercen sobre la conducta reproductora en

hembras y machos de M. robustus.

1. Antecedentes

2.1. Interacciones sociales en animales irracionales

La formacion de grupos sociales es uno de los aspectos mas prominentes y
generalizados del comportamiento animal (Krause & Ruxton, 2002). Existe un
espectro social en términos de la frecuencia con la que tienen lugar estas
interacciones y cuan complejas son. En un extremo, vemos un comportamiento
relativamente simplista entre uno o mas individuos que interactian temporalmente
para acceder a ciertos recursos. Ejemplos de esto incluyen grupos de files
(Connochaetes taurinus), cebras (Equus quagga), elefantes (familia: Elephantidae)
y bufalos (Syncerus caffer) que forman agregaciones temporales de alimentacion
en los pozos de agua (Gereta et al., 2004). En el extremo opuesto del espectro se
encuentran complejas y dinamicas formas de vida grupal, en la que sociedades
comparten recursos, cooperan y dividen el trabajo. La forma mas extrema de esto
esta representada por la eusocialidad en una gran cantidad de especies de insectos
y ratas topo desnudas, Heterocephalus glaber (Jarvis, 1981; Wilson & Holldobler,
2005). Ademas, en este extremo del espectro, vemos individuos que son capaces
de cuidar altruistamente a los juveniles y formar jerarquias de dominio (Bernstein,
1976; Konig, 1997).

Los patrones de comportamiento social expresados por una poblacién son
consecuencia de los estimulos sociales y fisicos encontrados por un individuo y su
agrupacion (Mills & Marchant-Forde, 2010). Se sabe que muchas especies de peces
pasan una cantidad importante de tiempo en grupos sociales (Pitcher, 1993). Estos

son muy dindmicos, con individuos que se unen y abandonan grupos que varian en
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tamafio y composicion en respuesta tanto al medio ambiente como a su propio

estado interno (Hoare et al., 2000).

Agruparse es comun entre las especies de peces, pero sus costos y beneficios son
variables. Algunos individuos se agrupan Unicamente como alevines o juveniles
(Guttridge et al.,, 2009; Hoare et al., 2000), mientras que otros se agrupan
anicamente como adultos (Radford et al., 2010, 2011; Searcy & Sponaugle, 2001).

Desde la perspectiva de la depredacion, pertenecer a un grupo proporciona una
multitud de beneficios a través de diferentes defensas. A pesar de que un grupo
mas grande tiene una mayor probabilidad de ser detectado, si un depredador solo
puede consumir una cierta cantidad de presas en un solo ataque, la vida en grupo
disminuye la posibilidad de que un individuo sea depredado y da lugar al efecto de
dilucién (Foster & Treherne, 1981). Un ejemplo en peces es el del killi anillado
(Fundulus diaphanous), que elige asociarse con peces en un grupo mas grande
cuando se les presenta la opcién de elegir entre dos tamafios de grupo diferentes

después de un evento de depredacion (Krause & Godin, 1996).

La probabilidad de supervivencia aumenta si un individuo es capaz de detectar y
evitar al depredador. Cuando se vive en un grupo, hay mas organismos buscados
por algunos depredadores. Esto no solo aumenta las posibilidades de que se
detecte al depredador, sino que también permite que un individuo dedique mas

tiempo a buscar alimento sin aumentar su riesgo de depredacién (Pulliam, 1973).

La vida en grupo también puede influir en el éxito reproductivo, ya que es mas
probable que un individuo encuentre una pareja en un entorno grupal debido a la
alta densidad de individuos en un area. El carricero de Seychelles (Acrocephalus
sechellensis), entre otras aves, crian y cuidan cooperativamente a las crias, lo que
no solo aumenta sus propias posibilidades de reproduccion, sino que aumenta la
posibilidad de supervivencia tanto de sus crias como de las crias de otros miembros
del grupo (Komdeur, 1992).



A medida que aumenta el tamafio del grupo los costos asociados con la vida en
conjunto también aumentan; por ejemplo, la competencia por alimento. Estos costos
pueden no ser iguales para todos los individuos, particularmente si la poblacién
adopta una estructura jerarquica (Pitcher, 1993). Por lo tanto, la vida solitaria y la

vida grupal representan diferentes soluciones para la supervivencia y reproduccion.

Aunque la vida en grupo puede aumentar las posibilidades de encontrar pareja y
mejorar la supervivencia de la descendencia, también puede tener efectos
negativos en la reproduccion. Los grupos que estan aislados de otros corren el
riesgo de reducir el flujo de genes y la variacién genética, lo que puede provocar
endogamia (Madsen et al., 1996). Por otra parte, es posible que la transmision de
algun patégeno aumente en una situacion grupal (Krause & Godin, 1996). En este
sentido, la transmision de enfermedades en grupos no debe exacerbarse cuando la

competencia por alimentos y recursos es evidente (Cote & Poulinb, 1995).
2.2. Reconocimiento social

La variacion en los mecanismos de reconocimiento se explica por los costos y
beneficios asociados con la necesidad de reconocimiento especifico (Tibbetts &
Dale, 2007). En grupos sociales estables donde los individuos interactian
repetidamente, puede ser posible que un animal reconozca a ciertos individuos y
asociarse preferencialmente con ellos. Muchas especies de peces son capaces de
un nivel de reconocimiento mas sofisticado y pueden distinguir entre familiares y
conespecificos en consecuencia. Por ejemplo, los alevines de Gasterosteus
aculeatus pasan mas tiempo asociados con parientes cuando los depredadores

estan presentes (FitzGerald & Morrissette, 1992).
2.3. Mecanismos de reconocimiento

Tres componentes principales son importantes al reconocer a otros individuos:
produccion de una sefial, percepcion de la misma y accién especifica (Sherman et
al., 1997). Estos componentes se refieren a una interacciéon entre dos o mas

organismos. Por ejemplo, un animal (remitente) produce una sefial que es recibida
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por otro animal (receptor), el receptor luego analiza esta sefial para producir una
respuesta conductual especifica (Mateo, 2004). Dependiendo del tipo de sefial, su
calidad y la sofisticacién de la plantilla de reconocimiento del receptor, el animal que
recibe la sefial puede deducir la identidad del remitente como minimo, a un nivel
especifico o heteroespecifico (Sherman et al., 1997). Una vez que el receptor ha
identificado al remitente, puede ajustar sus acciones y comportarse en
consecuencia. Las sefiales sensoriales utilizadas para comunicarse varian y
pueden ser de forma acustica, visual o quimica. El uso de sefiales depende de las
preferencias de habitat y organizacion social y los individuos no estan limitados a
usar un método; una combinacion proporciona a los receptores una multitud de
sefales a las que pueden hacer referencia, lo que aumenta la probabilidad de

reconocimiento (Rybak et al., 2002).

2.3.1. Sefales visuales

Las sefiales visuales, como la variacion en el tamafo, la coloracion y otros
caracteres sexuales secundarios, son utilizadas por los organismos para unirse a
un grupo en el que los miembros son fenotipicamente similares (Ward & Hart, 2003).
A pesar de la calidad generalmente pobre de las imagenes subacuaticas, los peces
dependen en gran medida de la vision como fuente de informacion sensorial. Todos
menos algunos (principalmente especies que habitan en cuevas) tienen ojos bien
desarrollados. En cuanto a ornamentos visuales, los organismos que habitan en
ambientes de aguas claras exhiben una gran variedad de patrones de color y
movimientos especificos que podrian compararse con las especies de aves y

mamiferos mayor ataviadas (Pitcher, 1993).

2.3.2. Sefales acusticas

El uso del sonido para comunicarse es muy comun en el reino animal y las
vocalizaciones de animales son utilizadas por una gran variedad de taxones (Cheng
et al., 2010). Se pueden obtener altos niveles de especificidad a través de este tipo

de uso de senial.



Investigaciones recientes han demostrado que diferentes habitats en ambientes
costeros poco profundos pueden caracterizarse en cuanto a la diversidad de
especies, por las sefiales acusticas que especificamente son producidas por cada
una de ellas (Radford et al., 2010). La contribucion del camaron, los erizos, los
peces y otros organismos productores de sefales varia en diferentes habitats, y
estas diferencias acusticas entre los habitats, proporcionan el potencial para que el
sonido subacuatico del habitat sea una sefial de orientacion para los organismos.
Aunque se ha encontrado que las sefiales acusticas son importantes para los peces
en diferentes etapas de su ciclo de vida, solo un pequefio niumero de estudios
respalda la importancia de estas sefiales en organismos acuaticos (Radford et al.,
2011).

2.3.3. Sefales quimicas

Los estimulos quimicos incluyen productos bioquimicos liberados por
conespecificos y otros organismos, algunos de los cuales pueden revelar la
presencia y ubicacion de alimentos, pareja, depredadores o sitios de desove. Los
sentidos quimicos de los teledsteos desempefian un papel importante en la
mediacién de respuestas fisioldgicas; la informacién disponible indica que estas
seflales quimicas, incluidas las feromonas, estan mas extendidas en las
interacciones sociales de lo que podria sospecharse. La mayoria de las
investigaciones en este tema aln se encuentran en etapas descriptivas (Sorensen
& Wisenden, 2015).

Las feromonas fueron definidas originalmente como moléculas que sirven de
sefalizacion quimica para provocar una reaccion especifica en un organismo, por
ejemplo, un comportamiento estereotipado o un proceso de desarrollo (Karlson &
Lischer, 1959). Definiciones recientes refieren a una feromona como un compuesto
0 mezcla de compuestos quimicos liberados por un individuo (el emisor), que
inducen importantes efectos conductuales y fisioldgicos en organismos de la misma
especie (los receptores) (Sorensen & Stacey, 2004; Stacey, 2011). La comunicacion

guimica en las interacciones sociales de los peces ha sido ampliamente reconocida.
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Por ejemplo, en especies de peces no anuales de la familia Gasterosteidae, las
feromonas se usan en el reconocimiento de la pareja (McLennan, 2003; McLennan,
2004; Ostlund, 1995; Rafferty & Boughman, 2006), reconocimiento de parentesco
(Mehlis et al., 2008), evaluacién de la compatibilidad de la pareja (Aeschlimann et
al., 2003; Milinski et al., 2005; Reusch et al., 2001) y la condicion reproductiva
(Haberli & Aeschlimann, 2004; Waas & Colgan, 1992).

Los sistemas de comunicacion por feromonas son extremadamente variables, los
cambios en un numero relativamente pequefio de genes pueden llevar a una
diversificacién especifica bajo seleccién sexual o contra la hibridacion (Smadja &
Butlin, 2009). En este sentido, se han descrito los efectos feromonales del
glucurénido de etiocolanolona, hormona sexual masculina, que atrae a las hembras
de Gobius niger y Danio rerio a su nido para el desove (Colombo et al., 1980; Van
Den Hurk & Resink, 1992). Desde entonces, se han identificado a los esteroides y
las prostaglandinas como las feromonas predominantemente utilizadas en una
variedad de especies de peces (Sorensen & Stacey, 1999; Sorensen & Wisenden,
2015).

Los esteroides derivados del tejido ovéarico han sido utilizados como feromonas
hormonales en algunas especies de peces, aunque la informacién especifica sobre
la identidad y produccion ha sido descrita en pocas especies (Stacey, 2015; Stewart
& Sorensen, 2015), por ejemplo, en las lampreas de mar Petromyzon marinus
(Figura 1).
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Figura 1. a) Sulfato de 3-cetopetromyzonol (3-k-PS), feromona sexual masculina de Petromyzon
marinus. Feromonas utilizadas para la migracion en larvas de Petromyzon marinus: b) Sulfato de
petromyzonol (PS), c) Disulfato de petromyzonamina (PADS), y d) Disulfato de petromyzosterol
(PSDS) (Stewart & Sorensen, 2015).

2.4. Peces anuales

El orden de los Cyprinodontiformes, es un grupo de peces pequefios (= 6 cm) con
dimorfismo sexual marcado que habitualmente viven en habitats marginales, siendo

estos inhospitos para otras especies de peces (Karsten et al., 2008).

Este grupo numeroso de peces conformado por 1264 especies reconocidas, se
acompafia de una sorprendente diversidad en la morfologia y habitos troficos.
Exhiben una variedad de modos reproductivos, incluidas especies viviparas
(familias Poeciliidae, Goodeidae y Anablepidae) y una especie partenogenética,
Poecilia formosa. Dentro de este orden, se encuentra el suborden Aplocheiloidei
con ditribucion Neotropical y africana que exhibe caracteristicas reproductivas
unicas. Los ejemplos mas conocidos son el auto-apareamiento en dos especies del
género Kryptolebias (Tatarenkov et al., 2009) y los sorprendentes ciclos de vida
anuales de las familias Notobranchiidae y Rivulidae (algunas especies). Ademas,
algunas especies que presentan inseminacion interna, por ejemplo los géneros,

Campelollebias y Cynopoecilus (Costa, 1998; Ferrer et al., 2014; Furness, 2015).



Los peces anuales habitan cuerpos de agua que se inundan semanas 0 meses
durante la estacion de lluvias, siguiendo los ciclos estacionales y transitando
obligadamente por una fase seca (Myers, 1952; Wourms, 1972a, 1972b). Durante
el hidroperiodo (tiempo en que el habitat presenta agua) los peces tienen un
acelerado crecimiento y reproduccion, y toda la poblacién muere al secarse el
estanque. En la siguiente estacion de lluvias una nueva poblacion tiene lugar a partir
de los huevos que resisten la sequia mediante depresiones metabdlicas conocidas
como diapausas embrionarias (Mosqueda-Cabrera et al., 2019). Debido a su ciclo
de vida excepcionalmente corto, los peces anuales estan emergiendo como
organismos modelo en la investigacion etoldgica y fisiologica (Cellerino et al., 2016;
Harel et al., 2016).

La depresion metabdlica durante el desarrollo embrionario es relativamente poco
comun en peces, aunque ha sido documentada en diferentes etapas de su ciclo de
vida; esta condicion es inducida en respuesta a condiciones ambientales
desfavorables, especialmente cambios en la disponibilidad de agua, alimento y
cambios en la temperatura. El letargo es probablemente la forma mas comun de
latencia en peces adultos y ha sido reportada en una gran cantidad de especies
(Hansen & Sidell, 1983; Lesser, Martini, & Heiser, 1997; Podrabsky et al., 2010). Sin
embargo, la detencion del desarrollo embrionario es mas efectiva desde una
perspectiva geografica, ecologica y evolutiva. Esta capacidad es probablemente
iImpulsada por la variedad de ambientes en los que habitan las especies de pecesy
es muy probable que la evolucion de este proceso esté ligada a la tolerancia a la
desecacion del habitat. Asi, los embriones de los peces anuales estan altamente

adaptados para la vida en la interfaz entre la tierray el agua (Podrabsky et al., 2010).

La mayoria de las especies de peces anuales se encuentran geograficamente en
regiones tropicales y subtropicales, ademas han sido ubicadas sisteméticamente en
dos familias, la familia Rivulidae (aproximadamente 160 especies) de Ameérica y la
familia Aplocheilidae (aproximadamente 189 especies) de Africa (Murphy & Collier,
1997).
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2.5. Habitats de peces anuales

Los habitats acuaticos temporales o marginales donde habitan los peces anuales,
estan sujetos a un alto grado de variacion ambiental. Ademas, muchos de estos
habitats alcanzan extremos en los parametros ambientales que se acercan a los

limites de la supervivencia de los vertebrados (Podrabsky et al., 2015).

Los cuerpos de agua temporal varian en sus condiciones dependiendo
principalmente de su posicion geogréfica principalmente. Por ejemplo, los peces
gue los habitan pueden estar expuestos a temperaturas cercanas al punto de
congelacion, cuando sus habitats son ubicados en las zonas subtropicales y
templadas de Argentina, Uruguay y el sur de Brasil (Errea & Danulat, 2001; Volcan
etal., 2011), mientras que en los desiertos costeros de Venezuela y las sabanas de
Mozambique pueden estar expuestos a temperaturas cercanas a su limite letal
superior (40 °C) (Podrabsky et al., 1997; Reichard, 2010). En ambos casos, los
cuerpos de agua temporal son relativamente pequefios y poco profundos y, por lo
tanto, tienen una capacidad limitada para amortiguar los cambios ambientales que
ocurren a diario o estacionalmente. El agua puede ser muy turbia o transparente y
de color verdosa en los casos en que hay una cantidad significativa de vegetacién
degradante. Por lo tanto, los peces anuales deben soportar un alto grado de
variacion diaria y estacional en parametros ambientales importantes como la
temperatura, la concentracion de oxigeno, el pH, la salinidad y, por supuesto, la
disponibilidad de agua (Lanés, et al., 2014; Podrabsky et al., 1997; Volcan et al.,
2011, 2014). Los sustratos fangosos que casi siempre estan asociados con los
habitats de peces anuales son ricos en minerales arcillosos y estan sujetos a
hincharse cuando estan hiumedos y a contraerse significativamente cuando estan
secos. Estos tipos de suelos generalmente se clasifican como vertisoles y también
tienen una capacidad significativa de intercambio catiGnico y amortiguacion
(especialmente calcio y magnesio) cuando estan hidratados (Podrabsky et al.,
2015).
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2.6. Diapausa y tolerancia al estrés ambiental

El habitat de los peces anuales es altamente variable, los eventos de lluvia que los
inundan pueden ocurrir con impredecibilidad, esto los vuelve efimeros con una
exposicion temporal a la sequia; el pH puede oscilar entre 3-4 unidades entre
habitats de la misma localidad y varias unidades en un solo habitat durante el
transcurso del dia. La temperatura oscila entre los 20°C y los 40°C y sus sedimentos
son extremadamente hipoxicos o anodxicos durante los periodos de inundacién
(Podrabsky et al., 1997). Para sobrevivir a estos ambientes extremos los peces
anuales expresan diferentes adaptaciones que incluyen la detencién del desarrollo
embrionario en tres etapas separadas llamadas: diapausa |, Il, y lll. Estas etapas
extienden el tiempo total de desarrollo embrionario durante la estacion seca para
gue los embriones nazcan cuando el habitat esté disponible (Murphy & Collier, 1997,
Wourms, 1972c).

2.6.1. Diapausa |

Ocurre en el desarrollo temprano antes de la formacion del eje embrionario, se
asocia con una etapa de desarrollo Unica de los peces anuales llamada la fase de
dispersion celular y es inducida por bajas temperaturas e hipoxia (Inglima et al.,
1981).

2.6.2. Diapausa ll

En esta detencion del desarrollo embrionario el metabolismo es deprimido en mas
del 90% y ocurre después de la formacion del eje embrionario, las bases del sistema
nervioso central, las placodas olfatorias y Opticas, las vesiculas 6ticas y un corazén
tubular funcional. (Levels et al., 1986; Podrabsky & Hand, 1999; Wourms, 1972b).
La mayoria de los datos fisioldgicos sobre la diapausa en embriones de peces se
han centrado en esta etapa por su increible robustez para hacer frente a la estacion
del hidroperiodo seca, por medio de la excrecion de alguna sustancia hidrofébica
en el fluido perivitellino o la vitrificacibn del mismo que evita la desecacion del

compartimiento embrionario (Podrabsky et al., 2010).
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2.6.3. Diapausa lll

Ocurre antes de la eclosion, cuando comienza la temporada de lluvias. El desarrollo
embrionario es esencialmente completado y se ha consumido una parte significativa
de la masa vitelina del huevo, el embrion esta listo para eclosionar y solamente
espera condiciones hidricas favorables como el llenado del habitat para su
naciemiento. También se conoce que durante la diapausa Ill en algunas especies
de peces anuales la eclosidn no ocurre si estan presentes otras especies de peces
no anuales, esto ha sido interpretado como una medida para evitar la depredacion
(Podrabsky et al., 2010; Wourms, 1972c).

2.7. Conducta reproductora en peces anuales

El comportamiento sexual generalmente se define como el conjunto de conductas
gue tienen como objetivo producir descendencia (Munakata & Kobayashi, 2010).
Para los peces anuales se ha documentado tres sitios de desove, a saber: en la
columna de agua, sobre las raices de plantas y en el sustrato (Costa, 1998);

mientras que la conducta reproductora ha sido descrita en 5 estadios diferentes:

A. Cortejo. El macho comienza a exhibir intensos movimientos corporales en
forma de “S” alrededor y delante de la hembra, exhibiendo las aletas de
manera expandida, mientras que la hembra solamente observa. Si la
respuesta de la hembra es receptiva, se acerca y sigue al macho, que se

mueve cerca del fondo buscando un lugar para sumergirse.

B. Invitacion a sumergirse. El macho nada cerca del sustrato poniendo su boca
inclinada hacia abajo haciendo un angulo de entre 30 y 90°, sacudiendo el
cuerpoy las aletas, moviendo ligeramente el sustrato para llamar ala hembra

a sumergirse.

C. Sumersidén. La hembra se empareja al macho y ambos cavan en el sustrato

haciendo vibrar el cuerpo y aletas.
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D. Desove y fertilizaciébn. Sumergida la pareja en el substrato, el desove y la
fertilizacion de los ovocitos ocurre mientras el macho presiona a la hembra

contra el fondo con su cuerpo para estimular al desove.

E. Emerger. Después del desove, la pareja permanece sumergida durante unos
segundos o0 pocos minutos y luego emergen juntos, o en diferentes
momentos y lugares, asi, comienza un nuevo ciclo de cortejo (Belote & Costa,
2002, 2003, 2004; Garcia et al., 2008; Valdesalici et al., 2016).

Ademas, en un contexto evolutivo, el alto grado de preservacion del proceso de
cortejo que presentan las especies de peces anuales; es decir, un caracter
taxondmico bien conservado, indica que la conducta reproductora per se no
representa una barrera suficiente para evitar la hibridacién en especies simpatricas,
para que eso suceda deben ocurrir procesos fisiolégicos tales como la produccién

de sefales no visuales o quimicas de manera paralela (Valdesalici et al., 2016).

2.7.1. Conducta reproductora en Millerichthys robustus

Recientemente ha sido documentada la conducta reproductora de M. robustus, el
comportamiento observado es similar al desecrito para las especies anuales
sudamericanas; Es decir, las parejas de M. robustus también despliegan los
estadios conductuales indicados en los incisos A-E descritos en el parrafo anterior
(Belote & Costa, 2002, 2003, 2004; Garcia et al., 2008; Volcan, Fonseca & Robaldo,
2011). Sin embargo, la especie exhibe diferencias que pueden ser interpretadas
como condiciones apomorficas, es decir, caracteristicas evolutivamente recientes
dentro de un grupo taxonémico de especies, por ejemplo, la fase de invitacién a
sumergirse no es iniciada por el macho, sino por la hembra, a diferencia de todas
las especies de peces anuales en las que ha sido documentada la conducta

reproductora (Valdesalici et al., 2016).
2.8. Feromonas en la conducta reproductora de peces

Podria mencionarse que el evento mas importante en la vida de un organismo es

encontrar una pareja adecuada y reproducirse. Los peces no son la excepcién y los
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desafios de la vida bajo el agua parecen haber favorecido el uso de sefales
sexuales, incluidas las feromonas. Se han identificado algunas de estas como
productos hormonales y sus derivados ("feromonas hormonales") cuya produccion
presumiblemente refleja el estado y la actividad reproductiva inherentes. La
produccion, liberacidén y respuesta de productos hormonales seleccionados ahora
se ha demostrado en algunas especies de peces, por ejemplo: el pez dorado
(Carassius auratus), la carpa comun (Cyprinus carpio), el salmon del Atlantico

(Salmo salar) y el bagre africano (Clarias gariepinus) (Sorensen & Hoye, 2010).

Se ha demostrado que cientos de especies de peces de una amplia variedad de
grupos detectan al menos algunos productos hormonales con alta sensibilidad y
especificidad; por lo tanto, el uso de feromonas hormonales probablemente esta
muy extendido entre los peces. Excepciones notables son un &cido ceto biliar
utilizado por la lamprea marina masculina (P. marinus) (Li, 2002) y un aminoé&cido
inusual utilizado en el ovulado del salmén masu (Oncorhynchus masou) (Yambe et
al., 2006). Las feromonas hormonales se han descrito bien entre los peces
pequefios y las carpas donde funcionan como mezclas cambiantes en el contexto

de otras sefiales (Sorensen, 2014).

2.8.1. Feromonas en la conducta reproductora de peces anuales

Dentro de la poca evidencia documentada de que los rivulidos utilizan sefiales
guimicas durante la eleccion de la pareja, se encuentran un par de especies del
género Austrolebias; en estas se reporta la respuesta de las hembras de A. reicherti
a las sefales quimicas emitidas por machos conespecificos (Passos et al., 2013) y
su capacidad para discriminar entre machos heteroespecificos (A. charrua) y

conespecificos (Passos et al., 2016; Reyes et al., 2017).

2.8.2. Deteccion olfatoria de feromonas en peces

El olfato en peces esta mediado por el primer nervio craneal, que esta formado por
axones muy delgados de neuronas sensoriales olfativas (NSO) y que terminan en
el cerebro anterior del sistema nervioso central. El sentido del olfato media una serie
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de diferentes patrones de comportamiento evocados por los olores que estan
relacionados con sefiales propias de cada habitat, indicacibn de alarma vy
reproduccion, entre otras. En todas las especies de peces se encuentran elementos
compartidos por la mayoria de ellos. Todas las NSO tienen un axén que termina en
el bulbo olfatorio. Las neuronas secundarias median informacion al telencéfalo a
través de sus axones que forman los tractos olfatorios. Todas estas estructuras se
encuentran en la parte anterior del cerebro, con neuronas sensoriales
frecuentemente reunidas en una roseta que se localiza frente a los ojos y cerca de

la punta de la nariz (Figura 2) (Lastein et al., 2014).

- Roseta g Tracto olfatorio

Figura 2 Morfologia general del sistema olfatorio en peces.

En resumen, la sefial se recibe en la roseta olfativa, se transmite al bulbo olfatorio
donde es discriminada (sefal sexual, parental, de alerta, etc.) y es enviada por el

tracto olfatorio hacia el telencéfalo.

Se han descrito tres tipos diferentes de neuronas sensoriales en teledsteos:
neuronas sensoriales ciliadas (NSC), neuronas sensoriales microvellosas (NSM) y
células cripticas. Las sefiales de habitat y las sustancias de alarma activan las NSC
gue se proyectan hacia el tracto olfatorio medial (TOM). Las células cripticas estan
implicadas en el comportamiento reproductivo, ya que se conectan al haz del tracto
olfatorio que media el comportamiento reproductivo, la parte lateral del TOM. Las

NSM median las respuestas a los olores de los alimentos (Hansen & Finger, 2000).
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2.9. Mecanismos endocrinos que regulan el comportamiento sexual en peces

El término "hormona" se aplicé inicialmente a las moléculas que se sintetizan en las
glandulas endocrinas, se secretan en el torrente sanguineo y luego se transportan
a sitios distantes. Originalmente, solo se reconocian tres clases de hormonas:
proteinas y péptidos (por ejemplo, hormona liberadora de gonadotropinas, hormona
luteinizante), esteroides (por ejemplo, testosterona, estradiol) y hormonas
relacionadas con los aminoacidos (por ejemplo, noradrenalina (norepinefrina),
adrenalina (epinefrina). La definicion actual considera que una hormona es una
sustancia quimica que actia a nivel celular para iniciar, detener o modular un
proceso celular. El sitio de accién puede estar cerca al lugar de sintesis 0 en un
objetivo distante dentro del mismo individuo. Las hormonas pueden actuar a través

de mecanismos paracrinos, autocrinos o endocrinos (Silver & Kriegsfeld, 2001).

Las hormonas se consideraron clasicamente como agentes causales de
comportamiento donde la presencia de una hormona particular era necesaria para
la expresion de un comportamiento dado. Sin embargo, una comprension mas
profunda de los mecanismos moleculares, a través de los cuales las hormonas
influyen en el comportamiento, ha cambiado esta visibn al considerar a las
hormonas como moduladores en lugar de agentes causales del comportamiento
(Oliveira, 2004). Los andrégenos, ademas de desempeniar un papel en la regulaciéon
de la espermatogénesis (Miura et al., 1991), la diferenciacion gonadal (Striissmann
& Nakamura, 2002) y el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias
masculinas (Mayer et al., 1994); los andrégenos gonadales también se han
implicado en la activacién del comportamiento sexual masculino en peces (Borg,
1994; Gongalves & Oliveira, 2011; Stacey, 2015).

Los componentes endocrinos generales y las vias que regulan la reproduccion de
los peces estan altamente conservados y, como en otros vertebrados, son

generados por el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal (HPG) (Zohar et al., 2010).

El hipotalamo responde a las condiciones ambientales y fisiologicas, sintetizando y

liberando neuropéptidos (principalmente hormona liberadora de gonadotropina;
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GnRH) y monoaminas (principalmente dopamina) que regulan la actividad de las
células endocrinas en la hipofisis anterior. Esa region de la hipofisis produce la
hormona foliculoestimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH); tras la
estimulacion, las células gonadétropas ubicadas en la hipofisis anterior producen y

liberan estas hormonas a la sangre (Levavi-Sivan et al., 2010).

Ambas gonadotropinas estimulan en las gbénadas la sintesis de hormonas
esteroides que, a su vez, regulan la maduracion de los gametos y ejercen un
mecanismo de retroalimentacion al hipotdlamo y la hipdfisis (Biran & Levavi-Sivan,
2018).

2.9.1. Esteroides gonadales y la conducta sexual

Los esteroides sexuales gonadales han sido reconocidos como hormonas clave que
regulan: la diferenciacion sexual, algunos aspectos fisiologicos de la reproduccion y
al., 2018). Los principales esteroides sexuales detectados en el plasma de machos
tele6steos son testosterona (T), 11B-hidroxitestosterona (OHT) y la 11-
cetotestosterona no aromatizable (11-KT) (Borg, 1994). La 11-KT es generalmente
el esteroide sexual mas abundante en el plasma de los machos y se cree que es el
andrégeno mas relevante en este sexo, mientras que la “T” es el andrégeno
circulante mas importante en las hembras (Borg, 1994; Lokman et al., 2002). El
efecto de estos andrégenos es mediado por receptores de andrégenos (Ars) (Laudet
& Gronemeyer, 2002). Los andrégenos se pueden convertir en estrégenos, que
desempefian un papel clave en la reproduccién al unirse con los receptores de
estrogeno (Ers). Esta conversidn esta catalizada por la citocromo p450 aromatasa,
familia 19, subfamilia A (Cypl19a) (Diotel et al., 2010). En este sentido, se ha
documentado que el comportamiento sexual masculino en guppies (P. reticulata),
se reduce por inhibicion de P450 (Hallgren et al., 2006), lo que sugiere que, al igual
gue con otros vertebrados, la aromatizacion de “T” a “E2” facilita algunos aspectos

del comportamiento sexual masculino.
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En algunas especies de peces se ha documentado que la sincronizacion sexual
entre machos y hembras de la misma especie, se logra mediante la liberacion de
feromonas al ambiente y que funciona a través de una compleja interaccidon
hormona-comportamiento que da lugar al cortejo (Kobayashi et al., 2002; Stacey &
Sorensen, 2002). Las hormonas que regulan etapas especificas del desarrollo
folicular en las hembras de algunas especies, se liberan al ambiente externo a
través de las branquias u orina, actuando como feromonas en los machos
(Munakata & Kobayashi, 2010).

3. Justificacion

Los peces son un excelente grupo taxondmico para estudiar los mecanismos a
través de los cuales las hormonas modulan la expresion de los comportamientos

sexuales en los vertebrados.

En primer lugar, el sistema neuroendocrino de los peces esté bien conservado entre
los vertebrados y es probable que los mecanismos de accién hormonal en el
comportamiento compartan similitudes con los de otros vertebrados. En segundo
lugar, los peces se han adaptado virtualmente a todos los ambientes acuaticos,
reflejado en una extraordinaria diversidad de comportamientos reproductivos. En
tercer lugar, muchas especies presentan plasticidad en sus conductas sexuales, por
ejemplo, los peces que cambian de sexo 0 que adoptan mas de una tactica

reproductiva durante su vida, esta plasticidad parece estar mediada por hormonas.

Por otra parte, el conocimiento sobre la reproduccién de peces anuales ha
aumentado en los ultimos afios, aunque el cortejo y los comportamientos de
apareamiento han sido descritos detalladamente en algunas especies; los estudios
sobre la comunicacion quimica durante este evento son escasos. Aunque la mayor
parte de la investigacion sobre el papel del olfato en los sistemas de apareamiento
en peces se ha centrado en la respuesta del macho a las sefiales quimicas de las

hembras, el Unico estudio realizado en peces anuales (Austrolebias reicherti) es
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representado por la respuesta de las hembras a estas sefales; es importante
recalcar que de todas las especies de peces anuales, M. robustus es la Unica
especie de pez anual donde las hembras se tornan activas conductualmente

durante el cortejo.

En este sentido, el primer acercamiento a la comunicacion que interviene en el
apareamiento selectivo de M. robustus permitira comprender cdmo emergié el
aislamiento reproductivo durante la especiacién y como se ha mantenido en esta la
Unica especie anual de Norteamérica. Ademas, para evaluar la vulnerabilidad de
esta especie a las perturbaciones ambientales, es crucial comprender las
capacidades perceptivas, cognitivas y conductuales desde un contexto

reproductivo.

El conocimiento sobre las sustancias que participan en el reconocimiento especifico
durante la reproduccion y los mecanismos involucrados en la determinacién y
madurez sexual en peces anuales es completamente desconocido e indispensable
para comprender aspectos basicos de la biologia reproductiva, ecologia, fisiologia
y ecologia del comportamiento de un grupo zooldgico tan diverso y con presiones
ambientales que ponen en riesgo su permanencia en habitats naturales. Por lo
tanto, generar el conocimiento basico antes mencionado es relevante en la
propuesta de estudio y conservacion de las poblaciones de M. robustus y sus
héabitats.

4. Planteamiento del problema

Las fases de la conducta reproductora que presentan las especies de peces anuales
pertenecientes a la familia Rivulidae han sido preservadas a lo largo de la evolucién
de cada especie, todas las especies de la familia en las que ha sido descrita la
conducta reproductora presentan 5 estadios bien definidos: 1) cortejo, 2) invitacion
a sumergirse, 3) sumergirse, 4) desove y fertilizacion, y 5) emerger. Por lo anterior,
dentro de esta familia, la conducta reproductora puede ser considerada como una

condicidén conservada evolutivamente; es decir, plesiomérfica. Por otra parte, una
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serie de conductas Unicas en algunas especies de peces anuales son interpretadas
como autapomorfias; vale la pena recalcar que estas conductas son presentadas
Gnicamente por los machos; sin embargo, entre todas las especies de este grupo
de peces, M. robustus es la Unica que presenta una conducta autapomorfica por
parte de las hembras, durante la invitacién a sumergirse. Ademas, los caracteres
sexuales secundarios en M. robustus como la coloracion no son brillantes o muy
coloridos, carécter tipico de los machos de peces anuales, ello permite suponer que
la comunicacién feromonal durante el comportamiento reproductivo es conducida

por las hembras de esta especie.

5. Pregunta de investigacion

¢ Existe alguna diferencia en la expresion de feromonas sexuales entre machos y

hembras de M. robustus?

6. Hipdtesis

Si durante el cortejo, las hembras de M. robustus se muestran participes
conductualmente; entonces, también se tornaran activas en el control feromonal de

este evento.

7. Objetivos

7.1. Objetivo general

Evaluar el control que las feromonas ejercen sobre la conducta reproductora en

hembras y machos de M. robustus.
7.2. Objetivos especificos

e Detectar la produccién de feromonas involucradas en la conducta
reproductora de M. robustus.
e Evaluar la respuesta de machos y hembras de M. robustus al agua

acondicionada durante la reproduccion.
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e |dentificar la naturaleza elemental de las feromonas sexuales en M.

robustus.

8. Material y métodos

Para la realizacion del presente estudio, Unicamente se extrajeron huevos de M.
robustus del medio natural en una ocasion, bajo el permiso de colecta cientifica
SGPA/DGVS/04147/17, otorgado por la Subsecretaria de Gestion para la
Proteccion Ambiental, Direccion General de Vida Silvestre de la SEMARNAT. La
basqueda de huevos se realizé en el sustrato del habitat con la ayuda de agujas de
diseccion. Se colectaron huevos del 24 al 26 de octubre de 2017 en la localidad de
Tlacotalpan, Veracruz (TL-1) (Dominguez-Castanedo et al., 2013), cuando el hbitat
se encontr6 completamente inundado. Después de 20 dias de colectados, los
huevos fueron inducidos a la eclosion. Los alevines fueron alimentados con Artemia
Salina y contenidos en peceras de 3 | hasta alcanzar una talla de 2 cm;
posteriormente, se alimentaron ad libitum con Tubifex sp en peceras de 40 | a una
temperatura constante de 26°C con un fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas
oscuridad en el laboratorio de Biologia Experimental de la Universidad Autbnoma
Metropolitana Unidad Xochimilco (UAM-X).

A los 90 dias después de la eclosion, los machos de M. robustus fueron reconocidos
de acuerdo con el color rojo o amarillo de la banda transversal submarginal de la
aleta anal y las hembras por presentar puntos negros en la base de la aleta caudal.
Los organismos fueron sexados en 9 machos y 10 hembras, los cuales fueron
inducidos a la reproduccion mediante la simulacion de las condiciones de desove;

se colocaron envases transparentes de un litro con sustrato de musgo (Sphagnum

sp.).
8.1. Identificacion del estado gonadal

El conocimiento sobre la curva de madurez es importante especialmente para
determinar si los organismos que fueron evaluados en las pruebas de preferencia

eran maduros sexualmente y pudieran ser incluidos dentro de las diferentes
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cohortes. El indice gonadosomatico (IGS) o coeficiente de madurez es una métrica
gue representa el peso relativo de la gbnada respecto al peso del pez. El IGS ha
sido ampliamente utilizado porque representa una técnica economica y facil de
calcular. Los cambios en el IGS estan determinados principalmente por variaciones
en el niamero de 6vulos y la concentracion de la yema durante las diferentes etapas
de los ovocitos y, por lo tanto, proporciona informacién sobre la maduracion y los

patrones estacionales en el desarrollo de las gonadas.

Para conocer el estado de madurez sexual de los organismos, dos individuos de
cada generacion fueron sacrificados por hipotermia para extraer las génadas. EI IGS

se valoré calculando el peso de la gonada / peso corporal x 100.

8.2. Tiempo de asociaciéon

8.2.1. Obtencion de los estimulos quimicos

Para obtener los estimulos quimicos de cada sexo, un organismo fue mantenido en
un contenedor de vidrio (10 X 10 X 20 cm, previamente lavado con detergente y
etanol al 95%) con un litro de agua de garrafén, colocado adyacentemente a otro
contenedor con las mismas caracteristicas, pero con un organismo del sexo
contrario. Se permitio la comunicacion visual entre los organismos durante 24 horas,
ademas, se evito el contacto visual con el resto de los organismos del laboratorio
cubriendo las dos peceras con papel albanene. Los organismos se privaron de
alimento 24 horas antes y durante la comunicacién visual para minimizar la
presencia de compuestos quimicos fecales, el liquido con las sefales obtenidas en
este proceso se denomina “agua acondicionada”. Una muestra blanco fue generada
usando el protocolo antes mencionado sin introducir peces en los contenedores.
Para el analisis quimico de los estimulos, 400 ml del agua acondicionada de cada
sexo se almacen6 a -70°C durante dos dias para ser liofilizada y analizada
posteriormente, los 600 ml de agua restante se utilizaron en las pruebas de

preferencia simultanea.
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8.2.2. Pruebas de preferencia

Se realizaron pruebas de preferencia simultanea para conocer la respuesta de
machos y hembras a: (1) agua acondicionada de hembras vs agua acondicionada
de macho y (2) agua acondicionada del sexo opuesto vs blanco; para validar que la
respuesta hacia el agua acondicionada estuviera relacionada con la madurez de los
organismos, se realizaron pruebas de preferencia con organismos inmaduros. Cada
tratamiento fue realizado por sextuplicado considerando este nimero como las

repeticiones necesarias para que el tratamiento estadistico fuera validado.

Para las pruebas de preferencia simultanea se utilizaron peceras de 60 X 20 X 20
cm con 18 L de agua aireada y desclorada, en estas, tres sectores fueron definidos
por marcas externas en el vidrio, a saber: un area central de 30 cm (zona neutral) y
dos zonas a los lados de 15 cm (zonas de preferencia) (Figura 3). Para conocer la
respuesta a los estimulos quimicos, un macho o una hembra de M. robustus fue
introducida en la pecera y se le permito nadar liboremente para aclimatarse durante
30 min, posteriormente fue contenido en una camara opaca en el centro de la zona
neutral por 5 min; después de este tiempo se liberé agua acondicionada (desde los
contenedores superiores) en la zona de preferencia del sexo correspondiente con
un flujo de 10 mli/min a 1 cm de la superficie del agua de tal manera que provocaran
perturbacion superficial (McLennan & Ryan, 1997). Para determinar la efectividad
temporal del experimento, se realiz6 un estudio preliminar utilizando una disolucion
acuosa con colorante, mostrando que el agregado tarda 30min en difundirse desde
las zonas de preferencia a la zona neutral. Una vez iniciada la liberacién de agua
acondicionada, la camara opaca fue retirada. Se realizaron grabaciones con una
camara de video (Sony HDR-CX405/BCE23) para cuantificar la actividad de los
peces durante 20 min.
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Figura 3. Modelo de pecera experimental durante las pruebas de preferencia. La parte superior
refiere al origen (macho/hembra) del agua acondicionada y la inferior a la pecera de evaluacion, la
linea punteada de color rojo representa el nivel de agua.

Después de cada tratamiento los peces fueron devueltos a sus peceras de
mantenimiento. Los videos fueron analizados para cuantificar el tiempo que los
organismos permanecieron en alguna de las zonas de preferencia, es decir, el

“tiempo de asociacion”.

8.2.3. Andlisis estadistico

Para conocer si los organismos fueron atraidos significativamente por uno de los
dos estimulos (agua acondicionada de macho o de hembra), se compar6 el tiempo
de asociacion en segundos con una prueba “t” para medias de dos muestras

emparejadas usando el programa SYSTAT® 12.0.

8.3. Andlisis de los estimulos quimicos

Para el analisis de los estimulos quimicos, Unicamente se utilizé el liofilizado de
agua acondicionada del sexo que estimulé una respuesta conductual significativa

en las pruebas de preferencia; también se utilizé el blanco para poder hacer una
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comparaciéon entre los compuestos del agua y las feromonas. Debido al escaso
conocimiento sobre la naturaleza y caracterizacion de las feromonas en los peces
anuales, se utilizaron las siguienes técnicas que permitieran un primer acercamiento

a la naturaleza de las mismas.

8.3.1. Valoracién cuantitativa de las proteinas por el método de Lowry

Para conocer si el agua acondicionada de cada sexo contenia proteinas o péptidos
gue pudieran participar como feromonas durante la conducta reproductora de M.
robustus se realizé una valoracion cuantitativa de proteinas por el método de Lowry;
este es un método colorimétrico donde la intensidad de color es proporcional a la

concentracion de la proteina.

El método se basa en dos reacciones diferentes. La primera es la formacién de un
complejo de iones de cobre con enlaces amida, formando cobre reducido en
soluciones alcalinas. Esto se llama un cromoforo de Biuret y se estabiliza

comUunmente mediante la adicion de tartrato.

La segunda reaccion es la reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu (fosfomolibdato
y fosfotungstato), principalmente por la reduccion del complejo de enlace cobre-
amida, asi como por la tirosina, triptéfano, histidina, cistina y residuos de cisteina en
la proteina. reaccioén. El reactivo de Folin-Ciocalteu reducido es azul y, por lo tanto,
detectable con un espectrofotdmetro en el rango de 500 a 750 nm. El uso del
reactivo de Folin-Ciocalteu para detectar el cobre reducido hace que el ensayo de

Lowry sea casi 100 veces mas sensible que la reaccion de Biuret sola.

Para identificar la presencia y concentracion de proteinas totales del agua
acondicionada se construyé una curva de calibracion a partir de una solucién patron

de albamina sérica bovina (BSA) (1 mg/mL) (Lowry et al., 1951).

Para la curva estandar se utilizd una solucion patrén de BSA (1000 pg/mL) con las
concentraciones: 20, 40, 60, 80 y 100 pug/ mL. Las muestras se determinaron
haciendo la dilucion apropiada de cada una de ellas. La absorbancia se determiné

en un espectrofotometro modelo DU650 fabricado por la empresa Beckman Coulter
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a una longitud de onda de 500, 600, 700 y 750 nm. La concentracion de proteina se

determind por interpolacion de la curva de calibracién de albamina.

8.3.2. Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de
las sustancias tienen frecuencias de vibracion especificas, que corresponden a los
niveles de energia de la molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de la
superficie de energia potencial de la molécula, la geometria molecular, las masas

atomicas y posiblemente, el acoplamiento vibracional.

Con el fin de hacer medidas en una muestra, se transmite un rayo monocromo de
luz infrarroja a través de la muestra y se registra la cantidad de energia absorbida.
Repitiendo esta operacién en un rango de longitudes de onda de interés (4000-500
cm™) se puede construir un grafico. Al examinar el gréfico de una sustancia, es
posible obtener informacion sobre los grupos funcionales que se encuentran en una

muestra.

Para cada lectura se utilizaron ~3 pg del liofilizado obtenido a partir del agua
acondicionada, sobre una placa de diamante, los espectros fueron obtenidos a
través de un espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum Two FTIR. Para cada
espectro se realizaron 64 exploraciones realizadas en modo ATR (Attenuated Total
Reflection por sus siglas en inglés) de haz Unico con una resolucién de 4 cm™. Se

registré un espectro de referencia con el liofilizado del blanco.

8.3.3. Andlisis elemental EDS (Energy-dispersive X-ray spectroscopy)

El analisis micro elemental SEM-EDS utiliza espectroscopia de rayos X de energia
dispersa (EDS por sus siglas en inglés) que analiza los rayos X generados como
producto de la interaccion del haz de electrones de un microscopio electrénico de
barrido con el material sometido a andlisis para la identificacion y cuantificacion de
rayos x (Figura 4). Se realizaron evaluaciones elementales generales, seccionales
y puntuales de los liofilizados para identificar y cuantificar la composicion quimica

de las muestras. Se valoré la presencia de los elementos relacionados con
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feromonas descritas en otras especies de peces: N, Na, P, S, Cl, Ky Ca los valores
se obtuvieron a través de un microscopio electrénico de barrido de emision de
campo - FE-SEM - modelo: JSM-7600F marca: JEOL. Para saber si la cantidad
relativa de los elementos quimicos es significativamente diferente entre los
liofiizados, se compar6é con una prueba “t” para medias de dos muestras
emparejadas usando el programa SYSTAT® 12.0.

Rayos X
(caracteristicos
vy continuos )

Electrones retrodispersados

- Electrones Auger
Catodoluminiscencia

Electrones secundanos

Electrones absorbidos [\Ee;:rcnes_ dispersados
inelasticamente

Electrones transmitidos

Figura 4. Interacciones resultantes entre un haz de electrones incidentes y una muestra estudiada.

9. Resultados

9.1. Obtencién de peces reproductores en el laboratorio

Se obtuvieron de campo un total de 19 huevos en diapausa |. Los huevos se
incubaron bajo condiciones que no detuvieran el desarrollo embrionario en diapausa
Il. Una vez que se completo el desarrollo se colocaron en turba bajo oscuridad por
una semana, después de este tiempo se estimularon a la eclosién. Esta primera
cohorte fue elimentada con Aremia salina durante el primer mes de nacimiento,
posteriormente se realiz6 con Tubifex sp. y se estimularon a la reproduccion
mediante la colocacion de nidos dentro de las peceras de mantenimiento. A partir
de estos reproductores se mantuvo una cantidad suficiente de huevos en el

laboratorio que se utilizaron a lo largo de los experimentos.
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9.2. Identificacion del estado gonadal

El indice gonadosomatico calculado para cinco hembras de M. robustus demostré
gue estas alcanzan la madurez sexual alrededor de los 35 dias de edad (Figura 5),
cuando presentaron una talla superior a los 29 mm y el indice gonadosomatico esta

cercano a 5 % (Tabla 4).

Indice gonadosomatico para M. robustus

6
5
~4
S
8 3
=2
1
0
29 31 33 35
Edad en dias

Figura 5 Variacion del indice gonadosomatico en hembras de M. robustus.

9.3. Tiempo de asociacion

Se utilizaron tres cohortes de machos (n = 20, longitud estandar = 40.3 £ 3.7 mm) y
hembras (n = 20, longitud estandar = 37.3 + 2.9 mm) de M. robustus maduros
sexualmente (>35 dias de edad), obtenidos en el laboratorio. Condicion que fue
confirmada por la presencia de ovocitos en el fondo de los contenedores, producto

del cortejo visual.

Para asegurar que el organismo en evaluacion recibiera sefiales quimicas en ambas
zonas de preferencia y elegir entre las dos opciones, solo los datos de aquellos que
visitaron ambos lados de la pecera durante los primeros 10 minutos fueron utilizados

para el analisis estadistico (18 de 26 pruebas).
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Los machos de M. robustus presentaron tiempo de asociacion significativa al agua
acondicionada de hembra cuando se compardé con el agua acondicionada de macho
(t=3.084, p =0.013, Figura 6a); y de la misma manera cuando se comparo con el

blanco, la preferencia fue por la hembra (t =5.121, p = 0.018, Figura 6b).

Por otra parte, las hembras no presentaron tiempo de asociacién preferentes
significativamente al agua acondicionada de macho o hembra (t=-0.231, p =0.413,
Figura 6¢). Estos resultados sugieren que, no obstante las hembras visitaron ambos
sitios de preferencia, las sefiales que pudieran producir los machos no les son
atractivas; sin embargo, los machos fueron atraidos a las sefiales emitidas por las

hembras durante el cortejo.

Para validar que las sefales quimicas que estimularon a los machos estuvieran
relacionadas con la madurez sexual, se obtuvo agua acondicionada de organismos
inmaduros sexualmente y fue utilizada para realizar pruebas de preferencia con
machos maduros (organismos en prueba) debido a que fueron los Unicos en mostrar
atraccion por el agua acondicionada del sexo contrario. Como resultado se obtuvo
gue los machos maduros no mostraron preferencia por ningin sexo (t =-0.479, p =
0.256, Figura 6d).
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Figura 6. Tiempo de asociacion de M. robustus (promedio [n = 6] + desviacion estandar). Condicion
de macho; a) hembra vs blanco, b) hembra vs macho. Condiciéon de hembra; ¢) hembra vs macho.
Condicién de juvenil; d) hembra vs macho.

9.4. Andlisis de feromonas

Debido a que no se observé ninguna absorbancia en el método de Lowry, se validé
gue el agua acondicionada de cada organismo no contiene proteinas, lo cual es un
primer referente para descartar que las feromonas, presentes durante la conducta

reproductora, son de esta naturaleza.

El resultado anterior dio lugar a un analisis de espectroscopia de infrarrojo en el que
no se observaron diferencias significativas entre los espectros del agua
acondicionada de las hembras y el blanco. La banda ancha que se observa a 3500
cm® corresponde a una banda tipica de muestras con humedad o grupos hidroxilo,

las bandas alrededor de 1900 cm™, corresponden a los carotenoides, fosfatos y
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metilenos (1500 y 1600 cm™ respectivamente) se encuentran regularmente en el

agua no potabilizada (Figura 7).

% de transmitancia
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Figura 7. Espectro infrarrojo del agua acondicionada de hembra y blanco.

9.4.1. Andlisis elemental (EDS)

Se realizaron un total de 28 observaciones elementales en dos zonas de la muestra

de agua acondicionada de hembra, macho y blanco. Debido a la gran cantidad de

micrografias (168), en la Figura 8 solo se muestran ejemplos de estas (izq.) y sus

espectros (der.).
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Figura 8. Micrografias al microscopio electrénico de barrido y analisis elemental EDS. Agua
acondicionada de hembra (a - b), de macho (c - d) y del blanco (e - f).
De los ocho elementos evaluados, el azufre (t = 5.121 p = 0.010) fue el Unico con
valores significativamente diferentes. Se encontré una mayor proporcién de azufre
en el agua acondicionada de hembra (Tabla 1), mientras que el agua acondicionada
de macho y el blanco, no mostraron diferencias significativas cuando fueron
comparadas entre si (Tabla 2); ademas, el azufre se identificé en tres obervaciones
puntuales de la muestra del blanco mientras que la del agua acondicionada de
hembra se identifico en doce. Lo anterior demuestra una mayor distribucion de este

elemento en las muestras.
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Tabla 1. Andlisis elemental del agua liofilizada del blanco y del agua acondicionada de hembra.

Elemento (%lﬂznpceoso) Agua acr?gr?]igirgnada de p
(% de peso)

0.000 0.622 0.188
@] 57.424 55.295 0.071
Na 19.516 19.045 0.337
P 0.000 0.168 0.081
S 0.213 0.926 0.010
Cl 16.796 17.303 0.108
K 3.780 2.871 0.087
Ca 2.271 3.770 0.073

Total 100 100

Tabla 2. Andlisis elemental del agua liofilizada del blanco y del agua acondicionada de macho.

Blanco

Agua acondicionada de

Elemento (% de peso) (%n;zcggso) P

0.000 0.422 0.198
o) 51.802 52.567 0.592
Na 23.516 22.446 0.426
P 0.000 0.062 0.188
S 0.213 0 0.128
Cl 16.796 16.577 0.762
K 3.780 4.031 0.387
Ca 3.893 3.895 0.173

Total 100 100
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10. Discusion

Los resultados obtenidos en los experimentos conductuales demuestran que existe
una comunicacién quimica durante el cortejo de M. robustus, las hembras se tornan
activas no solo conductualmente como ha sido descrito (Valdesalici et al., 2016),
sino también en la produccion de sefiales quimicas sexuales que estimulan una

respuesta conductual en los machos.

Durante el desarrollo ontogénico de los peces anuales han sido identificadas
diferentes sefiales de comunicacién que permiten la sobrevivencia de sus
poblaciones. En las especies del género Nothobranchius después de la fertilizacion,
durante la dispersion de los blastomeros, el huevo recibe sefiales quimicas de los
padres para postergar su reagregacion, es decir, se presenta la diapausa I. En este
sentido, se ha observado que cuando los embriones de N. guentheri, son incubados
en presencia de peces adultos sin aireacion, casi el 100% de los embriones detienen
el desarrollo en la diapausa | a pesar de las condiciones propicias para continuar
con el desarrollo embrionario (Inglima et al.,, 1981; Podrabsky & Hand, 1999).
Resultados similares han sido documentados para embriones de N. korthausae,
donde se determind que la sustancia responsable de la detencion del desarrollo
embrionario es una sustancia hidrofila ain no caracterizada (Podrabsky et al.,
2010).

Por otra parte, se ha relacionado la edad de las madres de Austrofundulus limnaeus
con la decision de que sus embriones entren o escapen de la diapausa Il, esto se
debe alas disminuciones en los niveles maternos de estradiol asociados con la edad
gue a su vez provocan la disminucién en la produccion de embriones que no
detienen su desarrollo en la diapausa Il, es decir, embriones de escape (Pri-Tal et
al., 2011).

10.1. Comunicacién quimica vs comunicacion visual

Aunque los organismos de M. robustus mostraron cortejo cuando solamente se les

permiti6 comunicacién visual (durante la obtencion de los estimulos quimicos para
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las pruebas de preferencia) la importancia de las sefiales quimicas durante la
conducta reproductora fue validada a través de los tiempos de asociacion; es decir,
no obstante, la importancia de la comunicacién visual durante el cortejo, existen
otras alternativas de percepcion, en especial por comunicacion quimica en esta
especie. En este contexto, se han reportado diferencias sustanciales en el indice de
proliferacion celular en el cerebro de los organismos pertenecientes a las especies
del género Austrolebias. Mientras que A. affinis mostré niveles mas altos de
proliferacion en areas asociadas con la vision, A. reicherti y A. charrua lo hizo en el
bulbo olfativo, lo que sugiere que el olfato es un canal sensorial importante para
estas dos especies (Fernandez et al., 2011). Estas diferencias intragenéricas
podrian demostrar, que no todos los peces anuales se comunican principalmente
por feromonas y que la seleccion natural también favorece las modalidades
sensoriales que se adaptan mejor a las condiciones ambientales, que enfrenta cada

una de estas especies.

Entre otras caracteristicas relevantes, los habitats tipicos de M. robustus presentan,
vegetacion emergente abundante y una alta turbidez, ambas caracteristicas
permiten inferir que la comunicacién visual resulte poco exitosa durante la conducta
reproductora; una especializacion en la comunicacion ha sido documentada en
algunas especies del género Cynolebias, que utilizan sefiales acusticas durante la
conducta reproductora (Belote & Costa, 2003; Costa et al., 2010). Los argumentos
descritos y la poca expresion de caracteres sexuales secundarios atipicamente de
los demas peces anuales, hace evidente que la evolucion ha conducido a M.
robustus a invertr mas energia en la comunicacibn quimica que en
ornamentaciones morfologicas ostentosas incluyendo la produccion y el

mantenimiento de colores llamativos.

Una caracteristica bien conocida de los peces anuales es el sorprendente
dimorfismo sexual, en el que los machos exhiben patrones de coloracion mas
brillantes. De acuerdo con Passos et al. (2016), el contraste intensificado de las

marcas corporales (forma y color) durante el cortejo, sugiere que las sefales
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visuales juegan un papel importante durante las interacciones reproductivas en los

peces anuales.
10.2. Tiempo de asociacion

Las pruebas de preferencia representan experimentos donde, el tiempo que los
peces permanecen préximos a una fuente de feromonas, es cominmente usado
como una medida para evaluar la respuesta a estas (Fisher et al., 2006; McLennan
& Ryan, 1997, 1999; Rafferty & Boughman, 2006; Wong et al., 2005).

Los resultados de esta investigacion demostraron que los machos de M. robustus
exhiben una respuesta especifica a las sefiales quimicas producidas por las
hembras conespecificas. Resultados semejantes han sido documentados para
Austrolebioas reicherti, pero a diferencia, en esta especie la hembra reconoce la
produccion de sefales quimicas por parte de los machos (Passos et al., 2013). Las
diferencias en los resultados de esta investigacion, indican que M. robustus
actualmente es la Unica especie anual donde las hembras se tornan activas durante
el cortejo, no solamente conductualmente (Valdesalici et al., 2016), sino también en
la produccion de sefiales quimicas. Es probable que la produccién de sefales
guimicas por parte de las hembras de M. robustus también sea una caracteristica
apomorfica dentro de los peces anuales. La produccion de sefiales quimicas por
parte de las hembras ha sido ampliamente reconocida en especies de peces no
anuales. Por ejemplo, el macho del espinoso (Culaea inconstans) es capaz de
reconocer y discriminar entre machos y hembras conespecificas en ovulacién, asi
como entre el olor de los ovulados de hembras conespecificas y hembras
heteroespecificas (Gasterosteus aculeatus) (McLennan, 2004); los machos de
Pimephales promelas (Cole & Smith, 1987) y Puntius gonionotus (Liley & Tan, 1985)
comienzan el cortejo en el sitio de liberacion de olores a pesar de la ausencia de
sefales visuales. Otros ejemplos pueden ser observados en la acerina,
Gymnocephalus cernuus (Sorensen et al., 2004); el carpin, C. carassius (Olsén et

al., 2006); los guppys, P. reticulata (Crow & Liley, 1979); entre otras especies.
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10.3. Analisis de feromonas

Los eventos reproductivos clave en la vida de los peces (maduracion de los
gametos, ovulacion, espermiacion y desove) estan correlacionados con los cambios
en los niveles sanguineos de dos clases de hormonas reproductivas que son
detectadas por los sistemas olfativos de muchos peces: las prostaglandinas de la
serie F (PGF) y esteroides gonadales (sexuales) (Stacey, 2015). Los cambios en
las concentraciones plasmaticas de esteroides estan estrechamente relacionados
con los cambios en la liberacion de esteroides al agua; de hecho, la medicion de
esteroides en el agua de mantenimiento se ha utilizado como una técnica no

invasiva para monitorear los procesos fisioldgicos en los peces (Scott & Ellis, 2007).

10.3.1. Espectroscopia de infrarrojo

Se han propuesto diferentes estructuras quimicas para las feromonas sexuales en
peces, en especial para las hormonales. Por ejemplo, los peces dorados (C.
auratus) machos liberan el andrégeno androstenediona y varios otros esteroides
C19 por los cuales las hembras reconocen a los machos. En este sentido, también
se sabe que el sistema olfativo masculino es extremadamente sensible a la
androstendiona y lo detecta a concentraciones muy bajas, cercanas a picomolares.
(Sorensen et al., 2005). EI mas conocido de estos es el 17a,20B-dihidroxi-4-
pregnen-3-ona (17,20BP) que se libera junto con otros conjugados por carpas

ovulantes en concentraciones picomolares (Dulka et al., 1987).

Debido a las bajas concentraciones de feromonas con las que los peces son
capaces de comunicarse y al traslape de las bandas mas intensas de los
compuestos quimicos tipicos del agua potable, es probable que las muestras de
agua acondicionada de M. robustus a través de los espectros obtenidos con esta

técnica no hayan mostrado diferencias significativas.

10.3.2. Andlisis elemental (EDS)

Aunque no fue la finalidad de esta investigacion, el realizar un analisis morfolégico

de las micrografias obtenidas a través de la microscopia electronica de barrido, es
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posible diferenciar dos texturas entre los liofilizados del agua acondicionada de
hembra, de macho y el blanco. El liofilizado del agua de las hembras presenta
estructuras con lados bien definidos (similares a una fibra), diferentes a las del agua
acondicionada de machoy el blanco; en las que Unicamente se aprecian estructuras
amorfas con caras redondeadas. Resalta que las texturas del agua acondicionada
de macho y el blanco, son similares y que no es facil encontrar diferencias entre
ellas. Esta diferencia en la morfologia de las muestras podria ser consecuencia de
la cantidad diferencial de azufre, inico elemento con concentraciones diferentes en
el analisis EDS.

Es importante mencionar que algunas feromonas descritas para otras especies de
peces tienen en comun la presencia de azufre en sus estructuras. Muchos de estos
compuestos estan conjugadas con azucares o sulfatos, que aumentan su
solubilidad (Sorensen, 2014). Aunque en los peces anuales se ha demostrado que
existe una comunicacion visual, acustica y quimica (incluso no se puede descartar
la comunicacion por contacto) durante el apareamiento (Belote & Costa, 2002, 2003;
Passos et al., 2013; Reyes et al., 2017; Valdesalici et al., 2016), a la fecha no se
conoce algun compuesto quimico que conduzca hacia un exitoso reconocimiento
de la pareja; sin embargo, las formas libres sulfatadas de 17a,20B-dihidroxi-4-
pregnen-3-ona, el sulfato de 17,20-BP (17,20BP-S) y androstenediona fueron los
esteroides feromonales mas importantes liberados por la hembra del pez no anual
C. auratus (Scott & Sorensen, 1994). En este sentido, las vias de sulfatacion
(adicion de grupos sulfato) y desulfuracion de esteroides representan rutas
fundamentales que regulan el transporte y la accién circulatoria de esteroides. La
sulfatacion es uno de los mecanismos que regulan la actividad de enzimas y
hormonas relacionadas a la conducta sexual (Foster & Mueller, 2018; Hirai & Saito,
2008). De acuerdo a lo anterior es posible inferir que la cantidad diferencial de azufre
a favor del agua acondicionada de hembras se deba a que la feromona utilizada por
M. robustus para la comunicacion durante el cortejo, sea un esteroide sexual

femenino similar a la 17,20BP o su metabolito 17,203,21-P.
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10.4. Implicaciones ecologicas de la comunicacion quimica en Millerichthys

robustus

Dentro de las principales actividades de las feromonas no sexuales se encuentran
aquellas encargadas de facilitar la orientacién migratoria y son usadas por adultos
o juveniles que buscan habitats poblados por conespecificos; por ejemplo, las
anguilas de agua dulce (Anguilla anguilla), los salmones (Salvelinus alpinus), los
puyes (Galaxias maculatus) y las lampreas (Petromyzontidae marinus), se guian por
olores corporales especificos entre otros mecanismos (Baker & Montgomery, 2001).
Los complejos sistemas sociales utilizados por algunos peces han favorecido la
evolucion de los mecanismos quimiosensoriales para determinar la relacién de los
conespecificos (Olsén et al., 1998). Las funciones de estos olores "familiares"
incluyen el reconocimiento de la edad en los otros organismos (Ward & Hart, 2003).
Los estudios en salménidos sugieren que se liberan olores de parentesco en la orina
(Olsén et al., 2002).

La mayoria de investigaciones sobre feromonas en la busqueda y migracién han
sido realizadas en salmoénidos anadromos, peces que desovan en agua dulce,
migran al mar y regresan a su corriente natal para desovar cuando son adultos. Se
han propuesto dos hipétesis para explicar la seleccion del habitat por olores en
salmonidos. La primera postuld que los salmoénidos jévenes se acondicionan al
conjunto de olores organicos caracteristicos de su corriente nativa, que reconocen
y orientan durante el reingreso al agua dulce y la migracién aguas arriba (Hasler &
Wisby, 1951). La segunda hipotesis propuso que los peces migrantes regresan al
sitio de su nacimiento al detectar feromonas especificas secretadas por los

parientes mas jovenes que residen en el rio (Nordeng, 1971, 1977),

A diferencia de las sefales visuales y acusticas, las sefiales quimicas pueden
persistir por un tiempo y pueden ser identificadas por otros organismos incluso si el

emisor de la sefal ya no esté en el area (Ward & Webster, 2016).

Otra evidencia que apoya esta hipodtesis se refiere al habitat Unico de los peces

anuales (es decir, fragmentado, discreto y estacional) que tiene una fuerte influencia
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en como se generan los patrones de distribucion y diversidad (Kiflawi et al., 2003).
De esta manera, las especies de peces sudamericanas han estado involucradas en
procesos acelerados de especiacion, dadas las barreras geogréaficas que hacen
menos probable el flujo génico. Por ejemplo, en el género Austrolebias
relativamente rico en especies, de la familia Rivulidae, con ca. 42 especies
actualmente reconocidas, y distribuidas en las cuencas La Plata-Parand y Patos-
Merin (Calvifio, 2005; Garcia et al., 2008); se ha documentado que hasta siete
especies del género cohabitan en la misma area en el centro de Uruguay (Costa,
1998). Diferente a lo que sucede en Norteamérica, donde la Unica especie anual
reconocida es M. robustus Es probable que las barreras fisicas no sean
suficientemente robustas para conducir a la especiacion de este género y que los

procesos de seleccidén de un habitat son recurrentes.

En sentido de lo anterior, en colectas previas a esta investigacion, se han
reconocido una serie de fendmenos interesantes; durante el periodo de inundacion,
los diferentes hébitats quedan unidos por una gran masa de agua pluvial, cuando
las lluvias cesan, los diferentes cuerpos de agua quedan aislados entre si. A pesar
de los esfuerzos de muestreo en los cuerpos de agua inmediatos a sus habitats,
hasta el momento, no ha sido posible encontrar ejemplares de M. robustus.
Expresado de otra manera, la colonizacion de los habitats posterior al periodo de
inundacién pareciera estar orientada por feromonas de organismos conespecificos
de hidroperiodos anteriores. Por ejemplo, los habitats 4, 5 y 9 de Playa Salinas
(Figura 9) transitaron por extinciones locales representadas en los afios 2015 y
2016; para el 2017, la poblacién retorn6 con una cantidad considerable de
organismos, lo que fortalece la idea de la actividad feromonal durante la seleccion

del habitat cuando la region inundada comienza a fragmentarse (Tabla 3).
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Figura 9 Ubicacion de habitats en Playa Salinas, Veracruz.
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Tabla 3 Poblaciones de Millerichthys robustus en Playa Salinas, Veracruz. N = abundancia, M = macho, H = hembra.

Datos de la poblacién N (M:H)

Area Profundidad
Habitat o
mz2 m ctubre Octubre Octubre Octubre Octubre Octubre
2014 2015 2016 2017 2018 2019

1 2,500 0.36 73 (6:67) 22 (11:11) 73 (26:47) 56 (25:31) 18 (12:6) 0
0

2 180 0.85 5(1:4) 0 0 4 (1:3) 8 (5:3)

3 650 0.20 59 (23:36) 25 (6:19) 17 (6:11) 16 (1:15) 7 (0:7) 0

4 400 0.29 10 (7:3) 0 0 41 (15:26) 31 (12:19) 0

5 160 0.20 56 (25:31) 1(0:1) 0 36 (22:14) 46 (5:41) 0

6 60 0.10 9 (3:6) 0 0 12 (4:8) 10 (2:8) 0

7 10 0.10 2 (0:2) 0 0 14 (1:13) 16 (2:14) 0

8 50 0.35 3(3:0) 0 0 15 (3:12) 6 (6:0) 0

9 169 0.30 79 (23:56) 0 0 56 (19:37) 21 (5:16) 0

10 148 0.10 10 (5:5) 0 0 11 (5:6) 5 (2:3) 0

11 270 0.27 12 (7:5) 0 0 10 (6:4) 15 (5:10) 0
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11. Conclusiones

Los hallazgos presentados en este documento son los primeros en proporcionar
informacion basica sobre la comunicacion quimica durante el cortejo de M. robustus,
asimismo, se relacionaron diferentes metodologias de quimica analitica, etoldgicas,
de miscroscopia, entre otras, para conocer la participacion de la comunicacion
guimica en el apareo de M. robustus. En este sentido, se reconocio que existe una
participacion importante de feromonas sexuales durante el cortejo y que es mediada
por las hembras de esta especie, que potencialmente podria convirtirse en un

organismo modelo en investigacion cientifica.

Por la cantidad diferencial de azufre contenida en el agua acondicionada de las
hembras de M. robustus, probablemente la molecula encargada de esta
comunicacion sea un esteroide sexual como el 3-ceto-petromyzonol sulfato (3-k-

PS), feromona sexual en lampreas de mar (Petromyzon marinus).

Aunque la produccion de feromonas sexuales por parte de las hembras ha sido
docuemntada en especies de peces, dentro del grupo de los anuales, este trabajo

representa el primer reporte.

Por otra parte, a lo largo del ciclo de vida de los peces anuales, han sido
documentadas distintas rutas de comunicacion quimica, inluidos los cuidados
parentales, seleccion de pareja en presencia de otras especies, entre otras. El
presente trabajo, ayuda a comprender el alto grado de especificiidad en las sefiales

guimicas para producir conductas estereotipadas, en etapas de la vida especificas.

Ademas, la comunicacion por feromonas podria representar una estrategia de
sobrevivencia para las poblaciones de M. robustus, permitiendo que la colonizacion
de sus habitats (después de eventos de extinciébn debido a la variabilidad del

ambiente) sea exitosa.
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Se identifico que la comunicacion visual per se es capaz de estimular una respuesta
en la conducta sexual de M. robustus; sin embargo, la preferencia de los machos
hacia el agua acondicionada de las hembras durante las pruebas de predefrencia y
la alta turbidez que regularmente presentan sus habitats, permiten inferir que, de
manera natural, las parejas de M. robustus se comunican principalmente por
sefales quimicas durante el cortejo. Una forma de de confirmar lo anterior, podria
ser comparando el indice de proliferacion celular en areas del cerebro asociadas
con la vision y el olfato, como ha sido documentado para otras especies de peces

anuales.

Para reconocer a los esteroides sexuales femeninos como feromonas durante el
cortejo de M. robustus, se podran utilizar técnicas de biologia molecular para evaluar
la expresion de genes relacionados a la produccién de esteroides sexuales y
posteriormente medir la cantidad de estos esteroides en el agua de mantenimiento

como se ha realizado en otras especies de peces no anuales.

En este sentido, se conservaron las génadas y los cerebros de algunos peces que
fueron utilizados en las pruebas de preferencia en etanol 96%. Para asegurarse de
gue la cantidad de tejido fuera suficiente para la obtencion de cDNA; se realiz6 la
extraccion de RNA vy la sintesis de cDNA de las gonadas y cerebro de peces
juveniles y maduros (n = 8) del sexo que estimulé una respuesta conductual

significativa en las pruebas de preferencia.

El 4&cido ribonucleico (RNA) total fue aislado de tejido cerebral y gonadal utilizando Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El RNA total
(1 pg) se transcribié de forma inversa a acido desoxirribonucleico complementario
(cDNA) y se amplifico por PCR utilizando oligo (dT) 20 (Invitrogen) con el kit de Sistema
de Transcripcién Inversa de Promega. EI ARN y cDNA fueron cuantificados mediante

espectrofotometria de luz ultravioleta y se conservo a -80°C (Tabla 4).

45



Tabla 4. Cuantificacién de material genético RNA y cDNA de gbnadas y cerebro de M. robustus.

Longitud o ARN ARN ADNc ADNc
Estado de Edad en . Peso de las Indice . .
Sexo desarrollo dias Peso (g) estandar gonadas (g) gonadosomatico cerebro gonadas cerebro  gonadas
(mm) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL)  (ng/uL)
29 0.485 28 0.0078 161 221.0 665.7 1163.3 1127.0
Macho 30 0.463 27.5 0.0072 1.56 470.2 406.8 1129.4 1143.3
31 0.442 28 0.0017 0.38 132.3 168.3 1164.1 238.7
Juvenil
30 0.37 24 0.0054 1.46 255.2 256.7 1181.2 1176.1
31 0.314 25 0.0047 1.50 88.3 220.5 * 418.2
Hembra 36 0.296 25 0.003 1.15 80.9 377.6 * 919.9
Maduro 36 0.459 29 0.021 4.58 188.3 983.0 1092.8  1120.4
36 0.626 33 0.037 5.91 407.5 1011.0 1047.3 1148.1

*La ausencia en los valores se debe a la baja concentracion ARN para su sintesis.
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Finalmente, se suguiere realizar un analisis de PCR para evaluar la expresion de
algunos genes que han sido relacionados con la conducta sexual en otras especies de

peces (Tabla 5) a partir del cDNA.

Tabla 5 . Genes propuestos para su evaluacion.

Tamafio
1 1_ r 2 e
Gen Secuencia del cebador (5'-3") (pares de R Funcion
bases)
Factor
dax1 F:CCCTGATCATCCAGGCATAG 175 0.998 .
regulatorio
R: TTCTTCTGTGATGGCTGCAC
ar F: AAGCCAATCCTGTTTCACAA 121 0.999 Receptorde

andrégeno
R: CACTGCCTGTTGACTAAATG

cypl9al F: GATAGCAGCACCTGACACCA 95 0.999 E2 sintetasa
R: TTTCCTCCAGCAGTTTCCTC

El gen daxl se evaluara debido a que codifica una proteina que actla en la
transcripcion de receptores nucleares, incluido el factor esteroidogénico. Esta
proteina también funciona como un gen anti-testiculo al actuar de forma antagénica
al SRY (McCabe, 2007).

En este sentido, el receptor de androgenos (ar) funciona como un factor de
transcripcion de union al ADN que regula la expresién génica. Los genes regulados
por andrégenos son criticos para el desarrollo y mantenimiento del fenotipo sexual

masculino (Heinlein & Chang, 2002).

Por ultimo, el gen CYP19A1 proporciona instrucciones para hacer una enzima
llamada aromatasa. Esta enzima convierte una clase de hormonas llamadas
androgenos, que estan involucradas en el desarrollo sexual masculino, en

diferentes formas de estrogeno, la hormona sexual femenina.
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