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3.1. INTRODUCCION

En M. domesticus el proceso de la produccion de gametos se inicia en la fase embrionaria
alrededor de los 11 dias y medio después de la fecundacion, cuando las células germinales
primordiales (PGC), localizadas en el saco vitelino adosado al alantoides, colonizan la cresta
genital. Las PGC proliferan, algunas sufren apoptosis, y el resto llega a la fase de células
germinales embrionarias (EG). Estas se mantienen quiescentes como T-proespermatogonias
hasta después del nacimiento, cuando son reactivadas e inician la espermatogénesis
(McLaren & Southee, 1997). La primera ola de espermatogénesis empieza cuando las T-
proespermatogonias se diferencian en espermatogonias A, (isolated), entre el nacimiento y
el dia 3 en el raton (Vergouwen et al., 1993). En este periodo se desarrollan también las
uniones estrechas entre células de Sertoli, que son la base de la barrera hematotesticular,
que se establece en el dia 16 después del nacimiento (Nagano & Suzuki, 1976). Las
espermatogonias A_ se dividen por mitosis obteniéndose dos espermatogonias Apr (paired),
cuya proliferacion da lugar a cadenas de espermatogonias A_ (aligned). Una pequena parte
de las espermatogonias A  interviene, mediante divisiones mitoticas, en el mantenimiento
de la poblacion celular, produciendo nuevas espermatogonias A . El resto se diferencian en
espermatogonias A, las cuales sufren cinco divisiones mitéticas generando secuencialmente
espermatogonias A,-A,, intermedias, y tipo B. Después de la ultima division de las
espermatogonias de tipo B, empieza la meiosis dando lugar a los espermatocitos en
preleptoteno (dia 10), que se diferencian sucesivamente en espermatocitos en leptoteno,
zigoteno, paquiteno y diploteno, completandose asi la profase. Las células en diploteno se
dividen para formar los espermatocitos secundarios (primera divisidon meidtica) que
rapidamente dan lugar a las espermatidas de tipo | (segunda divisién meidtica). Estas marcan
el inicio de la espermiogénesis (figura 3.1). En M. domesticus, las primeras espermatidas
haploides aparecen alrededor del dia 20 y hacia el dia 35 ya se pueden detectar los primeros
espermatozoides en el lumen de los tubulos seminiferos (Vergouwen et al., 1993). En funcion
de la morfologia de las espermatidas, la espermatogénesis se puede subdividir en diferentes
asociaciones celulares denominadas estadios. En el ratdn casero se han descrito 16 tipos

de espermatidas y 12 estadios (véase apartado 3.2.2.2).
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Figura 3.1. Representacién esquematica de la espermatogénesis en el raton domeéstico.
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CaPiTULO 3

Durante la primera espermatogénesis de la vida de un mamifero se produce una elevada
muerte celular (apoptosis), posiblemente debido a un ajuste del numero de células germinales
que pueden ser mantenidas por las células de Sertoli (Roosen-Runge, 1973). En los adultos,
la espermatogénesis se caracteriza por una maduracién continua de las células germinales
hacia el centro de los tubulos seminiferos. La apoptosis también continda en el estado adulto.
Se estima que un 75% de los espermatozoides potenciales degeneran en los testiculos de
los mamiferos adultos (Huckins, 1978; citado en Print & Loveland, 2000). En los testiculos
de los roedores, la apoptosis se detecta ya en el decimocuarto dia del embrién (Miething,
1992; Jeyaraj et al., 2003). Los espermatocitos que no completan la meiosis son eliminados
selectivamente por apoptosis, como por ejemplo los espermatocitos con segmentos de
cromosomas, en los que no se ha producido correctamente la sinapsis. También son
eliminadas las espermatogonias dafadas y las espermatidas haploides (Print & Loveland,
2000). El reconocimiento de las células no viables se produce gracias a unos mecanismos
de control (checkpoints) que velan por la calidad cromosdmica de los gametos que se forman
(Eaker et al., 2001). Las células germinales apoptoticas son transportadas al lumen del
tubulo o bien fagocitadas por las células de Sertoli. Estas ultimas juegan un papel importante
tanto en el desarrollo del testiculo como en su funcién, ya que secretan una serie de proteinas
implicadas en la diferenciacion, proliferacion y metabolismo de las células germinales
(Griswold, 1988; Skinner, 1991; Jégou, 1993), y les proporcionan un entorno adecuado para
su diferenciacién en gametos viables. Las células de Sertoli también determinan el tamano
del testiculo y el nimero de espermatozoides producidos (Orth et al., 1988; Russel et al.,
1990b). En el tubulo seminifero las células espermatogénicas estan en continuo contacto
con las células de Sertoli, que ejercen una variedad de funciones cruciales para la
diferenciacion de las células germinales (Jégou, 1993). Estudios recientes han demostrado
que las células germinales pueden también modular el estado funcional de las células de

Sertoli (Jégou, 1993; Syed & Hecht, 1997).

El estudio de la espermatogénesis en heterocigotos Robertsonianos ha demostrado que
tanto los estadios premeid6ticos como los meidticos estan alterados y que estas alteraciones
son mas importantes en los heterocigotos multiples que en los simples. Tres fases principales

parecen particularmente sensibles y pueden explicar: i) el deterioro de la espermatogénesis
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3.1. INTRODUCCION

en cualquier estadio del proceso vy, ii) la aparicion de estadios atipicos, es decir, con
asociaciones celulares desordenadas a lo largo del ciclo del epitelio seminifero. Una primera
fase es a nivel premeiético, cuando el nimero de espermatogonias proliferativas (A 'y A,)
se reduce (Redi et al., 1985). Una segunda fase se produce a nivel meidtico, en la que la
mayoria de espermatocitos en paquiteno son incapaces de seguir unos patrones de
citodiferenciacién normales (Redi et al., 1985). Finalmente, una tercera fase de la alteracion
del proceso se da a nivel de la espermiogénesis, cuando las espermatidas experimentan
cambios morfoldgicos y fisioldgicos, pudiéndose producir una reduccion drastica del numero
de espermatidas, relacionado con una alta proporcién de espermatidas aneuploides que

aparecen después de la segunda division meiética (Redi & Capanna, 1988).

Se ha enfatizado especialmente la desventaja en la reproduccién de los heterocigotos como
una de las posibles fuerzas selectivas en las zonas hibridas Robertsonianas, debido a la
aparicion de aberraciones meidticas (Wallace et al., 1991, 1992; Wallace & Searle, 1994;
Hauffe & Searle, 1998). En particular, se han estudiado dos tipos de heterocigotos
Robertsonianos: i) los “simples” caracterizados por uno 0 mas metacéntricos, cada uno
complementado por su pareja de homélogos acrocéntricos, y que forman trivalentes en la
meiosis |, y ii) los “complejos” caracterizados por uno o mas metacéntricos, algunos de los
cuales presentan algun brazo cromosdémico en comun, y que forman anillos o cadenas de
cuatro o0 mas elementos en la meiosis | (figura 3.2). Se han postulado cuatro mecanismos
como principales responsables del deterioro de la gametogénesis y de la reduccion de la

fertilidad en los portadores de fusiones Robertsonianas en heterocigosis:

- Procesos de no-disyuncion meidtica, que conllevan a la produccion de gametos no
balanceados que daran lugar a su vez a zigotos aneuploides que seran eliminados
(Gropp et al., 1982a; 1982b).

- Un apareamiento defectivo de los cromosomas Robertsonianos en la sinapsis puede
provocar una expresion génica inapropiada para este estadio de la meiosis y dar lugar
a la muerte de células germinales (Miklos, 1974; Burgoyne & Baker, 1984).

- Un error del apareamiento entre los metacéntricos Robertsonianos y sus respectivos

homadlogos acrocéntricos puede conllevar a la asociaciéon de segmentos autosémicos
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Figura 3.2. Representacion esquematica de los productos, balanceados y no balanceados,
de la meiosis en un hibrido estructural Robertsoniano heterocigoto para dos fusiones
independientes (A), y para dos fusiones que comparten homologia monobranquial (B). Extraido
de King (1995).

no apareados con los cromosomas sexuales, que afecta el proceso de inactivacion
del cromosoma X con sus correspondientes efectos en la fertilidad (Lifschytz & Lindsley,
1972; Forejt, 1974; Cattanach, 1975).

- La incompatibilidad génica, es decir, interacciones desventajosas de diferentes
genomas en los hibridos, puede causar también perturbaciones fisiolégicas de las
células germinales con un incremento de la probabilidad de muerte celular (Cattanach
& Moseley, 1973; Gropp & Winking, 1981; Mahadevaiah et al., 1990; Searle, 19983;
Winking et al., 2000).

Los efectos de viabilidad y fertilidad de este tipo de reordenaciones han sido investigados

extensamente utilizando tres aproximaciones:

- Cruzamientos en el laboratorio entre animales de diferente cariotipo capturados en el
medio natural para estimar los efectos de la segregacion meiética y de la fertilidad en
los hibridos F,.
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3.1. INTRODUCCION

- Estudio de los efectos de viabilidad y fertilidad en cepas de ratones de laboratorio que
han generado de manera espontanea fusiones cromosdémicas, o en cepas de
laboratorio en las que se han introducido determinadas fusiones Robertsonianas
mediante cruzamiento con individuos procedentes de poblaciones naturales que
presentaban dichas fusiones.

- Estudio de los efectos de fertilidad en poblaciones naturales de hibridos.

A pesar de que se han realizado numerosos estudios sobre las consecuencias de la
presencia de las fusiones Robertsonianas en la meiosis en el ratdn doméstico (White, 1978;
Baker & Bickham, 1986; Everett et al., 1996; Castiglia & Capanna, 2000), existen pocos
estudios histoldgicos detallados de los efectos de estas mutaciones sobre la
espermatogénesis en poblaciones naturales en esta especie (Wallace et al., 1992; Hauffe &
Searle, 1998; Wallace et al., 2002). Muchos de los trabajos encontrados en la bibliografia
corresponden a investigaciones realizadas en cepas de laboratorio en las que se han
introducido, mediante retrocruzamientos, metacéntricos Robertsonianos procedentes de
poblaciones naturales (Cattanach & Moseley, 1973; Capanna et al., 1976; Mahadevaiah et
al., 1990; Garagna et al., 2001). Los resultados obtenidos en este tipo de analisis deben ser
interpretados con precaucion, puesto que pueden ser consecuencia de incompatibilidades
entre contextos genéticos (genetic background) y no reflejar los procesos naturales (Britton-
Davidian et al., 1990). Los estudios en poblaciones naturales son de gran relevancia para
entender el origen y el mantenimiento de la diversidad Robertsoniana en el medio. Los animales
establecidos en zonas hibridas han estado expuestos a diversas generaciones de seleccion
natural, por lo que es esperable que se minimicen las aberraciones meidticas en los
heterocigotos Robertsonianos. En concreto, la estructura de las zonas hibridas y la extension
de éstas, las cuales forman una barrera en el flujo genético entre razas, estan parcialmente
determinadas por el grado de seleccion en contra de los heterocigotos. Se cree que la
presencia de una a tres fusiones en heterocigosis no representa importantes alteraciones
en la reproduccion, lo que sugiere que, en condiciones naturales, estas reordenaciones no
son muy efectivas como barrera reproductora (Searle, 1984, 1986; Winking et al., 1988;
Britton-Davidian et al., 1990; Nachman, 1992; Wallace et al., 1992). Sin embargo, poblaciones
qgue han acumulado siete, ocho o incluso nueve fusiones presentan una gran reduccion de
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CaPiTULO 3

la fertilidad (Tettenborn & Gropp, 1970; Winking & Gropp, 1976; Winking, 1980; Hauffe &
Searle, 1998). En este caso el grado de disminucion de la eficacia bioldgica es importante
puesto que podria contribuir a la interrupcion del flujo genético entre poblaciones
Robertsonianas y quizas dar lugar a la especiacion, generando una presion selectiva en los

cruzamientos al azar.

En el presente trabajo se realiza un analisis detallado de la gametogénesis en machos de
Mus domesticus pertenecientes a la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona. El
estudio se ha realizado en cuatro grupos de animales con translocaciones Robertsonianas
y un grupo de ejemplares estandar. De los cuatro grupos Robertsonianos, uno esta formado
por individuos con homocigosidad estructural, y los otros tres por ejemplares con
heterocigosidad independiente, en el que los animales presentan de una a tres fusiones en
heterocigosis. Se pretende comparar la proporcién de muerte de células germinales entre
los diferentes grados de polimorfismo Robertsoniano. Los estudios de fertilidad realizados
en heterocigotos simples son escasos, centrandose la mayoria de ellos en heterocigotos
simples con una fusién o con un numero de fusiones comprendido entre cuatro y nueve
(Searle, 1993; Said et al., 1993; Castiglia & Capanna, 2000; Wallace et al., 2002). Es por ello
que los resultados aqui obtenidos contribuiran a aportar mas datos sobre las consecuencias
de los metacéntricos Robertsonianos en la fertilidad, sobre todo cuando estan presentes en
heterocigosis en bajo numero. El hecho de que este estudio se centre unicamente en los
machos se debe a la dificultad en la deteccion de anormalidades en secciones histologicas
de los ovarios de hembras adultas. La falta de mecanismos severos de control (checkpoints)
permite la presencia de células defectivas en el ovario que no son eliminadas por apoptosis,
por lo que resulta mas complicada la cuantificacion de la muerte celular en las hembras

(Gropp et al., 1982b; Eaker et al., 2001).
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3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1.

Muestra analizada

La eficacia reproductora se evalué mediante el estudio de la espermatogénesis en animales

procedentes de la zona estandar y de la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona.

Previamente a la eleccidon de los ejemplares, se establecieron 5 categorias atendiendo al

numero cromosomico y al numero de fusiones en heterocigosis. Para cada categoria se

seleccionaron 5 animales, capturados entre abril y septiembre de 1998, de caracteristicas

reproductoras similares, estimadas segun los siguientes criterios:

Cone

Masa corporal: peso del individuo obtenido inmediatamente después de ser sacrificado.
Longitud corporal: medida tomada desde el extremo del hocico hasta el origen de la
cola.

Estado de actividad sexual: determinado a partir de la extension del contenido testicular

y epididimo derecho por el método descrito en Gosalbez et al. (1979).

| objetivo de determinar si la presencia de las fusiones Robertsonianas en heterocigosis

tenian el mismo efecto que en homocigosis sobre la reproduccion, o si el numero de fusiones

Robersonianas incrementaba el deterioro sobre ésta, se establecieron las siguientes

categorias (tabla 3.1):
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Estandar (40ST): animales con dotacion cromosémica 2n=40 procedentes de
localidades formadas integramente por animales estandar (n® 313, 316, 317, 318,
319).

Homocigotos estructurales (HH): animales con todas las fusiones Robertsonianas en
homocigosis y dotacion cromosomica diploide comprendida entre 28 y 30 (n%* 194,
224, 250, 255, 288).

Heterocigotos I-31 (HTI-31): ejemplares con una fusién Robertsoniana en heterocigosis
y cuatro en homocigosis, y con un numero cromosémico 2n=31 (n° 189, 195, 218,
241, 279).

Heterocigotos I-39 (HTI-39): individuos con una fusion Robertsoniana en heterocigosis

y 2n=39 cromosomas (n°s 168, 335, 336, 349, 351).

)



Tabla 3.1. Caracteristicas biolégicas y citogenéticas de los animales analizados
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N° Fecha de Localidad 2n Peso Longitud  sagital del @ transversal Peso del Longitud de Cromosomas metacéntricos
animal captura Corporal del cuerpo testiculo  del testiculo testiculo Ila vesicula
(gr) (mm) (mm) (mm) (mg) seminal
(mm)
Homocigotos Heterocigotos
40ST
313 Septiembre Fulleda 40 18,00 88,00 8,15 4,60 86,54 9,31 - -
316 Septiembre Fulleda 40 18,00 88,00 7,82 4,40 76,74 9,74 - -
317 Septiembre Fulleda 40 19,50 87,00 7,76 5,35 109,63 9,05 - -
318 Septiembre Fulleda 40 19,00 93,00 7,63 4,29 71,64 9,62 - -
319 Septiembre Fulleda 40 20,00 88,00 7,60 4,96 93,29 11,05 - -
HH
194 Mayo Sant Pau d'Ordal 28 22,50 90,00 7,70 4,50 78,85 9,36 3.8,4.14, 5.15,6.10, 9.11, 12.13 -
224  Junio Sant Pau d'Ordal 30 18,50 87,00 6,99 4,70 78,14 8,22 4.14,5.15, 6.10, 9.11, 12.13 -
250  Junio Sant Pau d'Ordal 28 13,00 79,00 7,58 3,92 60,50 6,36 3.8,4.14, 5.15,6.10, 9.11, 12.13 -
255  Junio Garraf 28 14,50 81,00 5,95 4,06 51,95 9,96 3.8,4.14, 5.15,6.10, 9.11, 12.13 -
288  Agosto Garraf 28 21,00 94,00 8,48 4,94 102,58 11,27  3.8,4.14,5.15,6.10, 9.11, 12.13 -
HTI-31
189 Mayo Sant Pau d'Ordal 31 24,00 94,00 7,00 4,00 58,42 9,50 4.14,5.15,9.11,12.13 3.8
195 Mayo Sant Pau d'Ordal 31 21,50 94,00 7,50 3,80 56,70 9,50 4.14,5.15,6.10, 12.13 9.11
218 Mayo La Granada 31 17,00 83,00 7,97 4,44 79,40 9,78 4.14,5.15,9.11,12.13 6.10
241 Junio Sant Pau d'Ordal 31 20,00 90,00 6,26 3,44 40,79 11,08 4.14,5.15,9.11, 12.13 3.8
279  Julio Vilanovaila Geltra | 31 16,25 83,00 7,43 4,39 72,93 10,68 4.14.5.15,9.11, 12.13 3.8
HTI-39
168  Abril Les Pobles 39 16,00 87,00 6,72 3,65 47,97 7,69 12.13
335 Septiembre Bellaterra (UAB) 39 21,00 86,00 7,14 4,61 76,90 9,81 - 5.15
336 Septiembre Bellaterra (UAB) 39 23,00 90,00 8,12 4,96 99,24 10,49 - 4.14
349 Septiembre Bellaterra (UAB) 39 19,50 81,00 7,11 4,57 75,39 6,86 - 414
351 Septiembre Bellaterra (UAB) 39 19,00 81,00 7,39 4,26 68,70 9,28 - 5.15
HTII
166  Abril Les Pobles 37 18,00 93,00 6,60 4,47 67,66 9,23 - 4.14,5.15, 12.13
191 Mayo Sant Pau d'Ordal 31 20,00 86,00 6,50 4,00 54,70 9,60 4.14,5.15, 12.13 3.8,6.10, 9.11
204 Mayo Calafell 35 15,00 83,00 6,66 4,10 58,40 8,08 12.13 4.14, 5.15, 9.11
221 Mayo Calafell 35 19,00 84,00 7,16 4,00 59,61 8,20 12.13 4.14, 5.15, 9.11
284  Agosto Garraf 29 15,00 75,00 7,30 4,70 81,33 9,40 3.8, 5.15,9.11, 12.13 4.14,6.10, 7.17
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3.2. MATERIAL Y METODOS

- Heterocigotos Il (HTIII): animales con tres fusiones en heterocigosis y de una a cuatro
en homocigosis. Numero cromosémico comprendido entre 29 y 37 (n° 166, 191, 204,

221, 284).

3.2.2. Métodos

3.2.2.1. Histologia

El andlisis histologico se realizé utilizando el testiculo izquierdo, que fue fijado por inmersién
en una solucién acuosa de formol al 4%. Las muestras fueron incluidas en parafina siguiendo
un protocolo estandar de histologia (Durfort, 1977) y con posterior obtencién de cortes
transversales seriados de 5 ym de grosor mediante un micrétomo de rotacion (MICROM HM
330). Las secciones fueron tefidas con la técnica del P. A. S (acido periédico-Schiff) y

contrastadas con hematoxilina (Leblond & Clermont, 1952).

3.2.2.2. Estrategia muestral y obtencion de datos

Se disend una estrategia muestral con el objeto de estimar el numero de espermatocitos
primarios en paquiteno respecto espermatidas redondas, el nimerode células de Sertoli, la

proporcion de epitelio respecto al area total del tubulo seminifero y el diametro del tubulo.

La estimacién de dichos parametros se realizé a partir de los datos obtenidos mediante un
muestreo jerarquizado de tipo multifasico. Este presenta dos caracteristicas fundamentales:
1) cada fase corresponde a un nivel de organizacion tisular, en el que el objeto de estudio
representa el espacio de referencia para el espacio inferior, y 2) en cada estrato se amplia
de manera creciente el tamafo muestral. Esta compartimentacion muestral es muy adecuada
para el presente estudio ya que los parametros de interés alcanzan el nivel celular, lo que
requiere una gran amplificacién para ser estimados. Los estratos analizados fueron tres
(figura 3.3): espacio Q (el testiculo), espacio Q, (la seccion histologica observada a 40

aumentos) y espacio Q, (tubulo seminifero observado a 400 aumentos).
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Figura 3.3. Muestreo jerarquizado de tipo multifasico. A: seccion histoldgica observada a 40 aumentos
proyectada sobre una cuadricula con una unidad basica de 0,5 cm de lado. Las cruces corresponden
alos cuadrados seleccionados (uno de cada cinco de la cuadricula confinada en la seccion histolégica).
B: seccidn histolégica observada a 100 aumentos. Los nimeros romanos indican los tibulos
interceptados por los cuadrados seleccionados. Los limites de exclusion estan marcados en rojo. C:
seccion trasversal de un tibulo seminifero (400 aumentos) proyectado sobre un reticulo de 12 sectores
radiales. El primer sector se escogi6 al azar y a partir de éste se selecciond, de izquierda a derecha,
uno de cada dos. Las células que tocan la linea de exclusion (en rojo) no se consideran. D: Proyeccion
de la imagen del tdbulo seminifero sobre una red coherente de puntos equidistantes. En rojo se
muestran los puntos que se contabilizan para la estimacién de las areas.
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3.2. MATERIAL Y METODOS

Espacio QQ

El espacio inicial del que partia el presente estudio era el nivel organico, el testiculo. En este
estrato se obtuvieron el peso y los diametros sagital y transversal del testiculo izquierdo de
cada uno de los ejemplares, asi como el tamafo de la vesicula seminal. Este ultimo se
determiné como la longitud desde el punto de unién de los dos Iébulos hasta el punto mas
extremo de su curvatura. Todas estas medidas fueron comparadas entre grupos. Puesto
que en individuos de edad temprana los tamanos testicular y vesicular pueden estar
relacionados con el peso del individuo, también se compararon entre grupos estos valores

relativos a la masa corporal.

Espacio 91

La cuantificacién de los parametros reproductivos obtenidos a partir de este nivel muestral
requeria secciones transversales de los tubulos seminiferos. Tomando como referencia de
seccionamiento el diametro sagital, se realiz6é un estudio previo de la homogeneidad de la
organizacion histolégica. Se comprobd que las zonas distales del testiculo mostraban una
elevada proporcién de secciones longitudinales de tubulos, a causa del elevado niumero de
circunvoluciones que se producian en esta area. Para evitar la obtencién de este tipo de
secciones, solo se realizaron cortes histologicos seriados en el tercio central del testiculo,
despreciandose los dos tercios extremos. Para cada animal se examinaron tres secciones
seleccionadas por muestreo sistematico aleatorio. Dentro de la serie las dos primeras
secciones fueron consecutivas, separadas a 5 um, mientras que la tercera se situé a 50 um
de distancia de la segunda (figura 3.3). La primera seccion fue seleccionada al azar, dentro

del tercio central del testiculo respecto al diametro sagital.

Los tubulos seminiferos estudiados en la segunda y tercera seccién fueron seleccionados
mediante un muestreo sistematico al azar. Los estudiados en la primera seccion fueron los
mismos que los escogidos al azar en la segunda. Cada corte histolégico fue observado a 40
aumentos y se proyectd, con la ayuda de una camara clara Olympus (Modelo BH2-DA),
sobre una cuadricula cuya unidad basica presentaba 0,5 cm de lado. En el area delimitada

por la seccion histolégica se hizo un muestreo en una proporcion 1:5, iniciandose en la parte
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CAPiTULO 3

superior izquierda y siguiendo de manera sistematica las direcciones de izquierda a derecha
y de arriba a abajo (figura 3.3 A). La posicion del primer cuadrado se obtuvo al azar mediante
la generacion de numeros aleatorios en un intervalo comprendido entre 1 y 5. Los datos se
obtuvieron de aquellos tubulos interceptados por los cuadrados seleccionados, considerando
como limites de exclusién los lados inferiores y laterales izquierdos de dichos cuadrados

(figura 3.3 B).

En este estrato se clasificaron los tubulos seminiferos en funcion del estadio de madurez
del epitelio. En el ratbn doméstico se han descrito 12 estadios 0 asociaciones celulares de
maduracion del epitelio seminifero (espermatogénesis), presentando cada estadio una
composicion celular constante (Oakberg, 1956a; Russell et al., 1990a). Esta clasificacion
esta basada principalmente en los cambios de morfologia de las espermatidas durante los
diferentes estadios de la espermiogénesis. La espermiogénesis se puede dividir mediante
un criterio morfoldgico en varios pasos de desarrollo, basados en un inicio en la forma del
acrosoma y mas tarde en la forma de la cabeza de la espermatida y en el grado de
condensacion de la cromatina. Los estadios de la espermatogénesis se designan con
numeros romanos y las fases de desarrollo de las espermatidas durante la espermiogénesis

se designan con numeros arabigos (figura 3.4):

Estadio I se caracteriza por la presencia de las espermatidas “tipo” 1 que son el resultado
de la segunda division meiotica que ha tenido lugar durante el estadio Xll. En éstas, al
observarlas al microscopio éptico, no se puede distinguir el sistema acrosémico. También
estan presentes las espermatidas del “tipo” 13, con una cabeza de forma similar a la de
un espermatozoide maduro que se ha acortado considerablemente (un 30%) respecto a
las espermatidas del “tipo” 12 (presentes en el estadio XIl). A parte de estos tipos celulares,

durante este estadio también se encuentran espermatocitos en paquiteno.

Estadio II-1ll: las espermatidas de los “tipos” 2 y 3, que definen estos dos estadios, se
encuentran a menudo entremezcladas en una seccion transversal de un mismo tubulo,
con lo que se hace dificil designar el estadio del tubulo como Il o lll. Es por ello que

algunos autores combinan estos dos estadios (Russel et al.,1990a). El estadio se inicia
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3.2. MATERIAL Y METODOS

con la formacién de los granulos acrosomicos (espermatidas de “tipo” 2) seguido de la
fusion de estos granulos en una vesicula proacrosémica, unica y redonda, que entra en
contacto con el nucleo (espermatidas de “tipo” 3). También se encuentran espermatidas
de “tipo” 14, con la cabeza algo mas corta que las del “tipo” 13 y mas ancha. Los

espermatocitos en paquiteno progresivamente van aumentando en tamafo.

Estadio 1V: la vesicula proacrosémica crece y se extiende sobre la superficie del nucleo
(espermatidas “tipo” 4). Este estadio finaliza antes de que el angulo subtendido por el
acrosoma alcance los 40°. Las espermatidas de “tipo” 15 que se encuentran en este
estadio presentan un estrechamiento del nucleo respecto a las del “tipo” 14. En la fase
mas tardia de este estadio las espermatogonias de tipo A se dividen por mitosis para dar
lugar a espermatogonias de tipo B. Los espermatocitos en paquiteno continuan

aumentando de tamarno.

ad

| IE1] v \'} Vi Vi Vi IX X Xl Xl

ESTADIOS DEL CICLO
Figura 3.4. Estadios de maduracion del epitelio seminifero en Mus domesticus. In: espermatogonias

intermedias; B: espermatogonias B; P1: espermatocitos en preleptoteno; L: espermatocitos en
leptoteno; Z: espermatocitos en zigoteno; P: espermatocitos en paquiteno, D: espermatocitos en
diploteno; 2% espermatocitos secundarios; 1-16: tipos de espermatidas durante la espermiogénesis
(Russel et al., 1990a).
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Estadio V: el angulo formado por el acrosoma se extiende de 40° a un maximo de 95°
(espermatidas de “tipo” 5). En las espermatidas de “tipo” 15 las mitocondrias se alinean
a lo largo del flagelo. En algunos espermatocitos en paquiteno ya se puede apreciar la

vesicula sexual que representa la cromatina sexual.

Estadio VI. el angulo subtendido por el acrosoma esta comprendido entre 95° y 120°
(espermatidas “tipo” 6). Al final de este estadio las espermatogonias de tipo B se dividen
por mitosis para dar lugar a espermatocitos en preleptoteno. Estan presentes también

espermatidas de “tipo” 15 y los espermatocitos en paquiteno.

Estadio VII: el angulo del acrosoma es mayor de 120° (espermatidas “tipo” 7). Las
espermatidas de “tipo” 16 forman en el apice de la cabeza un gancho bien definido y se
situan alrededor de la luz del tubulo seminifero. Durante este estadio ocurre un aumento
considerable de tamafo de los espermatocitos en paquiteno. Al final de este estadio
empieza la transicion de espermatocitos en preleptoteno a espermatocitos en leptoteno.

Estos espermatocitos empiezan a abandonar la lamina basal.

Estadio VIII: 1a regidon acrosémica del nucleo entra en contacto con la membrana celular
(espermatidas “tipo” 8). Estas espermatidas se orientan con la regién acrosémica dirigida
hacia la membrana basal del tubulo y se produce una ligera elongacién del nucleo. Las
espermatidas de “tipo” 16 son liberadas en la luz del tubulo seminifero. Los espermatocitos
en paquiteno aumentan de tamafo. Continda la transicién de espermatocitos en

preleptoteno a espermatocitos en leptoteno.

Estadio IX: el nucleo de la espermatida pierde su forma redonda u ovoide, y se produce
una elongacion del eje apico-caudal y un ligero estrechamiento bilateral del nucleo
(espermatidas “tipo” 9). Se puede distinguir una cara dorsal (curva) y una ventral (aplanada).
Se forma una protuberancia en la cara ventral, que sera el futuro apice. El acrosoma
cubre el 50% de la parte dorsal del nucleo y la protuberancia en la parte ventral. La parte

caudal es aplanada. Encontramos espermatocitos en leptoteno y en paquiteno.
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Estadio X: contintia la elongacion y el estrechamiento del nucleo. El apice de la cabeza
es mas prominente. Se forma un angulo ventral (espermatidas “tipo” 11). El acrosoma
cubre el apice y toda la parte dorsal. Los espermatocitos en paquiteno contintan
aumentando de tamano. En este estadio se produce la transicion de espermatocitos en

leptoteno a espermatocitos en zigoteno.

Estadio XI. se forma un angulo dorsal, situado entre la cara dorsal y el extremo caudal
del nucleo (espermatidas “tipo” 12). Los espermatocitos que estaban en la fase de
paquiteno han pasado a diploteno. Los espermatocitos que en el estadio anterior se

encontraban en zigoteno contintan estando en esta fase.

Estadio XlI: durante este estadio las espermatidas alcanzan su mayor longitud y se
produce la condensacion de la cromatina (espermatidas “tipo” 12). Las células en diploteno
se dividen para formar los espermatocitos secundarios (meiosis |). Estos son de aspecto
similar a las espermatidas del “tipo” 1, pero 1/3 mas grandes en diametro que éstas. Los
espermatocitos secundarios se dividen para dar lugar a las espermatidas de “tipo” 1

(meiosis Il). Los espermatocitos que estaban en zigoteno pasan a paquiteno.

Las espermatogonias de tipo A estan presentes a lo largo de todo el ciclo del epitelio
seminifero. Las espermatogonias de tipo B s6lo estan presentes en los estadios IV, Vy

VI.

La duracion del ciclo del epitelio seminifero es de 8,63 dias segun Oakberg (1956b) y de 8,62
segun (Clermont y Trott, 1969).

Las anormalidades que suceden en la meiosis durante el apareamiento de los cromosomas
homadlogos y su alineamiento en el huso acromatico en la metafase pueden causar pérdidas
de células y/o un retraso en el curso normal de la espermatogénesis (Eaker et al., 2001). En
este espacio 2, se estimo la duracion relativa de cada uno de los estadios que consiste en
determinar las frecuencias relativas (expresadas en porcentajes) con las que cada estadio

aparece en las secciones estudiadas (Clermont & Trott, 1969). Para ello se calcularon,
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sobre la segunda y tercera seccion, las frecuencias relativas medias por grupo de
heterocigosidad, obteniéndose en primer lugar las frecuencias de cada estadio por animal y
a continuacién promediando en cada grupo los valores obtenidos por individuo. Las
frecuencias relativas de cada estadio fueron comparadas entre grupos de heterocigosidad
estructural y se contrastaron con los valores obtenidos en cepas de laboratorio (Clermont &

Trott, 1969).

Espacio Q,

En este nivel se realizaron estimaciones del numero de espermatocitos en paquiteno,
espermatidas redondas y de células de Sertoli, y se obtuvieron las areas correspondientes
a la luz y a la seccion total del tubulo seminifero, asi como el diametro tubular. Para la
estimacion del nimero de espermatocitos y espermatidas, y para la obtencion de las areas
y los didmetros tubulares, se utilizaron el segundo y el tercer corte. Para los parametros
relacionados con las células de Sertoli se utilizaron el primero y el segundo. En todos los

casos se estudiaron los tubulos seleccionados en el espacio anterior.

Dada la distribucion radial del tejido, las estimaciones del numero de espermatidas (j),
espermatocitos (a) y células de Sertoli (SC) se realizaron mediante un muestreo angular
proyectando, con la ayuda de la camara clara, la seccién del tubulo seminifero en un reticulo
de sectores radiales que dividié el espacio de 360° en 12 porciones con un angulo nominal
de 30° (figura 3.3 C). Este tipo de muestreo es el mas adecuado para estructuras de simetria
radial y presenta, como caracteristica principal, que las areas en que se divide la seccion
son proporcionales a la longitud del radio del sector circular. Para la obtencién de los datos
referentes a a y B, se examinaron la segunda y la tercera seccién (separadas a 50 um de
distancia), considerandose esta ultima réplica de la primera. Con esta distancia entre cortes
se asegura que un mismo nucleo no esté presente en ambos cortes. De los doce sectores
se seleccionaron seis. El primer sector se escogié de manera aleatoria y a partir de éste se

selecciond de forma sistematica uno de cada dos.
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3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.2.3. Estimaciéon de parametros relacionados con el numero de espermatocitos y
espermatidas

Se calculé la proporcion ‘n° espermatocitos primarios en paquiteno’:'n® espermatidas redondas’
(a:B). La proporcion esperada para estos tipos celulares era de 1:4 si se producia un 0% de
muerte celular, o de 1:0 si habia un 100% de muerte celular. Otra expresion de este indice es

el porcentaje de muerte celular (GCD) calculado como 100x[1-B/(4a)].

Se obtuvieron las densidades numéricas de espermatocitos (NDa) y espermatidas (ND)
mediante estereologia, utilizando para ello la ecuacién de Floderus, apropiada para nucleos

esféricos (Floderus, 1944, citado en Russell et al., 1990a; Zirkin & Ewing, 1987):

ND =NA/(D + T - 2h)

Donde ND es la densidad numérica, NA es el nimero de nucleos por unidad de area de
seccion, D el didmetro medio de los nucleos celulares, T el grosor de la seccion y h la
seccién de nucleo reconocible mas pequeia (0, 1xD; Mori & Christensen, 1980). Para estimar
D, en cada animal se midié el nucleo de 10 células en cada uno de los ocho primeros
estadios de maduracion del epitelio seminifero y en cada una de las dos secciones histologicas
estudiadas por animal. Se dibujé cuidadosamente el perfil de cada nucleo celular con la
ayuda de la camara clara. Los perfiles obtenidos se escanearon y se extrajo el perimetro de
cada perfil mediante el programa SigmaScan (1987-1993). Para obtener el diametro del
nucleo se utilizé la formula del perimetro de la circunferencia (perimetro = n x diametro).
Para determinar qué valor de diametro medio se debia utilizar en |la estimacion de la densidad
se estudi6 la variabilidad de este parametro entre estadios, cortes histoldgicos y animales
en la muestra analizada. Para ello se realiz6 un ANOVA anidado mixto determinando como
factor principal y fijo el animal, y como factores anidados y aleatorios la seccion histoldgica
(anidado en el factor animal) y el estadio (anidado en el factor seccion). Si se obtuvieron
diferencias entre estadios o individuos se aplic6 a cada situacion el valor medio
correspondiente de diametro para el calculo de densidades numeéricas. Es decir, si se
obtuvieron diferencias entre animales y no entre estadios, se promediaron todos los valores
por animal. Si se encontraron diferencias entre animales y estadios se calculd el valor medio
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por estadio y por animal, etc. En caso de no encontrar diferencias se promediaron los valores
de todas las células medidas y los valores obtenidos fueron los utilizados en el célculo de
densidades numéricas en todos los individuos estudiados. A partir de las densidades
numéricas se realizé una aproximacion para obtener el numero de células totales en el
testiculo (NTa y NTB), multiplicando el volumen de éste por las densidades celulares obtenidas
(Zirkin & Ewing, 1987). El volumen del testiculo fue estimado a partir de su masa, utilizando
como peso especifico 1,04 (Russell et al., 1990a). Se analizaron las diferencias significativas
de a:p asi como de NDa, NDB, NTa y NTB entre animales y entre los diferentes grupos

cromosomicos.

Como medida de distribucion de la muerte celular entre los tubulos se calcul6 el porcentaje
de tubulos defectivos por animal. Se definié como tubulo defectivo aquél cuyo indice a:} es
menor de 1:3, es decir, en los que hay menos de 3 espermatidas por espermatocito (Garagna
et al., 1989). Adicionalmente se calcul6 la proporciéon de tubulos en los que a:3 fue menor de
1:2 y de 1:1. Se analizaron las diferencias entre grupos cromosémicos y animales para este

parametro.

3.2.2.4. Estimacion de las densidades de células de Sertoli

Como indicador de la cantidad de espermatozoides producidos se obtuvo el nimero de
células de Sertoli relativo tanto al volumen total de la seccién del tubulo seminifero como al
volumen de la seccion ocupado por células (Russel et al.,, 1990a; 1990b). Este parametro
se estimo6 mediante el método del disector, apropiado para contar células cuyos nucleos no
son ni esféricos ni mononucleados (Sterio, 1984; Cruz-Orive & Hunziker, 1987). Para ello se
utilizaron los dos primeros cortes histoldgicos (separados a 5 um de distancia). Se conté el
numero de perfiles nucleares pertenecientes a las células de Sertoli que estaban presentes
en la primera seccion histolégica (seccion de referencia “reference section”) y ausentes en
la segunda (seccion de conteo “look-up”). El nimero de células de Sertoli relativo al volumen
se obtuvo segun:

NV =ZQ/P)xp/(hxs)
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Donde N/V es el numero de células de Sertoli obtenidas por unidad de volumen, Q el nimero
de perfiles nucleares presentes tan sélo en la seccion de referencia y no en la de busqueda,
P el numero de puntos de las redes coherentes contabilizados en la seccion de referencia
(seccion tubular completa o seccién del tubulo ocupada por el epitelio), s el area
correspondiente a un punto p de redes coherentes y h la distancia que separa las dos
secciones (para mas detalles sobre las redes coherentes véase siguiente apartado; figura
3.3 D). Se estudiaron las diferencias significativas entre los diferentes grupos y animales

para esta variable.

3.2.2.5. Medidas relacionadas con la seccion de los tubulos seminiferos

Puesto que existe una correlacion positiva entre el diametro tubular y la actividad
espermatogénica del testiculo (Sinha Hikim et al., 1989), se estudio la existencia de diferencias
significativas de los diametros tubulares entre los diferentes grupos cromosémicos. La
medicion de los diametros se realizé con un ocular micrométrico. Tan sélo se midieron los
ejes menores del perfil tubular ya que es el eje que no varia en caso que se haya seccionado

el tubulo oblicuamente.

La fraccion del tubulo seminifero ocupada por el epitelio puede proporcionar informacion
adicional sobre el estado espermatogénico de los tubulos (Russell et al., 1990a). Un epitelio
menor de lo habitual se puede deber a la degeneracion de células durante el proceso de la
espermatogénesis. Se estimd la densidad de volumen para el epitelio segun Cruz-Orive

(1987):

Vv = SeP/S

total

Donde S, corresponde al area de la seccion del tibulo ocupada por el epitelioy S, es el

area total de la seccion tubular. La estimacion de las areas se realiz6 mediante redes
coherentes formadas por puntos equidistantes. Estas se colocaron sobre las proyecciones
de las secciones de los tubulos seminiferos, contandose el nimero de puntos capturados
por la luz y por el epitelio del tubulo seminifero (figura 3.3 D). Se analizo la existencia de
diferencias significativas entre los grupos cromosomicos para la proporciéon de superficie

ocupada por el epitelio respecto al area total de la seccién tubular.
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Todos estos parametros se estimaron en los tubulos seminiferos que estaban en un estadio
de desarrollo del epitelio comprendido entre el | y el VIII (ambos inclusive), puesto que es en
éstos donde se encuentran las espermatidas redondas. El hecho de analizarlos todos
implicaba estimar las densidades celulares y parametros derivados a partir de células con
nucleo esférico en unos casos, y alargado en otros, pudiéndose producir importantes sesgos.

Sélo se estudiaron aquellos tubulos con seccidn transversal de aspecto circular.

3.2.2.6. Andlisis estadisticos

Se estudid la normalidad de los datos mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. Los valores extremos, definidos
como aquéllos superiores a tres veces la amplitud intercuartil, fueron eliminados de los

analisis estadisticos.

- Espacio Q,

Se estudiaron las diferencias para el peso y los diametros sagital y transversal de los
testiculos, asi como para el tamafio de la vesicula seminal, mediante ANOVAs de un factor
con cinco niveles, donde cada nivel representaba el grupo cromosémico al que pertenecia
cada animal.

- Espacio Q,

Para estudiar si existian diferencias en las frecuencias de cada uno de los estadios de
maduraciéon del epitelio seminifero entre los grupos cromosémicos, se realizaron
comparaciones dos a dos entre estos grupos mediante pruebas y?

- Espacio Q,

Las diferencias significativas entre grupos de todos los parametros obtenidos en este nivel,

excepto para el analisis de tubulos defectivos, se testaron mediante un analisis de la varianza
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anidado no balanceado de tres factores (grupo cromosémico, animal, seccion histologica).
Se definieron como factores fijos el grupo cromosémico y el animal, y como aleatorios el
corte histoldgico. El grupo cromosdmico fue el efecto principal, el animal estuvo anidado en
el grupo cromosémico y el corte histolégico anidado en el animal y grupo cromosémico. El
estudio de las diferencias entre grupos se realiz6 mediante el ajuste de Tukey para
comparaciones multiples. En las comparaciones entre individuos, se realizaron pruebas t-
Student entre los animales en cuyos grupos se encontraron diferencias y se aplico la

correccion secuencial de Bonferroni a los niveles de significacion obtenidos (Rice, 1989).

El analisis de las diferencias entre grupos para el porcentaje de tubulos defectivos se llevé a
cabo mediante una ANOVA de un factor (grupo de heterocigosidad) y las pruebas de
comparaciones multiples se llevaron a cabo mediante el ajuste de Tukey. Todos los analisis

se realizaron con el paquete estadistico SAS (1999-2001 SAS Institute Inc.).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Espacio Q,

La masa testicular, los diametros sagital y transversal, y el tamafo de la vesicula seminal no
presentaron diferencias entre los grupos de heterocigosidad estructural (tabla 3.2). Tampoco
se obtuvieron diferencias entre grupos para estos valores de los tamanos testicular y vesicular

relativos a la masa corporal.

Tabla 3.2. Medidas relacionadas con el tamafio del testiculo y la vesicula seminal
por grupo cromosomico. Se muestra la media y el error tipico.

Grupo @ sagital medio @ transversal Peso medio del Longitud media de
cromosomico  del testiculo medio del testiculo testiculo la vesicula seminal
(mm) (mm) (mg) (mm)
40ST 7,79 +£0,10 4,72 £0,19 87,57 + 6,68 9,75+ 0,35
HH 7,34 £ 0,42 4,42 +0,19 74,40 £ 8,73 9,03 £ 0,83
HTI-31 7,23 +£0,29 4,01 £0,19 61,65 +£6,75 10,11 £ 0,32
HTI-39 7,30 £ 0,23 4,41 +0,22 73,64 + 8,22 8,83 £ 0,67
HTIII 6,84 + 0,16 4,25+ 0,14 64,34 + 4,74 8,90 £ 0,32
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3.3.2. Espacio Q,

Las frecuencias relativas con las que aparece cada estadio de maduracion del epitelio
seminifero, expresadas en porcentajes y obtenidas para cada grupo de heterocigosidad
estructural, se muestran en la la tabla 3.3 y en la figura 3.5. Los resultados obtenidos en
cuanto a la duracién relativa de cada uno de los diferentes estadios no difirieron
significativamente de los encontrados por otros autores en cepas de laboratorio (tabla 3.3;
Clermont & Trott, 1969). Cuando se compararon las distribuciones de frecuencias de los
estadios de la espermatogénesis entre los diferentes grupos cromosdémicos tampoco se
encontraron diferencias significativas (tabla 3.3). Esto sugiere que la sucesién en tiempo de
los diferentes estadios de la espermatogénesis procede segun el patrén general de sucesion

de estadios en todos los animales analizados .

3.3.3. Espacio Q,

3.3.3.1. Estimacién de parametros relacionados con el numero de espermatocitos y
espermatidas

En latabla 3.4 se muestran los valores para la relacion ‘espermatocito:espermatida’ obtenidos

para cada uno de los individuos. En la figura 3.6 (A y B) esta representado el nimero medio

Tabla 3.3. Duracion media relativa de los estadios del ciclo de maduracion del epitelio seminifero
en cada uno de los grupos cromosomicos establecidos para el raton doméstico. Esta
representada la media y el error tipico. Se muestran los valores que obtuvieron Clermont y
Trott (1969) en ratones albinos y C,H.

Duraciéon media relativa (%)

Estadio 40ST HH HTI-31 HTI-39 HTINI c,q  Ratones
albinos
| 12,08+3,93 12,36+7,72 17,80+1,99 1598+7,12 858+3,80 11,12 1173
11-111 10,78 £ 2,74 6,12+1,78 8,72+221 10,00+4,19 1188+513 8,85 7,91
Y 6,14+233 6,48+230 500+279 7,24+283 650+287 911 10,26
v 4,68+289 376+145 406+1,32 470+1,08 7,94+324 877 8,58
VI 7,78+293 912129 526+362 864331 676286 885 6,98
Vil 18,70+ 1,39 16,32 +3,20 18,82+3,80 1942+3,28 1914 +545 1438 1516
Vil 3,56 £2,63 6,58+3,62 4,66+248 490+333 458+190 6,85 8,39
IX 12,10+ 4,96 13,00 +2,66 13,48 £2,03 10,06 +2,47 11,44+219 8,26 9,59
X 4,66+253 502+261 504+246 346+131 552+230 3,66 4,16
X 6,98+290 6,78+452 620£097 582+291 460173 9,87 8,45
Xl 12,66+ 3,36 14,36 +5,66 10,06 +4,48 976+2,94 1312+4,82 10,51 8,86
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Figura 3.5. Distribucion porcentual media de los tubulos seminiferos segun el estadio de maduracién

en cada uno de los cinco grupos cromosomicos. Esta representado la media y el error tipico
multiplicado por dos.

de espermatidas producidas por espermatocito (B:a) y las densidades numéricas de ambos
tipos celulares para cada grupo y para cada uno de los ejemplares estudiados,
respectivamente. Aunque en la tabla de parametros estimados (tabla 3.4) esta representado
el indice a:B, en los analisis estadisticos y en las graficas se ha utilizado la proporcion B:a

para una mejor comprension de los resultados obtenidos.

Los valores B:a difirierieron significativamente entre grupos cromosdmicos (F=41,28; p<0,001)
y entre animales (F=4,74; p<0,001). Los resultados de las comparaciones multiples obtenidos
por el método de Tukey mostraron diferencias significativas del grupo 40ST respecto HH,
HTI-31, HTI-39 y HTIII (p<0,001), y de HTIII respecto 40ST, HH, HTI-31 y HTI-39 (p<0,001).
Los grupos HH, HTI-31 y HTI-39 no mostraron valores de B:a significativamente diferentes
entre ellos. El grupo 40ST presentd los valores de B:o mas elevados, mientras que el HTIII
los mas bajos. El resto de grupos mostraron valores intermedios de este indice (tabla 3.4;
figura 3.6 A). El valor significativo en el modelo anidado de la ANOVA correspondiente a los
animales se debié a diferencias entre individuos en los grupos HTI-31 (F=6,63; p<0,001) y
HTIII (F=9,24; p<0,001). Un estudio mas detallado de las diferencias encontradas mediante
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Tabla 3.4. Parametros estimados relacionados con los conteos de espermatocitos y espermatidas en los tibulos seminiferos. En cursiva se muestran los
valores obtenidos por grupo cromosomico. GCD: porcentaje de muerte celular; a: n° de espermatocitos; B: n° de espermatidas; NDa y NTa: densidad
numérica y numero total de espermatocitos, respectivamente; NDf y NT: densidad numérica y numero total de espermatidas, respectivamente. %TD:
porcentaje de tubulos defectivos

Grupo N° animal 2n N° tubulos Media GCD Media Media NDa Media ND Media NTa Media NT8 %TD<1 %TD<2 %TD<3
cromosomico analizados (%) *ET B+ ET  (10°cél/mm?®) + ET (10°cél./mm®) + ET (10°célitest.) + ET (10°cél./test.) + ET
40ST 313 40 29 16,77 +2,87 1:333+0,10  1,83+0,55 7,10+ 0,19 15,26 + 0,46 5911+155 0,00 0,00 20,70
316 40 27  17.83+4,11 1:329+0,16 1,94 + 0,91 7,59 + 0,28 14,33 + 0,67 56,01+210 0,00 3,70 37,00
317 40 24  2279+320 1:3,09+0,13  1,45%0,63 5,57 + 0,22 15,30 + 0,67 58,73+2,32 0,00 420 41,70
318 40 33  18,84+227 1:325+0,09 2,34 0,80 8,97 + 0,25 16,12 + 0,55 61,76+1,70 0,00 0,00 24,20
319 40 40  21,20£237 1:3,15+0,09  1,91%0,69 6,88 + 0,17 17,15+ 0,62 61,71+£1,50 0,00 0,00 37,50
Valor grupo 153 19,51+ 1,27 1:322+ 0,05 1,93+ 0,40 7,31+ 0,13 15,81 % 0,28 59,83+0,81 0,00 1,30 32,00
HH 194 28 38  2573+256 1:2,97+010 1,94+0, 69 6,80 + 0,21 14,72 £ 0,52 5154+159 0,00 530 47,40
224 30 35 2586+1,99 1:296+0,08 2,03 +0,70 7,17 £ 0,29 15,26 + 0,52 5385+220 0,00 0,00 5430
250 28 30  22,68+282 1:309+0,11  1,95+0,68 6,84 + 0,17 11,35 + 0,39 39,82+097 0,00 0,00 56,70
255 28 37  2400+267 1:304+0,11 1,87 0,50 6,09 + 0,17 9,33 + 0,25 3043+085 0,00 2,70 48,60
288 28 34  32,88+302 1:268+0,12 1,80+0,74 5,59 + 0,18 17,78 + 0,73 55,13 + 1,81 0,00 14,70 73,50
Valor grupo 174 26,26+ 1,20 1:295+ 0,05 1,92+ 0,30 6,52+ 0,10 13,74 0,32 46,35+ 1,02 0,00 4,60 55,70
HTI-31 189 31 33 3573208 1:257+0,08 1,850,65 5,65 + 0,20 10,39 + 0,37 31,72+111 0,00 12,10 81,80
195 31 36  21,04+3,10 1:3,16£0,12 1,85+ 0,58 6,58 + 0,23 10,07 + 0,32 3585+124 0,00 560 38,90
218 31 40  30,09+3,01 1:280£0,12  2,31+0,92 7,22 0,24 17,62 + 0,70 5512+1,85 0,00 10,00 62,50
241 31 32  2568+232 1:298+0,09 1,77 +0,65 5,99 + 0,23 6,93 + 0,25 2350+090 0,00 0,00 50,00
279 31 45  3697+181 1:252+0,07 252+0,72 7,42 + 0,26 17,67 + 0,50 5200+1,83 0,00 6,70 80,00
Valor grupo 186 30,25+ 1,20 1:279+ 0,05 2,09 + 0,40 6,63+ 0,12 13,03 % 0,39 40,78+ 1,11 0,00 7,00 63,44
HTI-39 168 39 32  31,38+1,70 1:2,75+0,07 2,63+0,13 8,26 + 0,34 12,16 + 0,58 3811+1,59 0,00 0,00 75,00
335 39 30 2445+261 1:3,02+0,10 1,59 0,61 5,79 + 0,23 11,77 + 0,45 42,84+1,72 0,00 3,30 56,70
33 39 52  2826+1,097 1:287+0,08 1,93%7,14 6,30 + 0,18 18,41 + 0,68 60,090+1,77 0,00 7,70 59,60
349 39 60  3158+232 1:274+0,09 1,56+0,55 4,68 +0,11 11,28 + 0,40 3394+080 0,00 1830 65,00
351 39 48  2512+1,90 1:2,99+0,08 2,09z 0,63 7,54 + 0,27 13,84 + 0,42 49.82+1,76 0,00 2,10 47,90
Valor grupo 222 2841+0,99 1:275+0,07 1,92 +0,40 6,36+ 0,13 13,65 + 0,29 4529+0,95 0,00 7,70 60,40
HTIII 166 37 42  48,82+4,06 1:2,05+ 0,16 2,29+ 0,99 5,21 + 0,33 14,91 + 0,64 3390+£214 7,10 54,80 76,20
191 31 29  3545+224 1:258+0,09 1,97 + 0,60 5,67 + 0,21 10,38 + 0,32 2982+113 0,00 10,30 75,90
204 35 39  3211+264 1:272+0,11 1,69 +0,74 5,34 + 0,20 9,47 + 0,42 30,00£1,15 260 12,80 64,10
221 35 28  3243+260 1:270+£0,10  1,72+0,75 5,42 + 0,20 9,87 + 0,43 31,06+1,17 0,00 7,0 75,00
284 29 39  4543+167 1:218+0,07 1,99 + 0,79 5,02 + 0,15 15,58 0,62 39,23 + 1,21 0,00 30,80 94,90
Valor grupo 177 39,61+ 1,40 1:242+ 0,06 2,29 + 0,99 5,30 + 0,11 12,35+ 0,32 33,13+0,72 1,30 2540 7740
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Figura 3.6. Ay B: relacion espermatidas:espermatocitos (B:a) por grupo de heterocigosidad estructural
y por individuo. Se muestran los valores de B:a y no el indice a:3 para su mayor comprension grafica.
C y D: densidades numéricas medias de espermatocitos y espermatidas calculadas por grupos y por
individuo. Densidades numéricas de espermatocitos (1) y espermatidas (E). En todas las graficas
esta representada la media y el error tipico multiplicado por dos.

pruebas t-Student mostré que, en el grupo HTI-31, el individuo 195 present6 valores B:a
significativamnete mayores que los animales 189 (p<0,01) y 279 (p<0,001). Asimismo, el
ejemplar 241 mostré valores de B:a significativament superiores que el 279 (p<0,01). En el
grupo HTIIl los animales 166 y 284 mostraron valores significativamente menores respecto
a los individuos 204 y 221 (en ambos, p<0,01). El especimen 166 también presentd valores

significativamente menores respecto al 191 (p<0,05; tabla 3.4; figura 3.6 B).
Los promedios de diametros nucleares de los espermatocitos y espermatidas obtenidos
por animal y por estadio, asi como los correspondientes errores tipicos se indican en las
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Tabla 3.5. Media y error tipico de los diametros nucleares de los espermatocitos por animal y
estadio de maduracion del epitelio seminifero.

Grupo N° Estadios de maduracion del epitelio seminifero
cromosomico animal [ [1-111 v v VI VI Vil
40ST

313 4,65:+0,08 4,98 +0,10 5,21 +0,07 5,70 +0,10 5,56 +0,11 5,62 +0,07 5,88 +0,10
316 4,81:+0,07 5,17 +0,08 5,19+0,07 5,14 +0,06 5,25 +0,10 5,70 +0,08 5,99 + 0,11
317 4,88:+0,07 512+0,09 5,71 +0,09 548 +0,10 5,59 +0,09 5,79 £0,12 5,97 +0,16
318 4,28 +0,08 4,80 +0,07 5,36 +0,10 5,42 +0,07 5,45 +0,06 553 0,10 6,11 + 0,09
319 4,56 0,08 4,60 +0,07 5,22+0,10 5,28 +0,08 5,30 +0,14 5,57 0,07 6,12 + 0,09
HH
194 4,53+0,10 4,74 £0,07 4,86 0,13 5,39+0,08 527 +0,10 5,63 +0,09 5,92 +0,10
224 4,22 0,08 4,94 +0,08 4,82 +0,07 5,08:+0,09 507 0,10 526 +0,07 5,62 0,10
250 4,29 0,08 4,52 +0,07 5,09 +0,07 5,23+0,09 5,32 +0,06 5,58 0,10 5,78 + 0,09
255 4,08 0,06 4,80 +0,07 4,84 +0,08 5,10£0,06 5,13 0,10 527 0,09 5,79 + 0,08
288 4,91 0,12 4,91 +0,07 5,29 +0,09 5,66 +0,11 5,31 :+0,03 5,54 +0,06 6,14 +0,08
HTI-31
189 4,69 +0,07 4,67 £0,07 4,84 0,10 5,23+0,10 5,13+0,10 5,51 +0,10 5,88 + 0,09
195 4,77 +0,09 4,86 £0,08 4,98 0,08 5,10+0,08 543 0,14 524 +0,09 6,09 0,15
218 4,96 £0,17 5,00 +0,08 5,08 +0,07 5,63 +0,10 5,28 +0,07 5,82 0,07 5,81 +0,09
241 4,63 0,09 4,95 0,10 4,95 + 0,08 5,08 +0,06 5,36 0,06 5,70 +0,08 5,56 0,04
279 4,36 0,05 5,09 +0,09 4,96 +0,10 5,34 +0,07 5,26 +0,07 5,73 =0,06 597 +0,10
HTI-39
168 4,41 +0,07 4,90 £0,07 5,04 £0,06 545+0,08 520+0,08 5,85+0,09 575=0,08
335 4,98 £0,06 5,12+0,13 5,54 +0,09 5,73+0,12 5,53+0,13 5,88 +0,09 6,21 +0,10
336 4,73+0,11 4,90 +0,07 5,16 +0,09 5,50 +0,07 5,60 +0,08 5,40 £ 0,09 6,07 +0,10
349 4,76 +0,06 4,67 +0,09 5,26 +0,07 5,06 +0,07 5,46 +0,08 552 +0,05 5,68 +0,10
351 4,78£0,09 4,91 £0,09 5,34 +0,07 556 +0,09 5,70 +0,09 5,51 0,08 5,92 0,09
HTII
166 4,63 +0,10 4,96 £0,09 5,05+0,10 5,45+0,09 542 0,08 5,66 +0,11 5,99 0,09
191 4,60 +0,10 4,77 £0,09 5,46 0,06 4,86+0,08 569 +0,13 594 +0,12 6,09 +0,07
204 4,27 +0,06 4,68 +0,12 5,11 +0,08 5,12+0,10 550 +0,10 593 0,11 5,80 0,08
221 4,56 0,07 4,60 +0,09 4,97 +0,10 5,31:£0,08 5,43 0,08 5,69 0,07 6,19 +0,07
284 4,46 £0,08 5,12 +0,10 5,03 +0,11_5,42:£0,09 5,70 £ 0,08 5,40 +0,09 5,74 0,11

tablas 3.5 y 3.6, respectivamente. Los diametros celulares mostraron diferencias entre
estadios (espermatocitos: F= 18,46, p<0,001; espermatidas: F=4,25, p<0,001). En vista de
los resultados se utilizé la media de tamafo nuclear por estadio y por animal para calcular
las densidades numéricas. La densidad numérica de espermatocitos (NDa) mostré
diferencias significativas entre grupos cromosdmicos y animales (grupos cromosoémicos:
F=4,54, p<0,01; animales: F=15,30, p<0,001; figuras 3.6 C y D, tabla 3.4). La significacién
encontrada entre grupos se debio a los valores significativamente mayores del HTI-31 respecto
al grupo 40ST (p<0,05). Se encontraron diferencias significativas entre animales en todos
los grupos excepto en el grupo HH (40ST: F= 14,64, p<0,001; HTI-31: F=21,80, p<0,001;
HTI-39: F=36,25, p<0,001; HTIII: F=10,54, p<0,001). En el grupo 40ST el individuo 318 presento
valores significativamente mayores que los individuos 313 (p<0,01), 317 (p<0,01) y 319
(p<0,05). En el grupo HTI-31 los animales 218 y 279 mostraron NDa mayores que los 189,
195 y 241 (en todos p<0,01). En el grupo HTI-39 el animal 168 mostr6 los valores de
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Tabla 3.6. Media y error tipico de los diametros nucleares de las espermatidas por animal y estadio
de maduracion del epitelio seminifero.

Grupo N° Estadios de maduracion del epitelio seminifero
cromosomico animal [ 1111 v v Vi Vil Vil
40ST

313 3,58 +0,05 3,38 +0,07 3,61+0,09 3,63=0,07 3,41+0,07 3,54 +0,06 3,39 = 0,06
316 3,37 +0,05 3,47 +0,07 3,60+ 0,07 3,35=0,06 3,42+0,08 3,54 +0,06 3,51 0,07
317 3,57 +0,06 4,02 +0,07 3,58 0,06 3,59=0,08 3,29 +0,06 3,79 +0,07 3,90 = 0,06
318 3,63+0,07 3,80 +0,08 3,72 0,06 3,65=0,08 3,60 0,06 3,65 +0,07 3,69 = 0,06
319 3,28+0,05 3,47 +0,07 3,26 +0,09 3,63+0,08 3,36 +0,06 3,41 +0,08 3,68 = 0,08
HH
194 3,30+0,05 3,57 +0,08 3,37 +0,05 3,64 +0,05 3,51 0,06 3,60=0,09 3,64 +0,07
224 3,20 +0,05 3,50 + 0,09 3,52 +0,07 3,56 +0,06 3,52 0,05 3,69 +0,08 3,43 0,07
250 3,34 +0,06 3,41 +0,05 3,41 +0,08 3,24+0,05 3,76 +0,05 3,66 + 0,08 3,37 + 0,04
255 3,21 +0,07 3,49 +0,07 3,37 +0,06 3,35+0,07 3,49:+0,11 3,44 +0,08 3,54 0,07
288 3,61 +0,06 3,56 +0,12 3,52+ 0,09 3,58 +0,07 3,52 0,05 3,48 +0,06 3,68 0,07
HTI-31
189 3,41+0,05 3,36 +0,06 3,49 +0,06 3,51 +0,05 3,29 +0,06 3,44 0,05 3,39 + 0,04
195 3,72:£0,05 3,70 +0,08 3,62 + 0,07 3,60 +0,07 3,51 =0,06 3,43=0,07 3,47 +0,08
218 3,31 +0,08 3,69 + 0,06 3,46 +0,07 3,71 +0,08 3,61 0,07 3,50 +0,05 3,56 = 0,06
241 3,45+0,06 3,35 +0,07 3,53 +0,06 3,38+0,06 3,25:0,06 3,45 +0,06 3,30 = 0,06
279 3,42 +0,07 3,33 +0,06 3,65+ 0,05 3,34 0,06 3,66 :+0,07 3,56 +0,06 3,34 0,07
HTI-39
168 3,31:+0,06 3,66 +0,06 3,60 + 0,05 3,61+0,06 3,36=0,05 3,41 0,03 3,49 +0,09
335 3,83+0,05 3,60 +0,06 3,78 +0,06 3,91 0,08 3,49 +0,05 3,91 +0,08 3,58 = 0,05
336 3,70 +0,06 3,59 + 0,06 3,74 +0,07 3,66 0,09 3,82 0,06 3,64 +0,08 3,75 = 0,08
349 3,98+0,09 3,84 +0,07 3,80 0,07 3,81 0,06 3,69 +0,06 3,66 + 0,08 3,74 = 0,08
351 3,64+0,06 3,32+0,06 3,62+0,04 3,62=0,06 3,44+0,06 3,63+0,05 3,71 0,07
HTIII
166 3,44 £0,07 3,30 £0,08 3,50 + 0,06 3,45+0,09 3,61=0,03 3,52+0,06 3,53 +0,06
191 3,63+0,05 3,76 +0,07 3,80 + 0,06 3,57 +0,05 3,74 0,07 3,94 0,09 3,52 +0,06
204 3,65+0,06 3,67 +0,06 3,56 +0,05 3,64 0,10 3,40 +0,06 3,61 +0,07 3,55 =0,08
221 3,65+0,05 3,66 + 0,08 3,54 +0,05 3,85+0,06 3,78 0,06 3,71 +0,07 3,75 = 0,06
284 3,90 +0,08 3,69 +0,07 3,72 +0,07 3,68 +0,06 3,57 + 0,05 3,62 + 0,05 3,69 = 0,06

densidades mas elevados del grupo (p<0,01). También se encontraron valores
significativamente mayores en los individuos 336 y 351 respecto al 349 (p<0,01) y en el 351
respecto al 335 (p<0,01). En el grupo HTIII sélo se encontraron valores significativamente

mayores en el ejemplar 166 respecto 204 y 221 (en ambos, p<0,01).

En el estudio de la densidad numérica de las espermatidas se encontraron diferencias
significativas entre grupos y animales (grupos cromosomicos: F=40,45, p<0,001, animales:
F=16,93; p<0,001; figuras 3.6 C y D, tabla 3.4). El andlisis de comparaciones multiples de
Tukey entre grupos mostro diferencias significativas entre el grupo 40ST y el resto (p<0,01:
respecto HH, HTI-31 y HTI-39; p<0,001: respecto HTIIl) y entre el grupo HTIIl y el resto
(p<0,001). Los animales 40ST mostraron las densidades de espermatocitos mas elevadas,
mientras que los individuos HTIII presentaron las mas bajas. No se encontraron diferencias

significativas entre los grupos HH, HTI-31 y HTI-39 (figura 3.6 C). El p-valor significativo
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obtenido entre animales fue debido a diferencias encontradas entre éstos, en todos los
grupos excepto en el HTIII (40ST: F=22,13, p<0,001; HH: F=6,53, p<0,01; HTI-31: F=10,67,
p<0,001; HTI-39: F=44,87, p<0,001). En el grupo 40ST el individuo 318 presento las mayores
densidades numéricas (p<0,001 respecto a 313, 317 y 319; p<0,05 respecto al 316) y el 317
las menores (p<0,05 respecto al 313 y 319; p<0,01 respecto al 316). En el grupo HH el
individuo 288 presentd valores menores respecto a los ejemplares 194 y 250 (p<0,05) y
respecto al 224 (p<0,01). En el grupo HTI-31 los individuos 189 y 241 mostraron valores de
densidades numéricas menores respecto al 218 (p<0,01 y p<0,05, respectivamente) y al
279 (p<0,01). Finalmente entre los especimenes HTI-39, el individuo 349 presentd los menores
valores del grupo (p<0,001 respecto a 168, 336 y 349; p<0,05 respecto a 335). Los individuos
168 y 351 mostraron valores mas elevados que los ejemplares 335 (en ambos, p<0,001) y

336 (p<0,001 y p<0,01, respectivamente).

En el analisis del numero total de espermatocitos (NTa) se obtuvieron diferencias significativas
entre grupos cromosémicos y animales (grupos cromosomicos: F=26,85, p<0,001; animales:
F=40,90, p<0,001; figuras 3.7 Ay B; tabla 3.4). Las pruebas de comparaciones multiples de
Tukey mostraron que el mayor NTa. lo presenté el grupo 40ST (p<0,001). Los individuos HTI-
31 y HTIIl mostraron valores significativamente menores respecto a los grupos 40ST (en
ambos, p<0,001), HH (p<0,05; p<0,001) y HTI-39 (p<0,05, p<0,01). HTI-31 y HTIlI no fueron
significativamente diferentes. A nivel individual se encontraron diferencias en todos los grupos
excepto en el 40ST (HH: F= 37,81, p<0,001; HTI-31: F=89,69, p<0,001; HTI-39: F=41,51,
p<0,001; HTII: F=30,79, p<0,001; figura 3.7 B). En el grupo HH, los ejemplares 194, 224 y
288 presentaron valores significativamente mayores respecto a los individuos 250 y 255.
Todas estas diferencias fueron significativas a un nivel de p<0,001, excepto las existentes
entre los animales 194 y 250 que lo fueron a un p<0,01. El ejemplar 194 también presento
mayor numero de espermatocitos que el 288 (p<0,05). En el grupo HTI-31 el animal 241
presentd el menor niumero de espermatocitos (p<0,001 en todas las comparaciones excepto
en relacion al ejemplar 189, que mostré un p<0,01). Los ejemplares 218 y 279 presentaron
mayor NTa que los individuos 189, 195 y 241 (todas las comparaciones significativas a un
nivel de p<0,001). Entre los ejemplares HTI-39, el 336 fue el que presento los valores mas

elevados del grupo (p<0,001). Finalmente, en el grupo HTIII, los individuos 166 y 284 tuvieron
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Figura 3.7. A y B: numero total de espermatocitos en el testiculo por grupo de heterocigosidad
estructural y por individuo. C y D: numero total de espermatidas en el testiculo por grupos y por
individuo. En todas las graficas esta representada la media y el error tipico multiplicado por dos.

mayor numero de espermatocitos totales respecto a los animales 191, 204 y 221 (en todos

los casos p<0,001).

El numero total de espermatidas (NTB) mostré un patrén similar al de los espermatocitos.
Se encontraron diferencias entre grupos y entre animales (grupo cromosomico: F=186,51,
p<0,001; animales: F=34,57, p<0,001; figuras 3.7 C y D; tabla 3.4). Las diferencias
encontradas a nivel de grupo se debieron a que los ejemplares 40ST presentaron el mayor
numero de espermatidas por testiculo y los HTIII el menor. Entre los grupos con un NTf
intermedio (HH, HTI-31 y HTI-39), los ejemplares HTI-31 mostraron menor niumero de
espermatidas que los de HH y HTI-39. Todas estas diferencias fueron significativas a nivel
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CariTuLO 3

p<0,001. A nivel individual se encontraron diferencias en todos los grupos excepto en 40ST
(HH: F= 39,52, p<0,001; HT-31: F=69,52, p<0,001; HTI-39: F=56,30, p<0,001; HTIII: F=5,78,
p<0,01; figura 3.7 D). En el grupo HH los individuos 194, 224 y 288 presentaron mayor NT3
que los ejemplares 250 y 255 (todas las diferencias significativas a p<0,001). También se
obtuvieron diferencias significativas entre los especimenes 250 y 255, mostrando este ultimo
valores menores (p<0,05). En el grupo HTI-31, los animales 218 y 279 tuvieron mayor nimero
de espermatidas que los ejemplares 189, 195 y 241. El animal 241 presentdé menor NTj
respecto al 195. Todas estas diferencias fueron significativas a nivel de p<0,001. Entre los
ejemplares del grupo HTI-39, el especimen 336 presentd los mayores valores de NTf
(p<0,001). Ademas se obtuvieron diferencias significativas a nivel p<0,001 entre el animal
351 (con NTg mayor) y los ejemplares 168 y 349, y entre los individuos 335 y 349 (p<0,001),
este ultimo con menor NTB. En el grupo HTIII sélo se obtuvieron diferencias significativas
entre el animal 284, que presenté mayor niumero de espermatidas, y los individuos 191 y

204. Estas diferencias fueron significativas a un nivel de p<0,05.

La figura 3.8 muestra los porcentajes de tubulos defectivos obtenidos por grupo cromosoémico
y por animal para el criterio de a:p<1:3. En la tabla 3.4 se muestran los porcentajes de
tubulos por animal y por grupo de a:$<1:3 (%TD<3), a:f<1:2 (%TD<2) y a:f<1:1 (% TD<1).

Se encontraron diferencias entre grupos cromosémicos para %TD<3 (F=8,71; p<0,001).
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Figura 3.8. A: media y error tipico del porcentaje de tubulos defectivos por grupo cromosémico; B:
porcentaje de tubulos defectivos en cada animal estudiado. En ambos casos segun el criterio a:<1:3.
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3.3. ResuLtADOS

Los valores mas bajos pertenecieron a los animales estandar (p<0,05 respecto a HH y HTI-
39; p<0,01 respecto a HTI-31; p<0,001 respecto a HTIII). Entre el resto de grupos no se
encontraron diferencias (tabla 3.4; figura 3.8 A). Respecto a %TD<2 y %TD<1 se observo
que los animales estandar (40ST) y homocigotos para todas las fusiones (HH) presentaron
un bajo porcentaje de tubulos con a:$<1:2, mientras que en los animales heterocigotos,
especialmente los del grupo HTIII, estos porcentajes fueron mas elevados. Tan sélo se

encontraron dos animales, ambos pertenecientes al grupo HTIII, con tubulos que presentaron

un indice a:$<1:1 (tabla 3.4).
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Figura 3.9. Ay B: numero de células de Sertoli (SC) respecto al volumen del epitelio (AC) por grupo
de heterocigosidad estructural y por individuo. C y D: nimero de células de Sertoli respecto al
volumen del tubulo (AT) por grupo de heterocigosidad estructural y por individuo. En todas las graficas
esta representada la media y el error tipico multiplicado por dos.
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3.3.3.2. Estimacion de las densidades de células de Sertoli

En la figura 3.9 estan representados los valores medios del niumero de células de Sertoli
relativo al volumen del epitelio y al volumen del tubulo. En el primer caso se obtuvieron
diferencias significativas entre los grupos y entre animales (grupos cromosoémicos: F=3,82,
p<0,01, animales: F=5,53, p<0,001; figuras 3.9 Ay B, tabla 3.7). Las diferencias entre grupos
cromosomicos se debieron a los valores medios significativamente mayores del grupo HTIII
respecto al 40ST (p<0,05). El p-valor significativo obtenido para el factor animal fue debido a

las diferencias encontradas entre animales en los grupos 40ST (F=9,09; p<0,001), HH

Tabla 3.7. Numero de células de Sertoli (SC) respecto al
volumen del epitelio (AC) y respecto al volumen del tubulo (AT).
En cursiva se indican los valores obtenidos por grupo. Se
muestra la media y el error tipico.

Grupo N° animal n° CS/mm° AC n° CS/mm® AT
cromosomico
40ST
313 15,37 £ 1,53 11,96 + 1,25
316 24,51 + 1,81 19,15+ 1,35
317 14,13 £ 1,15 9,98 + 0,79
318 28,47 + 1,85 24,23 + 1,55
319 21,59 + 1,16 16,77 £ 0,86
Valor grupo 21,38 £ 0,80 16,91 + 0,66
HH
194 28,39 + 1,92 21,96 + 1,58
224 20,64 + 1,20 15,91 £ 0,93
250 29,71 + 1,62 20,60 + 0,95
255 2429 + 1,18 17,84 £ 0,87
288 18,22 + 1,21 13,97 £ 0,90
Valor grupo 24,08 £ 0,72 17,94 £ 0,52
HTI-31
189 21,80 + 1,84 15,52 £ 1,17
195 22,42 + 1,49 16,60 + 1,15
218 20,01 +1,38 16,08 £ 1,13
241 21,27 + 1,10 16,79 £ 0,99
279 21,93 + 1,59 17,28 £ 1,22
Valor grupo 21,39 + 0,66 16,45 + 0,51
HTI-39
168 28,08 + 1,93 23,56 + 1,58
335 17,30 £ 1,27 13,08 £ 0,92
336 21,00 + 1,06 16,00 £ 0,80
349 18,44 £ 0,92 14,72 £ 0,79
351 26,69 + 1,81 20,24 + 1,27
Valor grupo 21,92 £ 0,67 17,17 £ 0,52
HTIN
166 28,78 + 1,90 20,63 + 1,38
191 21,51 +1,35 17,14 £ 0,98
204 25,43 + 1,52 16,51 £ 0,93
221 26,79 + 2,09 18,44 + 1,57
284 21,18 + 1,17 16,00 + 0,88
Valor grupo 24,86 £ 0,76 17,79 £ 0,53
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3.3. ResuLTADOS

(F=6,80; p<0,001) y HTI-39 (F=7,67; p<0,001). En el grupo 40ST, el animal 318 mostro valores
significativamente mayores que el 313y el 317 (p<0,01); en el grupo HH el animal 288 mostrd
valores significativamente menores que el 194 (p<0,05) y 250 (p<0,01); en el grupo HTI-39,
los animales 168 y 351 mostraron valores significativamente mayores que 335y 349 (p<0,05).
El numero de células de Sertoli relativo al volumen del tubulo no mostré diferencias
significativas entre grupos cromosdmicos pero si entre los animales (F=6,25; p<0,001; figuras
3.9 Cy D; tabla 3.7). Estas diferencias entre individuos se encontraron en los grupos 40ST
(F=18,91; p<0,001), HH (F=5,08;p<0,01) y HTI-39 (F=9,62; p<0,001). En el grupo 40ST el
individuo 318 mostrd valores mas elevados que el 313, 317 (en ambos, p<0,001) y 319
(P<0,05). El animal 316 también mostré valores significativamente mayores que el 317
(p<0,05). En el grupo HH el especimen 288 presentd valores inferiores al 194 (p<0,05). En el
grupo HTI-39 el individuo 168 mostré valores mas elevados que los ejemplares 335 (p<0,01),

336 (p<0,05) y 349 (p<0,01) y el animal 351 mayores respecto al 335 (p<0,05).

3.3.3.3. Medidas relacionadas con la seccion de los tubulos seminiferos

El andlisis de la densidad de volumen para el epitelio mostré diferencias significativas entre
grupos y animales (grupos cromosoémicos: F=20,12, p<0,001; animales: F=7,55; p<0,001;
figura 3.10, tabla 3.8). Los grupos HH y HTIII presentaron una proporcion de epitelio menor

respecto a los grupos 40ST (p<0,05; p<0,001), HTI-31 (p<0,01; p<0,001) y HTI-39 (p<0,001).
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Figura 3.10. Porcentaje de la seccién tubular ocupada por el epitelio seminifero, calculado por
grupos de heterocigosidad estructural (A) y por individuo (B). En todas las gréficas esté representada
la media y el error tipico multiplicado por dos.
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Tabla 3.8. Proporcion de la seccion del tubulo ocupado por la luz
y diametros tubulares. En cursiva se indican los valores obtenidos
por grupo. Se muestra la media y el error tipico.

Grupo N¢ animal % de seccion tubular  diametro tubular
cromosomico ocupada por el epitelio (um)
40ST
313 72,52 +1,11 159,02 + 4,47
316 74,60 + 1,45 132,76 + 2,44
317 70,66 = 1,05 170,19 + 4,38
318 81,66 + 1,12 146,26 + 3,31
319 74,49 + 0,95 155,38 + 4,44
Valor grupo 75,22 + 0,59 152,67 + 2,01
HH
194 69,05 + 1,41 141,07 £ 4,43
224 71,82 1,17 156,82 + 4,81
250 67,18 = 1,59 143,73 £ 2,76
255 70,07 + 1,06 145,50 + 3,84
288 75,96 + 1,43 145,17 + 5,31
Valor grupo 70,81 + 0,63 146,62 + 1,99
HTI-31
189 71,30 = 1,28 156,45 + 4,06
195 71,35 1,47 149,41 = 4,21
218 78,31 +1,25 139,35 + 3,25
241 70,61 1,58 162,92 + 4,70
279 80,85 + 1,45 125,42 + 2,56
Valor grupo 74,94 + 0,71 145,45 + 1,92
HTI-39
168 78,51 +1,32 129,91 + 3,96
335 71,27 +1,18 165,36 = 4,11
336 74,87 +1,02 150,67 + 2,68
349 76,97 + 0,96 143,24 + 2,46
351 77,13 1,25 136,74 + 2,62
Valor grupo 75,97 + 0,53 144,57 + 1,50
HTHI
166 68,04 + 1,74 127,90 + 4,50
191 76,60 + 1,58 142,86 + 5,13
204 63,08 = 1,02 149,82 + 3,89
221 65,79 +1,74 156,53 + 5,69
284 71,69 +1,16 142,23 + 3,32
Valor grupo 68,91 + 0,73 143,01 + 2,09

En la figura 3.10 A estan representadas las medias de la proporcién de la superficie tubular
ocupada por el epitelio, para cada uno de los grupos cromosémicos. Se encontraron
diferencias entre animales en todos los grupos (40ST: F=6,88, p<0,001; HH: F=4,76, p<0,01;
HTI-31: F=12,2, p<0,001; HTI-39: F=3,74; p<0,05; HTIII: F=9,96, p<0,001; figura 3.10 B). En
el grupo 40ST, el animal 318 mostro valores mayores que los individuos 313 (p<0,05) y 317
(p<0,001). En el grupo HH el animal 288 mostro valores mas altos que el individuo 250
(p<0,05). En el grupo HTI-31 los animales 218 y 279 mostraron valores mayores que los
animales 189 (p<0,05; p<0,001), 195 (p<0,05; p<0,01) y 241 (p<0,05; p<0,001). En la figura
3.11 (A 'y B) se puede apreciar la proporcién de superficie del tubulo ocupada por el epitelio
en un animal perteneciente al grupo 40ST y en otro correspondiente al grupo HTIII.
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Figura 3.11. Ay B: secciones histolégicas de los tubulos seminiferos (100x) correspondiente a los
individuos 313 (40ST) y 166 (HTIII), respectivamente. C: espermatida binucleada (1000x) observada
en la seccién de un tubulo seminifero en estadio VI, perteneciente al animal 224 (HH). D: simplasto
(1000x) observado en la seccion de un tubulo seminifero en estadio V, correspondiente al animal
284 (HTIIIN). E: célula apoptética (400x) encontrada en un tibulo seminifero en estadio II-1ll del individuo
218 (HTI-31). F: célula apoptética (400x) encontrada en un tubulo seminifero en estadio VI del
individuo 166 (HTIII). Las secciones han sido tefiidas con la técnica del P.A.S. y contrastadas con
hematoxilina.
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Figura 3.12. Valores de los diametros tubulares por grupos de heterocigosidad estructural (A) y por
individuo (B). En todas las gréficas esta representada la media y el error tipico multiplicado por dos.

Los valores medios del diametro menor de la seccion tubular fueron significativamente
diferentes entre los grupos y entre animales (grupos cromosémicos: F=4,54, p<0,01;
animales: F=10,28, p<0,001; figura 3.12, tabla 3.8). El grupo 40ST mostr6 valores
significativamente mayores respecto al HTI-39 y HTIII (p<0,05). Todos los grupos, excepto el
HH, presentaron diferencias entre animales (40ST: F=10,39, p<0,001; HTI-31: F=16,84,
p<0,001; HTI-39: F=12,93, p<0,001; HTIIl: F=7,76, p<0,001; figura 3.12 B). En el grupo 40ST
el individuo 316 mostrod valores significativamente menores que los animales 313 (p<0,01),
317 (p<0,001) y 319 (P<0,05). El animal 317 presentd valores mayores respecto al 318
(p<0,05). En el grupo HTI-31, el animal 279 mostrd valores menores respecto a los
especimenes 189 (p<0,001), 195 (p<0,01) y 241 (p<0,001), y el animal 218 pesentd valores
mayores que el 241 (p<0,01). En el grupo HTI-39 el animal 335 presentd valores mayores
respecto a 168 (p<0,001), 359 (p<0,01) y 351 (p<0,01). El animal 336 también mostré valores
mayores que el 168 (p<0,01). En el grupo HTIII el animal 166 tuvo valores significativamente

menores respecto a 204 (p<0,01) y 221 (p<0,001).

3.4. DISCUSION

Los resultados obtenidos sobre muerte de células germinales y de parametros relacionados
con la actividad espermatica, como tamano de tubulos seminiferos y nimero de células de
Sertoli, contribuyen a incrementar la informacion de la que se dispone sobre los efectos de
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las translocaciones Robertsonianas en la fertilidad de los machos de M. domesticus en
poblaciones naturales. Puesto que el estudio de proporciones celulares es una forma efectiva
de cuantificar la muerte celular (Russell & Clermont, 1977; Russell et al., 1987), las principales
conclusiones aqui obtenidas se han basado en el nUmero de espermatidas producidas por
espermatocito. Estos resultados, junto con los datos relacionados con la actividad
espermatica, apuntan hacia una reduccién en la produccion de espermatozoides en los
animales con fusiones Robertsonianas, principalmente en aquellos con tres fusiones
independientes en heterocigosis. Sin embargo, los efectos sobre la fertilidad de las
translocaciones aqui analizadas no fueron tan drasticos como los obtenidos por otros autores
en estudios en los que los animales examinados tenian mayor numero de fusiones en
heterocigosis o éstas presentaban homologia monobranquial (Redi et al., 1985; Hauffe &
Searle, 1998; Eaker et al., 2001; Wallace et al., 2002). No es esperable que las diferencias
encontradas entre grupos se deban a la estacionalidad, puesto que la especie estudiada es

comensal y presenta actividad reproductora durante todo el afio (Lopez-Fuster, 1978).

En primer lugar cabe esperar que no exista un paro o un retraso en el proceso
espermatogénico, debido a la presencia de fusiones Robertsonianas, en los ejemplares del
presente estudio, puesto que no se encontraron diferencias en las frecuencias de los estadios
de la espermatogénesis entre los grupos de heterocigosidad estructural, ni entre éstos y las
cepas de ratones de laboratorio analizadas por otros autores (Clermont & Trott, 1969). Estos
resultados difieren de los encontrados por Redi et al. (1985) o por Eaker et al. (2001). En
ambos estudios se detectd un retraso en el proceso de la espermatogénesis a nivel del
estadio XII, acompafado de aumento de células apoptoéticas en dicho estadio, lo que sugiriod
la pérdida de espermatocitos durante la meiosis I. La diferencia entre los resultados aqui
obtenidos y los correspondientes a dichos estudios es muy probable que se deban al tipo y
al numero de fusiones que presentaron los animales. Mientras que en nuestro estudio se
analiz6 la espermatogénesis en individuos con un maximo de tres fusiones Robertsonianas,
en el realizado por Eaker et al. (2001) los ejemplares eran heterocigotos estructurales para
cuatro translocaciones. Por otra parte, Redi et al. (1985) centraron sus investigaciones en la
reproduccion de individuos con dos o mas fusiones con homologia monobranquial. Un

incremento en el numero de fusiones en heterocigosis independientes y, sobre todo, la
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presencia de fusiones con homologia monobranquial pueden tener efectos drasticos en el
transcurso de la espermatogénesis (Hauffe & Searle, 1998). También se debe tener presente
que el ciclo de maduracién del epitelio seminifero es un proceso continuo y sus estadios son
porciones de dicho continuo cuya identificacién puede variar de un investigador a otro. La
duracion relativa de los estadios del ciclo también puede variar de una cepa a otra. En el
presente estudio la duracion relativa de cada estadio correspondié al promedio entre los
animales de cada grupo (n=5) y se observé que las desviaciones estandar obtenidas fueron
altas (tabla 3.3). Asi, en caso de existir diferencias s6lo se podrian haber identificado si
éstas fueran muy importantes. Otro factor a tener en cuenta es que los animales aqui
utilizados provienen del medio natural, a diferencia de los analizados por Eaker et al. (2001)
y Redi et al. (1985). Cabe esperar que la varianza dentro de grupo sea mayor en animales
procedentes de poblaciones naturales que en animales de laboratorio, puesto que en estos
utimos las condiciones de desarrollo se realizan bajo temperatura y humedad ambiental
controladas, y no estan sometidos a factores externos fluctuantes como sucede en

condiciones naturales.

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los diversos grupos de
heterocigosidad para las variables relacionadas con el tamano testicular, pero se observo
una tendencia de éstas a presentar valores mayores en los ejemplares estandar. Se aprecio
una amplia variabilidad dentro de los grupos, mostrando los individuos estandar los valores
mas homogéneos. Esta variabilidad no parecio relacionarse con el tamafio e, indirectamente,
con la edad del individuo, puesto que animales de similar talla presentaron pesos testiculares
diversos. Cabe destacar los pesos testiculares y tamanos corporales pequefios de los
ejemplares 250 y 255. Esto podria hacer pensar que se trate de animales juveniles en los
que el testiculo no ha alcanzado su estado adulto. Sin embargo, otros ejemplares analizados
con medidas corporales similares (284 del grupo HTIl y 279 del grupo HTI-31) mostraron
pesos testiculares bastante superiores. Ademas la longitud de la vesicula seminal de todos
los animales estudiados fue mayor de 4,5 mm, valor a partir del cual M. domesticus se
pueden considerar adulto (Lépez-Fuster, 1978). Estos datos en su conjunto sugieren que
todos los animales seleccionados para el estudio eran adultos y perfectamente comparables

entre si. Otros autores si encontraron diferencias, en las masas testiculares, entre animales
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estandar y ejemplares con fusiones Robertsoninas. Asi, los datos presentados por Wallace
et al. (1992) muestran pesos testiculares mayores en animales con 2n=40 cromosomas
que en homocigotos Robertsonianos procedentes de poblaciones naturales. Nada comentan
estos autores acerca de las diferencias entre los animales estandar y los heterocigotos
estructurales respecto a esta variable (Wallace et al., 1992). También Hauffe & Searle (1998)
hallan masas testiculares y vesiculares mas elevadas en los animales estandar que en el
resto de grupos Robertsonianos. Cabe destacar que estos animales con reduccion
cromosomica corresponden a dos razas Robertsonianas de 2n=24 y 2n=26, y a hibridos de
estas razas, o entre éstas y la estandar. Estos hibridos corresponden a ejemplares
heterocigotos multiples independientes para 7 y 8 fusiones y heterocigotos multiples
dependientes para tres fusiones con lo que es de esperar que el tamafio gonadal y la reduccién

en fertilidad encontrada por estos autores fuese mas acusada.

En el presente estudio, a pesar de que los pesos testiculares no variaron substancialmente
entre grupos, ni tampoco el tamafo de las vesiculas seminales, si que se detectaron
diferencias a nivel de los diametros de las secciones tubulares. Existe una relacién positiva
entre el diametro tubular y la actividad espermatogénica de los testiculos (Sinha Hikim et al.,
1989). La medida del diametro tubular se considera algo mas indicativa que la masa testicular
para discriminar entre diferentes niveles de alteraciones espermatogénicas (Russel et al.,
1990a). Para esta variable los valores mas elevados correspondieron al grupo 40ST, aunque
las diferencias encontradas fueron significativas solo entre este grupo y los ejemplares HTI-
39 y HTIII. Se obtuvo también una gran variabilidad individual. Si bien en algunos grupos
aparecieron animales con valores elevados similares a los encontrados en el grupo 40ST
(ejemplares 241 del grupo HTI-31 y 336 del grupo HTI-39), en éste predominaron los tubulos
con un diametro superior a 150 um, mientras que en el resto de grupos los tubulos mas
frecuentes fueron de tamano inferior. Asi, cabe esperar una mayor actividad

espermatogenética en los animales estandar.

Normalmente existe una correlacion entre el peso de los testiculos y el nimero de células
germinales (Searle & Beechey, 1974; Meistrich, 1982; Sinha Hikim et al., 1989). Aunque las

diferencias entre los tamafnos testiculares de los diversos grupos no fueron evidentes, se
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obtuvieron diferencias en la poblacién celular de los tubulos seminiferos a dos niveles, entre
grupos de heterocigosidad estructural y entre individuos. Se observé que los animales con
translocaciones Robertsonianas presentaron mayor desviacion del inidice a:p respecto a la
proporcién esperada 1:4, en especial aquellos ejemplares con fusiones multiples en
heterocigosis (HTIII). La reduccion del indice a:p en los grupos HH, HTI-31, HTI-39 y
especialmente en HTIII indicé una disminucion en nimero de la poblacién de espermatidas.
El descenso de la proporcién de espermatidas respecto a espermatocitos no fue homogéneo
en todos los tubulos, tal y como se pudo comprobar al estudiar el porcentaje de tubulos
defectivos. Mientras que entre los animales del grupo estandar el porcentaje de tubulos
defectivos con a:p<1:3 apenas superaba el 40%, en el resto de grupos este porcentaje vario
entre el 39% y el 95%. El mayor porcentaje de tubulos defectivos con a:<1:2 lo presentaron
los individuos HTIII, y sélo en este grupo se encontraron animales con un indice a:<1:1.
Tampoco existid homogeneidad entre los valores obtenidos para los animales de un mismo
grupo (véase mas abajo). En la figura 3.11 (C-F) se pueden observar evidencias de esta

degeneracion celular.

Los valores de muerte celular encontrados en la presente investigacion difieren ligeramente
de los obtenidos por otros autores en poblaciones salvajes. Respecto a los resultados
obtenidos en este estudio, Wallace et al. (1992) encontraron valores menores de muerte
celular (GCD) tanto en los animales estandar (7%-17,5%, media=11,5+2,04, n=3) como en
los homocigotos estructurales (13,75%-30,5%, media=21,32+2,65, n=7), y similares en los
heterocigotos estructurales simples y multiples con dos fusiones independientes en
heterocigosis (15%-57%, media=33,33+5,63, n=6); no obstante, solo detectaron diferencias
significativas entre los animales homocigotos, en los que incluyen los animales estandar, y
los heterocigotos. Los resultados presentados por Hauffe & Searle (1998) mostraron un
valor medio de GCD para heterocigotos simples procedentes de una zona hibrida natural
menor que el obtenido en el presente estudio (15,5%-39%, media=25,51+3,38, n=6). Los
valores que obtuvieron de GCD para los animales estandar fue similar al encontrado para
los heterocigotos simples (25,812,5, n=4). Everett & Searle (1990) encontraron mayor GCD,
comprendida entre 45,2 y 36,4 %, en heterocigotos u homocigotos para una fusién. Pero

estos animales procedian de la introduccion de las translocaciones en una cepa de laboratorio,
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con lo que estos elevados valores de GCD podrian ser el resultado de incompatibilidad entre
contextos genéticos. Los valores obtenidos aqui para HTIII son ligeramente mas elevados
que los encontrados para individuos con cuatro fusiones en heterocigosis simple
descendientes de cruces en cautividad entre animales procedentes de Migiono (ltalia) y
Ribigill (Escocia; 37,91%-33,31%, media=35,61+2,3, n=2; Wallace et al., 2002), aunque cabria
esperar que, en estos ultimos individuos, los valores de GCD fueran mas elevados debido al
mayor numero de fusiones en heterocigosis y a la existencia de incompatibilidad entre
contextos genéticos dada la distancia geografica. Estas discrepancias entre los resultados
de GCD obtenidos por diversos autores pueden reflejar que no soélo el niumero de fusiones
en heterocigosis esta influenciando la reduccion de la fertilidad, sino también el tipo de fusion
implicada y el contexto genético. Aun asi, tanto los resultados expuestos en el presente
capitulo, como los publicados por otros autores, abogan por una reduccién en la produccion

de espermatidas cuando aumenta el numero de fusiones en heterocigosis.

No sélo se vio afectada la produccion de espermatidas en animales que presentaban
translocaciones Robertsonianas. Si bien las densidades numéricas de espermatocitos no
mostraron grandes diferencias entre grupos, el numero de espermatocitos totales en el
testiculo parecié reducirse en los ejemplares con translocaciones Robertsonianas debido a
que, en general, estos animales presentaban volumenes de testiculo menores. Estos valores
siguieron el mismo patrén que el del B:a, presentado los valores mas elevados el grupo
40ST, los mas bajos el grupo HTIII y valores intermedios los grupos HH, HTI-31 y HTI-39.
Esto sugiere que en los grupos con polimorfismo Robertsoniano se esta produciendo pérdida
celular en una fase anterior a la primera division meidtica, ya sea a nivel de los espermatocitos
primarios o en estadios anteriores a la formacién de éstos, como por ejemplo en las divisiones
mitéticas que mantienen la poblacion de espermatogonias o en aquellas que dan lugar a la
formacion de los espermatocitos. Los espermatocitos primarios de los heterocigotos
estructurales presentan alteraciones en la regulacién de las actividades enzimaticas (Hotta
& Chandley, 1982), diferencias cualitativas en los patrones proteicos (Forejt, 1982) y mayor
duracion de la profase | (Redi et al., 1985). Muy probablemente estén implicados checkpoints
para controlar, por una parte, la compleja maquinaria bioquimica y génica que actua durante

la profase |y, por otra, el correcto apareamiento de los cromosomas homadlogos, siendo
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estos checkpoints capaces de eliminar por apoptosis aquellas células que presenten errores
durante esta fase meidtica (Odorisio et al., 1998; Handel et al., 1999; Garagna et al., 2001).
Por otro lado, resultados obtenidos por Redi et al. (1985) muestran que se produce una
disminucion de la poblacion de espermatogonias proliferativas en animales con dos
cromosomas Robertsonianos que presentan homologia de uno de los brazos, aunque este
decremento queda amortiguado por un aumento del numero de espermatogonias proliferativas
que entran en la fase de diferenciacion (Redi et al., 1983). Los resultados obtenidos en la
presente investigacion sugieren que el aumento en el nUmero de espermatogonias que entran
en la fase de diferenciacién no es suficiente para alcanzar una poblacion de espermatocitos
de densidad similar a la que presentan los individuos “normales”, considerando como tales
los ejemplares de cariotipo estandar. Aunque el numero de células espermatogénicas es
mayor en los animales 40ST debido a su mayor masa testicular, esto no quedo reflejado
cuando se compararon los pesos testiculares. Observando los resultados por individuo
relativos al numero total de espermatidas y espermatocitos, se pudo apreciar que algunos
ejemplares con mayor muerte de espermatidas que los estandar presentaban numeros
elevados de espermatocitos, que en ocasiones superaban al obtenido en los animales
pertenecientes al grupo 40ST. Cabe destacar los ejemplares con menor indice B:a (166 y
284) que presentaron los mayores numeros de espermatocitos de su grupo (HTIII). Quizas
en estos individuos entran un mayor numero de espermatogonias proliferativas en estado
diferenciacion con la finalidad de amortiguar la muerte celular que se produce durante la

meiosis.

El numero de células de Sertoli determina el tamano testicular y la capacidad para producir
espermatozoides, asi como el control de la entrada en la meiosis (Orth et al., 1988; Russel
et al.,1990b; Mackay, 2000). En el presente estudio, las densidades de estas células no
parecieron verse modificadas entre grupos. Aunque si se obtuvieron valores mayores en los
grupos HTIll y HH del numero de células de Sertoli en funcion del volumen celular, estas
diferencias desaparecieron cuando esta densidad se calculé relativa al volumen total de la
seccién tubular. Seguramente estas diferencias fueron consecuencia, en parte, de la
disminucion de la poblacion de espermatidas y espermatocitos. Ademas se debe tener en

cuenta la amplia variabilidad individual obtenida en el nimero de células de Sertoli relativo al
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3.4. Discusion

volumen del epitelio, la cual puede estar jugando un papel importante en las diferencias y
similitudes obtenidas entre grupos, pudiendo ser en algun caso resultado del azar. Asi cabe
suponer que el numero de células de Sertoli no se ve afectado por la presencia de fusiones.
Estos resultados, junto con los obtenidos por Redi et al. (1985), sobre el numero de células
de Sertoli en animales con fusiones Robertsonianas con homologia monobranquial, o los
mostrados por este mismo autor sobre el compartimento extratubular en estos animales
(Redi et al., 1983), parecen indicar una substancial viabilidad de las células somaticas de

los individuos portadores de estas translocaciones.

El conjunto de los resultados muestra en general una mayor muerte celular, en la linea de
células germinales, en los ejemplares con fusiones Robertsonianas, especialmente cuando
mas de una translocacion esta presente en heterocigosis estructural. No obstante parece
qgue no sélo la heterocigosidad estructural juega un papel importante en la reduccion de
células germinales. Animales homocigotos para todas las fusiones (HH) presentan valores
mas altos de GCD que los 40ST. Se ha de tener en cuenta que aun siendo homocigotos,
estos animales no pertenecen a ninguna raza cromosomica sino que descienden de cruces
entre animales con fusiones Robertsonianas. Esta fertilidad diferencial tanto entre animales
estandar y homocigotos estructurales, como entre heterocigotos simples y multiples, junto
con la gran variabilidad individual hallada, sugiere que la disminucion de células germinales
se debe a un efecto combinado de varios factores: numero de fusiones en heterocigosis,
tipo de cromosomas implicados en la fusion y heterocigosidad génica. De entre estos factores,
histéricamente se ha dado mas importancia al nimero de fusiones debido a su efecto sobre
los procesos de no disyuncion meidtica y apareamiento defectivo de los cromosomas en la
sinapsis (Gropp et al., 1982b; Miklos, 1974; Wallace et al., 1992), pero no se deben ignorar el
resto, cuya importancia no es despreciable. A nivel individual, los indicios mas claros de
esto los encontramos en los grupos 40ST, HTI-31 o los HTIII. En principio cabe esperar que
los ejemplares que componen el grupo estandar sean muy proximos genéticamente, debido
a que todos ellos proceden de una misma poblacién. Es en este grupo donde se encontraron
valores mas homogéneos entre individuos respecto al niumero de células germinales totales
y en el indice de muerte celular. Sin embargo, en los grupos HTI-31 y HTIIl, donde existe

mayor heterogeneidad tanto en la procedencia de los individuos como en la composicion
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cromosomica, se encuentran diferencias a nivel individual. En el grupo HTIII se hallaron los
valores del indice B:a mas bajos del total de la muestra analizada, que correspondieron a los
individuos 166 y 284. Cabe destacar el elevado porcentaje de tubulos defectivos de ambos
ejemplares, sobre todo para los criterios de a:$<1:3 y a:$<1:2. El individuo 166 presentaba
un cariotipo de 2n=37 con tres fusiones en heterocigosis, siendo muy probable que
procediese de retrocruzamientos repetidos entre animales estandar y especimenes con
alguna de estas fusiones, en homocigosis o heterocigosis, introduciendo de esta forma
fusiones Robertsonianas en el contexto genético de las poblaciones estandar. Esta hibridacion
a nivel genético es la explicacion que Everett et al., (1996) dan a los altos valores de no
disyuncion meiotica encontrados en heterocigotos simples. Evidencias de esto también se
encuentran en estudios que muestran que cepas de laboratorio con cromosomas
Robertsonianos, introducidos mediante cruzamientos con animales procedentes de
poblaciones naturales, presentan frecuencias de mala segregaciéon mas elevadas que cepas
de laboratorio en las que los cromosomas Robertsonianos han aparecido espontaneamente,
lo que sugiere que el contexto genético es una variable a tener en cuenta en analisis de
fertilidad en poblaciones Robertsonianas (Winking, 1980; Gropp & Winking, 1981; Winking
et al., 2000). Sin embargo, los ejemplares aqui estudiados con una fusion en heterocigosis
presentaban menor muerte celular que los HTIII, con lo que cabe pensar que ademas de la
hibridacion génica, el numero de fusiones en heterocigosis sea un factor adicional. El 284
fue el ejemplar con el numero cromosémico mas bajo de todos los analizados y presentd la
fusion Rb(7.17) en heterocigosis. Esta mutacién, como ya se comentd en el capitulo 2, es la
que tiene una extension geografica mas limitada y tan so6lo ha sido encontrada en una ocasion
en estado homocigoto (n°302, La Granada). Es posible que la presencia de esta translocacion
tenga efectos deletéreos sobre la fertilidad, pero son necesarios mas estudios para poder
afirmar esta hipotesis. Por otra parte, el individuo 195 del grupo HTI-31 mostré un valor B:a
elevado, similar a los presentados por los animales estandar. Este animal presenta la fusion
Rb(9.11) en heterocigosis, mientras que el resto de componentes del grupo presentan las
fusiones Rb(3.8) 0 Rb(6.10), de distribucidon mas restringida dentro de la zona de polimorfismo
Robertsoniano de Barcelona. Diversos estudios sugieren que diferente composicion de
cromosomas metacéntricos pueden dar lugar a diferentes frecuencias de no disyuncion

meidtica (Cattanach & Moseley, 1973; Cattanach, 1978; Rizzoni & Spirito, 1998). Se ha de
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tener en cuenta que existen una serie de genes implicados en la espermatogénesis que se
encuentran ubicados en algunos de los cromosomas que forman las translocaciones
Robertsonianas identificadas en la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona: Daz/
en el cromosoma 17, HR6B en el cromosoma 11, Bmp8b en el cromosoma 4, Dhh en el
cromosoma 15, Hsp70-2 en el cromosoma 12, Pms2 en el cromosoma 5, y Mlh1, ATM y
ATRen el cromosoma 9 (Baker et al., 1995; Baker et al., 1996; Bitgood et al., 1996; Dix et al.,
1996; Keegan et al., 1996; Roest et al., 1996; Xu et al., 1996; Zao et al., 1996; Ruggiu, et al.,
1997; Cooke et al., 1998). Mutaciones espontaneas de estos genes se pueden acumular en
los cromosomas Robertsonianos y no dispersarse en la poblacion debido a la supresion de
la recombinacion en las zonas implicadas en la fusidon de los cromosomas (Davisson &
Akeson, 1993; Dumas & Britton-Davidian, 2002). Asi, también se debe tener presente que
las translocaciones Robertsonianas podrian favorecer la acumulacion de mutaciones
deletéreas en estos genes, afectando la fertilidad de los individuos. Por otra parte, estudios
de la sinapsis en heterocigotos simples muestran que al menos en una cuarta parte de los
espermatocitos se da una asociacion entre la configuracién trivalente de la translocacion y
el bivalente XY (Mahadevaiah et al., 1990), afectando negativamente en la supervivencia del
espermatocito (Forejt, 1974, 1979; Forejt & Gregorova, 1977). Cabe esperar que a mayor
numero de configuraciones trivalentes en el espermatocito haya mayor probabilidad de una
asociacion con el bivalente XY, pudiendo ser ésta otra de las causas de la reduccion de
fertilidad encontrada en los HTIII. De todas formas se necesitan estudios exhaustivos de la
meiosis en los heterocigotos multiples de la zona de polimorfismo Robertsoniano Barcelona

para poder confirmar esta hipdtesis.

El conjunto de los resultados aqui expuestos sugiere que la presencia de fusiones
Robertsonianas en heterocigosis en la zona polimoérfica Barcelona tiene efectos sobre la
fertilidad aumentando la GCD, aunque no se han encontrado animales estériles. Aun asi, no
se ha realizado ningun estudio, en los animales de esta zona, del porcentaje de
espermatozoides aptos para la fecundacion, ni de las posibles perdidas de embriones en
los apareamientos de animales con fusiones. Algunas investigaciones muestran que no hay

evidencia alguna de seleccion en contra de los espermatozoides aneuploides durante la
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espermiogénesis y la fecundacion (Cattanach & Moseley, 1973; Epstein et al., 1979; Marchetti
et al., 1999), produciéndose pérdidas de embriones. Si esto sucediera en los animales con
cromosomas Robertsonianos de la zona de polimorfismo de Barcelona, los efectos de estas
mutaciones sobre la fertilidad se verian incrementados. Aun asi la desventaja en la fertilidad
de los heterocigotos por si sola no es suficiente para eliminar estas mutaciones de las
poblaciones, lo que permite su acumulacion y su expansion, dando lugar a una gran superficie

geografica ocupada por poblaciones Robertsonianas polimérficas.
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