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RESUMEN

La neurogénesis adulta es un proceso de plasticidad del sistema nervioso
conservado en todos los vertebrados e invertebrados. Esta plasticidad confiere
diferentes capacidades de crecimiento, auto-reparacion y respuesta a necesidades

del sistema.

El conocimiento de los diferentes sitios donde esta ocurre, conlleva a comprender los
mecanismos que involucran la neurogénesis adulta. Estos sitios denominados nichos
neurogénicos también presentan caracteristicas conservadas y propias dependiendo
de la especie. La comparacion en la diversidad de modelos biolégicos nos aporta
una vision mas amplia de la neurogénesis y nos proporciona diferentes herramientas

para su mejor comprension.

Las particularidades que ofrece nuestro modelo biologico Austrolebias charrua, un
pez anual con una importante actividad neurogénica, en todo su ciclo de vida, nos
brinda la posibilidad de analizar los sitios neurogénicos con diferentes herramientas

metodoldgicas en periodos de tiempo trascendentes dada la corta vida del animal.

El trabajo de Investigacion realizado en esta Tesis, a través de la aplicacion de
diferentes marcadores de proliferacién celular analogos a la Timidina, junto con
técnicas de histologia clasicas; inmunohistoquimica, microscopia electronica de
transmision (MET) y de barrido (MEB), revelaron aportes significativos referentes a
las capacidades neurogenicas en el Bulbo olfatorio (BO) del pez y su fuerte

vinculacién con el Sistema visual.

1) Se demostré la existencia de tres regiones neurogénicas con caracteristicas
propias en la pared ventricular del telencéfalo a nivel del BO a diferencia de los
descritos en los mamiferos.

2) La composicion celular y el ritmo de proliferacion de los nichos es diferente en
cada uno de ellos.

3) Las glias radiales ofician de progenitoras fundamentales en la zona de
transicion entre el BO y los Lébulos telencefalicos (Regién neurogénica 1). Existen al
menos dos tipos de glias radiales diferenciables por MET y por Inmunohistoquimica.

Estas glias se encuentran conectadas por uniones tipo “Gap”.



4) El analisis de la pared ventricular por MEB mostr6 que solo se observan
células monociliadas, provistas de dos tipos de cilios largos o cortos dependiendo de
la region.

5) En la pared ventricular de la Region neurogénica 2 existe una poblacion
estable de células madre, alrededor de un 10%, que se repite en otras zonas
ventriculares del cerebro adulto.

6) Los nichos de la zona dorsal (Region neurogénica 1) y ventral (Region
neurogénica 3) son sitios donde existen migraciones hacia diferentes regiones. Por
lo que se deduce que tienen diferentes propositos funcionales.

7) En la region ventral, la migracion ocurre hacia la zona rostral del BO, recorrido
similar a la banda migratoria rostral descrita en mamiferos y en pez Cebra.

8) La aplicacion de trazadores neuronales desde la retina nos muestra la
existencia de una conexion proveniente del par craneal 0 que vincula ambos
sistemas sensoriales y que se origina de un grupo neuronal importante localizado en
la porcidon rostral coincidente con la region transicional entre el BO y los Lobulos

telencefalicos (Region neurogénica 1).

De esta Tesis surgieron tres publicaciones en revistas arbitradas, dos de ellas con

primera autoria y un Capitulo de libro que se adjuntan en la seccion Anexos.
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ORGANIZACION Y CONTENIDO

En esta Tesis se demuestra la existencia de tres nichos neurogénicos intrinsecos en

el Bulbo olfatorio de Austrolebias charrua. Cada nicho neurogénico presenta

caracteristicas propias que probablemente sirvan a distintos propaésitos funcionales.

La actividad neurogénica olfativa no trabaja sola, seguramente esta modulada por la

informacién visual mediante la existencia de la via olfacto-retinal, demostrada

mediante la aplicacién de trazadores neuronales.

Tomando como base los datos obtenidos durante el desarrollo de la investigacion,

organizamos la Tesis en siete secciones fundamentales:

)

)

1D

V)

V)

Vi)

il

Introduccion, en la que se exponen antecedentes del tema, las preguntas que
nos condujeron a generar nuestras hipétesis y los objetivos generales y

especificos.

Estrategia de Investigacion, en esta seccion se detallan las metodologias

utilizadas para lograr cada objetivo planteado.

Capitulo 1 se presenta la eleccion del modelo biolégico y las particularidades
del ciclo de vida. También se describe brevemente la anatomia general del
cerebro de los peces del género Austrolebias, haciendo énfasis en el sistema

olfatorio.

Capitulo 2 en el que se describe la citoarquitectura del Bulbo olfatorio con
diferentes abordajes experimentales, la dinAmica de la proliferacion celular y la

neurogénesis.

Capitulo 3 donde se exponen los experimentos que demuestran la via olfacto-

retinal como parte del sistema del Nervio terminal en A. charrua y A. affinis.
Conclusiones y perspectivas de futuro desarrollo

Referencias Bibliogréficas



ABREVIATURAS

BLBP proteina de union lipidica cerebral
BMR banda migratoria rostral

BrdU 5-bromo-2'-desoxiuridina

BO/OB bulbo olfatorio
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HuC/D  proteina neuronal humana
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IHQ inmunohistoquimica

MET microscopia electrénica de transmision
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NeuN proteina neuronal nuclear

NT nervio terminal

PAF para-formaldehido

SN sistema nervioso

SNC sistema nervioso central
Tel telencéfalo

Teld telencéfalo dorsal

Telv telencéfalo ventral

TO tectum oOptico

TL torus longitudinalis

VT ventriculo telencefalico
ZTr zona de transicion bulbo olfatorio/telencéfalo
ZM zona medial






1. INTRODUCCION

1.1 Neurogeénesis adulta: antecedentes

Los estudios del proceso neurogénico o generacion constante de neuronas en el
cerebro adulto, cada dia cobra especial interés. Estos estudios incluyen areas
relacionadas con el desarrollo del cerebro, el aprendizaje y el envejecimiento. El
gran desafio que se presenta es por un lado; saber las areas donde hay
neurogénesis, conocer las células responsables de dicha neurogénesis y por altimo
entender los mecanismos de la neurogénesis adulta como un proceso importante de

plasticidad del sistema nervioso y vincularlos con eventos fisiologicos y patoldgicos.

En la actualidad es aceptado que algunas poblaciones neuronales en el cerebro de
individuos adultos nacen, migran, se diferencian y se integran a circuitos
preexistentes (Lindsey y Tropepe, 2006). Esta concepcion es nueva dado que a
finales del siglo XIX se pensaba que lo Unico que sucedia en el sistema nervioso
adulto era la muerte neuronal y que esas neuronas no podrian suplantarse. Esta
hipotesis se baso en investigaciones realizadas por personalidades como Koelliker,
His y Ramén y Cajal (citados por Gross, 2000). Sus hallazgos, basados en la
interpretacion de estudios histolégicos del Sistema Nervioso Central (SNC) de
mamiferos y del hombre apuntaban a que luego de concluido el desarrollo
embrionario, y poco después del nacimiento la citoarquitectura quedaba establecida
sin modificaciones. Esta idea también se reforzaba con el hecho de que las lesiones
en el sistema nervioso podian ser, segun la importancia de la misma, invalidantes y

con pocas posibilidades de recuperacion.

La neurogénesis postnatal es un proceso de etapas consecutivas, que dan origen al
nacimiento de neuronas bajo condiciones fisiologicas en el cerebro maduro. Este
fendmeno plastico puede estar referido a situaciones como; 1) mantenimiento y
crecimiento del SNC y 2) como respuesta a estimulacion por injuria o a diferentes
estimulos internos y externos que provienen del medio ambiente. Todo esto esta
orquestado por sefiales moleculares y/o factores de crecimiento y comunicacion

intercelular.

Autor: Juan Carlos Rosillo Marti



Los estudios sobre neurogénesis postnatal han demostrado que las nuevas
neuronas generadas ademas de participar en la reparacion de tejidos también
participan en la modulacion de funciones como la memoria y el aprendizaje (Gould y
col., 1999; Gould y Gross., 2002; Kempermann y col, 2002; Yau y col., 2015).

Estas neuronas se generan en sitios especializados, localizados en zonas
ventriculares del cerebro como resabios embrionarios, con la salvedad del giro
dentado de mamiferos donde las células madre y las nuevas neuronas comparten

espacio.

1.2 Células madre neurales y nicho neurogénico

En términos generales, se acepta que una célula madre es aquella célula no
especializada que preserva la capacidad de autorrenovarse y bajo condiciones
apropiadas, puede dar origen a una amplia variedad de tipos celulares en el cuerpo

animal (Galvin y Jones, 2002).

El nicho neurogénico es el sitio donde se encuentran las células madre neurales,
gue conservan caracteristicas embrionarias provenientes del tubo neural, y que
tienen la capacidad de dividirse y generar células iguales a si mismas (divisiones
simétricas), ademas mediante divisiones asimétricas son capaces de generar células
progenitoras que daran origen a glias o neuronas (Fig. 1) (Arias-Carrion y col.,
2007).

Autor: Juan Carlos Rosillo Marti



neurona ghia

Figura 1. Células troncales con potencial capacidad neurogénica. La figura muestra, en
orden jerarquico, las células troncales que en los mamiferos pueden dar origen a
neuronas (Modificado de Arias-Carrién y col., 2007).

En esta temética las investigaciones realizadas han dado lugar a nuevos principios
basicos sobre la identidad de las células madre neurales. Se ha estudiado la funcion
de los progenitores altamente proliferativos y la identificacion de nuevas rutas de
migracion neuronal en roedores y mas recientemente en humanos neonatos (Lois y
Alvarez-Buylla, 1994; Lois y col., 1996; Alvarez-Buylla y col., 2001; Paredes y col.,
2016).

En conjunto, los avances en el conocimiento del proceso neurogénico se debieron al
desarrollo de herramientas que permitieron demostrar la proliferacion celular en
tejidos adultos y constatar la capacidad neurogénica en el SNC desarrollado de

diversos grupos de vertebrados.

Autor: Juan Carlos Rosillo Marti



1.3 Neurogénesis adulta: metodologias relevantes para su demostracion

En la primera mitad del siglo XX no existian técnicas concluyentes para demostrar el
nacimiento de nuevas neuronas. Solo se podia constatar la presencia de mitosis en
pequefias células cerebrales cercanas a los ventriculos, sin poder identificar su
fenotipo celular, dado que las Unicas técnicas disponibles eran las tinciones

histologicas clasicas.

Con la introduccién de la Timidina tritiada en los afios sesenta, Joseph Altman
realiz6 una serie de experimentos en ratas sugiriendo la existencia de nuevas
neuronas y que se localizaron en regiones como la corteza, el giro dentado y los
bulbos olfatorios (BO) (Altman, 1963 a,b; Altman y Das, 1965; Altman, 1966, 1969).
Estos estudios fueron seguidos posteriormente por la combinacién de Timidina
tritiada con microscopia electrénica para examinar las caracteristicas
ultraestructurales de las células en el momento de la fase S y la presencia de
fenotipos neuronales (Kaplan y Hinds, 1977; Kaplan y col., 1985). Estudios con esta
metodologia se realizaron también en reptiles donde se constatd neurogénesis
postnatal en el BO de lagartijas (Garcia-Verdugo y col., 1989). Simultaneamente,
Fernando Nottebohm y sus colegas demostraron que las fluctuaciones en el tamafio
del centro vocal superior (HVC) (High Vocal Center, traduccion en inglés) de aves
cantoras (Serenius canarius), eran resultado directo de cambios en los niveles
hormonales al momento de la estacién reproductiva. La variacion en el tamafio de
estos nucleos responsables del canto se asociéo al nacimiento de cientos de
neuronas por dia, y que las mismas neuronas tenian propiedades electrofisiologicas
gue respondian al sonido del canto (Goldman y Nottebohm, 1983; Nottebohm,
1985). Sin embargo, tales afirmaciones fueron rapidamente cuestionadas en el
campo de los primates (Rakic, 1985), ya que la presencia de una poblacion estable
de neuronas en la edad adulta parecia esencial para codificar comportamientos
aprendidos. Otro de los descubrimientos mas relevantes, a partir de la utilizacién de
cultivos celulares, fue la demostracién que células aisladas del estriado del cerebro
adulto de raton pueden ser estimuladas y proliferan “in vitro” por la aplicacién de
factores de crecimiento. Estas células, luego de ser cultivadas presentaron

caracteristicas de células neuroepiteliales que bajo diferentes condiciones, se
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diferenciaron en astrocitos, oligodendrocitos y en neuronas similares a las

encontradas en el estriado del raton adulto (Reynolds y Weiss, 1992).

1.3.1 Marcadores de proliferacién celular en el estudio de la Neurogénesis

En la década de los 90 la aplicacién de nuevos marcadores de proliferacion celular
sentd las bases para aceptar que en el SNC de individuos adultos hay génesis de
nuevas neuronas. Si bien el uso de la Timidina tritiada fue el primer marcador de
células mitéticas, aflos mas tarde fue sustituida por su andlogo 5-Bromo-2'-
desoxiuridina (BrdU), otro marcador de células proliferantes (Miller y Nowakowski,
1988; Cameron y col 1993; Okano y col 1993; Seki y Arai 1995; Kuhn y col., 1996)

(Fig. 2).

TIMIDINA BrdU

Figura 2. Esquema de la estructura molecular de la Timidina y de la Bromodesoxiuridina.

Si bien la Timidina tritiada permite una perfecta visualizacion por Microscopia
Electronica de Transmision (MET), dos factores resultaron decisivos para sustituir su
empleo; en primer lugar la radioactividad y en segundo lugar el engorroso
procesamiento que implica el revelado de las muestras por autorradiografia. En
cambio, el BrdU resulté méas aceptado por su baja toxicidad a dosis minimas y por su
incorporacion al ADN en casi un 100 % (Bick y Davidson, 1974; Nowakowski y
Hayes, 2001). Tanto la Timidina tritiada como el BrdU luego de ser administrados se
incorporan al ADN durante la fase S (o sintesis del ADN) del ciclo celular, previo a la
mitosis. Por lo tanto la sefial permite identificar células recientemente generadas y su

marca perdura luego de varias divisiones (Gross, 2000).
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La via de administracion es variable en dependencia de la especie y en el caso del
BrdU puede incorporarse a través del consumo de agua potable, inyecciones
intraperitoneales o diluida en el medio en el caso de los peces (Kee y col., 2002;
Grandel y col., 2006; Taupin, 2006 ab). Una de las principales ventajas que ofrece la
técnica de marcaje con BrdU es que al detectarse mediante la técnica
Inmunohistoquimica, permite no solo identificar la célula recientemente generada
sino también su fenotipo al combinarse con otros marcadores de estirpe celular.
Sumado a estos compuestos se han desarrollado otros analogos de la Timidina
reemplazando el grupo Bromo con otros halégenos; etinil, yodo o cloro. Entre los dos
altimos, los productos finales obtenidos son el lododesoxiuridina (IdU) vy
Clorodesoxiuridina (CldU).

Al observar varios analogos de la Timidina en el tejido podemos evaluar la
localizacion y el numero de células marcadas; asi como establecer una cronologia
de la proliferacion celular y evaluar su contribucion a la composicién del tejido.
Ademas, los anélogos de la Timidina al ser administrados por separado, a intervalos
conocidos, permiten distinguir tanto a las células que reingresan al ciclo celular como

las que contindan proliferando (Vega y Peterson, 2005).

En seres humanos, la aplicacion del BrdU ha estado limitado por cuestiones éticas,
sin embargo cuando este marcador fue utilizado para estudiar crecimiento de
tumores en individuos con cancer terminal, el investigador Gage y su grupo
(pioneros en la estandarizacion del procedimiento, con el consentimiento de los
familiares de los pacientes) utilizaron muestras de cerebro post-mortem y analizaron
lo que ocurrié a nivel del giro dentado del hipocampo. Como resultado observaron
gue en pacientes entre 57 y 72 afios habian células grano doble marcadas con BrdU
y NeuN (marcador de estirpe neuronal) (Eriksson y col., 1998). La aplicacion de
estos métodos en estudios a través de diversas especies muestra una gran
diversidad en cuanto a las capacidades proliferativas en numero y sitios
proliferativos. A continuacidén se describen los estudios donde se aplica BrdU en

distintas especies de vertebrados.
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1.4 Estudios comparativos en la neurogénesis adulta de los vertebrados

En todas las especies de vertebrados estudiadas se ha constatado la generacion de
nuevas neuronas en el SNC (Sullivan y col., 2007; Kaslin y col., 2008 (Lindsey y col
2012, 2014). En mamiferos, los modelos donde se ha estudiado la neurogénesis han
sido en primer lugar: los roedores (Altman 1963b); Lois y col 2002.), le siguen los
primates no humanos (Kornack y Rakic, 2001; Gould y col 1999) y también en el
humano con los estudios del grupo de Gage (Eriksson y col.,, 1998) y mas
recientemente Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo donde estudian la neurogénesis en
neonatos humanos (Paredes y col., 2016). En estas especies la neurogénesis adulta
ha sido bien caracterizada en dos regiones: la zona subventricular, sitio de origen de
las nuevas interneuronas que se incorporan en el BO; y la zona subgranular del giro
dentado, la cual genera las células granulares de la formacion hipocampal (Altman,
1962; Bayer y col., 1982, Kaplan, 1985; Eriksson y col., 1998; Alvarez- Buylla y
Garcia-Verdugo, 2002).

Los estudios comparativos del proceso neurogénico en vertebrados no mamiferos
demuestran la presencia de numerosos sitios neurogénicos y una clara disminucion

de los mismos en las especies mas evolucionadas (Fig. 3).
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Pez teledsteo T ﬁ"’

Figura 3. Esquemas de nichos neurogénicos en los vertebrados mas estudiados.
Secciones sagitales (izquierda) y transversales (derecha) de cerebros de vertebrados
adultos que muestran las zonas donde se generan nuevas células. En reptiles, aves y
mamiferos se muestra ademas la migracion de las nuevas células a los bulbos olfatorios
(OB). Las areas en azul son nucleos del circuito implicado en la produccién del canto de las
aves [(HVC), siglas del inglés High Vocal Center, nicleo robusto del arcopalio (RA) y Area
X] y areas cerebrales esenciales para la memoria espacial (Dm: palio dorsomedial; DI: palio
dorsolateral; Pm, palio medial; MC, cértex medial; Hp, hipocampo). CB, cerebelo; V,
ventriculo (Tomada de Barker y col., 2011 y modificado por Sampedro Sigalat 2015).

Como se puede observar la neurogénesis estd menos restringida en grupos como
las aves (Goldman y Nottebohm, 1983; Alvarez-Buylla y col., 19901 Barnea y
Pravosudov, 2011;), reptiles (Garcia-Verdugo y col., 1989; Pérez-Cafiellas y col.,
1997; Font y col., 2001; Fernandez y col., 2002)y anfibios (Graziadei y Metcalf, 1971;
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Mackay-Sim y Patel, 1984; Bernocchi y col., 1990; Polenov y Chetverukhin, 1993;
Dawley y col., 2006; Simmons y col., 2008; Almli y Wilczynski, 2012). En peces se ha
constatado que la neurogénesis adulta y la gliogénesis son mas pronunciadas y
persisten por largos periodos de su vida que en los otros grupos de vertebrados (Fig.
3) (Zupanc y col., 2006; Grandel y col., 2006; Lindsey y Tropepe, 2006; Maruska y
col.,, 2012; Ekstrom y col., 2001; Birse y col., 1980; Anderson y Waxman, 1985;
Zupanc y Horschke, 1995; Lema y col., 2005, Alunni, 2010, Fernandez y col., 2011,
Tozzini y col., 2012; Olivera-Pasilio y col., 2014). Los estudios en peces han abierto

nuevas perspectivas con aportes relevantes qgque merece resaltar.

1.4.1 Peces telebsteos: Modelos emergentes para el estudio de la

neurogénesis

En las dltimas décadas el estudio de la neurogénesis en peces ha despertado un
especial interés por los valiosos aportes reportados. La tasa de proliferacion celular
gue muestra el cerebro de los peces teledsteos supera en uno o dos érdenes de
magnitud a la reportada en mamiferos. Los peces son capaces de regenerar
grandes areas de su sistema nervioso después de una lesién o dafio experimental
(Stuermer y col., 1992; Zippel, 1993). Al respecto, la actividad neurogénica que
poseen estas especies seguramente contribuya a la capacidad regenerativa (Byrd y
Brunjes, 2001). En conjunto, estas particularidades colocan a los peces teledsteos
en un lugar privilegiado respecto a los mamiferos, como modelos biolégicos
adecuados para profundizar en el conocimiento de los mecanismos subyacentes de

la neurogénesis en individuos adultos.

Los peces presentan numerosas regiones proliferativas y neurogénicas en las
principales divisiones cerebrales. Grandel y col. (2006) reportaron 16 sitios en Danio
rerio (pez Cebra), mientras que Kuroyanagi y col. (2010) identificaron 17 regiones en
Medaka. Es valido destacar que el pez Cebra, en primera instancia, y mas
recientemente los ciclidos y los peces estacionales, surgen como promisorios
modelos en el estudio de la neurogénesis postnatal en los sistemas sensoriales.
Como resultado estos estudios, permitirian correlacionar el proceso neurogénico con

su rol funcional. Con ese propésito desde la década de los afios 80", diferentes
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grupos han estudiado la neurogénesis postnatal en el cerebro de peces, enfocados a
diferentes estructuras sensoriales como el tectum opticum, retina, bulbo olfatorio y
otras de similar importancia como la linea lateral. (Birse y col., 1980; Raymond y
Easter, 1983, y a partir de los 90" (Zupanc 1992) hasta la actualidad (Zupanc y
Zupanc, 1992; Zupanc y Horschke, 1995; Byrd y Brunjes, 1995; , 2001;;; Maeyama y
Nakayasu, 2000; Zikopoulos y col., 2000; Ekstrém y col., 2001; Zupanc y col., 2005;
Adolf y col., 2006; Grandel y col., 2006; Zupanc, 2006; Topp y Gallivan 2008; Kaslin
y col., 2009; Alunni y col., 2010; Kuroyanagi y col., 2010; Strobl-Mazzulla y col.,
2010; Chapouton y col., 2007 , 2011; Kishimoto y col., 2011; Lindsey y col., 2012
2014; Ampatzis y col., 2012; Kizil y col., 2012A, 2012B; Maruska y col., 2012;;
Schmidt y col., 2013; Kaslin y col.,2013; Olivera-Pasilio, 2014).

1.4.2 Austrolebias como modelo validado para estudiar la neurogénesis adulta:

aporte de nuestro grupo

En los peces del género Austrolebias sp. (Pez de ciclo anual) nuestro grupo fue pionero en
validarlos como modelo biolégico para estudiar la neurogénesis adulta (Rosillo y col., 2010;
Rosillo 2010; Fernandez y col., 2011; Rosillo y col., 2016). En primer lugar, se realizo el
mapeo de la proliferacion celular en el cerebro de tres especies de peces del género
Austrolebias: A. affinis, A. charrua y A. reicherti. Mediante el empleo del BrdU como
marcador de proliferacién celular, se cuantificaron y topografiaron cinco zonas proliferativas
cerebrales principales: BO, Ventriculos Telencefalicos, Torus Longitudinalis (TL), Tectum
optico (TO) y Cerebelo. Se constatd una contigiiidad de las zonas proliferativas a lo largo del
eje rostro-caudal y cercania a las regiones ventriculares en las tres especies. A. affinis la
especie mas antigua en la filogenia presenté un mayor indice de proliferacién normalizado
por volumen, areas asociadas con la visién (TO y TL) que en el BO. En cambio A. reicherti,
la especie mas moderna evolutivamente presentd un patrén inverso; o sea mayor indice de
proliferacién en el BO, estructura encargada de la olfaccion y menor indice de proliferacion
en las areas visuales. Estos resultados sugieren un predominio diferencial entre las
modalidades sensoriales visual y olfatoria de acuerdo a la posicién filogenética o a los
habitats correspondientes. Se demostré la génesis de nuevas neuronas en todas las
regiones estudiadas, lo cual confirmd nuestra hipétesis sobre la potencialidad neurogénica
de los sitios proliferativos en el cerebro de Austrolebias. Un resultado relevante fue que
hasta ese momento no se habia reportado una neurogénesis en tan solo 24 horas de

inyectado el marcador de proliferacion celular y combinado con el marcador neuronal HuC.
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Asimismo se encontré una gran variedad de células gliales, diferenciables por su morfologia,

expresion de marcadores y regiones donde se localizan.

Mediante microscopia electrénica de transmisién se demostr6 que las zonas
proliferativas presentan caracteristicas celulares comunes a las descritas en
otros nichos neurogénicos. Los resultados obtenidos permiten concluir que la
capacidad proliferativa y neurogénica del cerebro de peces Austrolebias se
conserva en el género, aunque existen diferencias relativas a las tasas
proliferativas en regiones relacionadas con estructuras sensoriales (Fernandez
y col., 2011).

1.4.3 Actividad neurogénica en relacién a las estructuras sensoriales en peces

La existencia de neurogénesis adulta en el BO y el TO, se ha constatado en géneros
como; Danio, Gasterosteus, Carassius, Gymnotus Medaka y mas recientemente en
Austrolebias (Rahmann, 1968; Zupanc y Horschke, 1995; Fernandez y col., 2011;
Olivera- Pasillio 2016).

Los peces teledsteos constituyen el grupo de vertebrados mas diversificado con mas
de la mitad del namero total de especies de vertebrados vivos (Nelson, 1994). La
vision y la olfaccion cobran especial relevancia en los peces durante su adaptacion a
la gran diversidad de sus habitats (Butler y Hodos, 1996; Bédart y Parent, 2004;
Lledo, 2006; Zupanc, 2006).

Cabe sefalar que el olfato y la vision son modalidades sensoriales que pueden ser
modulables por las condiciones del entorno, lo cual evidencia la ocurrencia de
procesos plasticos donde la neurogénesis esta implicada. En los sistemas olfatorio y
visual, la adicion de nuevas neuronas conlleva la reorganizacién en su circuiteria
funcional propia. Por tanto, esta renovacion a nivel celular no es estatica o solo
restaurativa, mas bien la neurogénesis adulta constituye una respuesta adaptativa a
los cambios impuestos, por las condiciones ambientales y el estado interno del
animal (Lledo y col., 2006).

En este trabajo uno de los objetivos primarios es estudiar la neurogénesis en el BO

de Austrolebias charrua por la importancia que esta modalidad sensorial representa
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para estas especies dado las caracteristicas de su ciclo de vida (ver mas adelante).
Por lo tanto introduciremos en la siguiente seccion una resefia del estado actual del

conocimiento referente a la neurogénesis en el BO de los vertebrados.

1.5 Neurogénesis en el Bulbo olfatorio: una respuesta a las necesidades del

sistema

El sistema olfatorio es una de las modalidades sensoriales mas antiguas y
esenciales para la sobrevida de las especies animales (Breton y Saghatelyan, 2012).
El sistema olfativo procesa las sefiales de olor e interviene en comportamientos
cruciales para la supervivencia como; alimentacion, cortejo y respuestas de alarma
(Kotrschal y col., 1998; Lindsey y col., 2012).

La actividad de este sistema exige un recambio continuo tanto de las neuronas
sensoriales en el epitelio olfatorio, como de las neuronas granulares vy
periglomerulares del BO que integran los circuitos. Estos circuitos estan
influenciados por la interaccion con el medio ambiente de donde provienen los
diferentes estimulos olfativos y es variable en las diferentes especies. La mayor
cantidad de informacién proviene de estudios realizados en ratas donde se
demuestra que la regulacion constante de este proceso esta dada por su interaccion

con el microambiente inmediato y factores externos (Lledo y col., 2006, 2016).

1.5.1 El circuito en roedores y la banda migratoria rostral

Dado que la mayor cantidad de estudios se ha realizado en roedores,
particularmente en ratas, describiremos brevemente algunas caracteristicas
anatomicas y circuitales del BO de los roedores. En la rata el BO es la estructura
mas rostral del encéfalo y muestra una arquitectura conformada por varias capas.
Desde la superficie hacia el centro son: capa glomerular, capa plexiforme externa,
capa de las células mitrales, capa plexiforme interna y por dltimo la capa de las
células granulares. Los estudios en el sistema olfatorio muestran que la informacion
sensorial es transferida hacia el BO a través de los axones de las neuronas del
epitelio olfatorio que atraviesan la placa cribosa del hueso etmoides. Los axones de

estas hacen sinapsis con las dendritas de las células mitrales, en los glomérulos. Las
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dendritas de las mitrales también hacen sinapsis con las células periglomerulares y

con los axones de los granos (Fig. 4).
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Figura 4. Las células generadas en la adultez constantemente se incorporan en el bulbo
olfatorio y se diferencian en interneuronas granulares y periglomerulares. (A) Esquema que
muestra la neurogénesis adulta en el OB. Las flechas rojas indican la migracion tangencial
inicialmente desde la zona subventricular (SVZ, en Inglés) con la guia de los vasos
sanguineos hasta llegar al BO, migrar radialmente hasta su completa diferenciacion e
integracién a los circuitos neurales preexistentes en la region. LV: ventriculo lateral; Cc:
cuerpo calloso. (B) Vista del area sefalada en el recuadro azul en A que representa la
organizacion laminar del BO. Las células adultas se diferencian en interneuronas bulbares
(granulares y periglomerulares). RMS: banda migratoria rostral del OB; GCL: capa células
granulares; MCL: capa de células mitrales; EPL: capa plexiforme externa; Gl: glomérulo;
ONL: capa del nervio olfatorio. (Tomado de Breton y Saghatelyan, 2012)

En los mamiferos el procesamiento del estimulo oloroso en el BO es orquestado por
2 poblaciones de interneuronas: células periglomerulares (CPG) y las células

granulares (CG). Las células periglomerulares estan localizadas alrededor del
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glomérulo del BO, realizan sinapsis dentro y entre los glomérulo. Las CPG controlan
la actividad de diferentes glomérulos, estan involucradas en la deteccion y
procesamiento de la discriminacion del estimulo oloroso (Breton y Saghatelyan,
2012) (Fig. 4). Las neuronas recientemente generadas que se integran a los circuitos
sensoriales del BO, surgen de los progenitores neurales localizados en la zona
subventricular, bordeando los ventriculos laterales, conformando lo que se conoce
como Banda Migratoria Rostral (Lois y Alvarez-Buylla, 1994). De las miles de
neuronas que conforman esta banda migratoria, 97 % son células grano y 3%

células periglomerulares (Winner y col., 2002).

1.5.2 El circuito olfatorio en peces y la banda migratoria rostral

En los peces el circuito es mas sencillo, la histoarquitectura del BO esta conformado
por capas concéntricas que desde la periferia son: capa del nervio olfatorio, capa
glomerular, capa de las células mitrales, y capa de las células grano, estan ausentes
las células periglomerulares. Esta descripcion es la encontrada en la mayoria de los
teledsteos. En el Capitulo 1 explicaremos las diferencias encontradas en la
citoarquitectura de los Bulbos olfatorios en Austrolebias charrua y las caracteristicas

de su circuito.

A diferencia del pez Cebra las capas celulares en Austrolebias estan alineadas en
paralelo con la luz ventricular y se denominan como en Danio rerio y Nothobranchius
furzeri capa celular interna (CCl), la mas préxima a la luz ventricular y capa celular
externa (CCE) se localiza alejada de la luz ventricular. La capa glomerular es
importante en Austrolebias y ocupa casi la mitad del BO.

En Austrolebias se ha estudiado la neurogénesis en el BO y esta sera bien explicada

en el transcurso de la Tesis por ser uno de los objetivos de la misma.

1.5.3 La olfaccion y su vinculo con el sistema visual: nervio terminal

El sistema olfatorio, esta condicionado por la permanente entrada de informacién
desde el mundo exterior y que se integra con la participacion de otros sistemas

sensoriales. En particular la interaccion con el sistema visual responde a sefiales
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olfativas a través de un par craneal, el Nervio Terminal (NT) o par craneal 0. Este
nervio constituye un vinculo entre las aferencias visuales y olfatorias. La existencia
del NT es muy importante en los peces y si bien varios aspectos no se conocen, este
sistema se correlaciona con la actividad sexual y reproductiva. La mayoria de los
axones del NT terminan en el cerebro anterior y el cerebro medio, pero algunos
axones proyectan por la via del nervio éptico a la retina neural. En experimentos que
evallan la sensibilidad visual del pez Cebra, se demostrdé que la entrada olfatoria
esta implicada en la modulacion de la sensibilidad visual en Danio rerio (Maaswinkel
y Li, 2003). La via centrifuga descrita del NT, est4 formada por cuerpos neuronales
localizados en el Bulbo olfatorio a modo de ganglios, cuyos axones via ventral y a
través del nervio Optico alcanzan la capa plexiforme interna de la retina donde

establecen sinapsis.

A través de la actividad del nervio terminal, el olfato y la vision son modalidades
sensoriales que cooperan para objetivos comportamentales esenciales para la vida
del pez con sus congéneres y con su medio ambiente (Whitlock, 2011). Dado que las
Austrolebias cumplen su ciclo de vida en condiciones extremadamente cambiantes,
nos preguntamos ¢ qué caracteristicas tendra el nervio terminal en este grupo y

cdmo este podra influenciar en la actividad neurogénica de ambos sistemas?
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2. HIPOTESIS, OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

2.1 HIPOTESIS PROPUESTAS

La existencia de paralelismos estructurales y funcionales en los nichos neurogénicos
de diversas especies, se ha constatado a partir de estudios comparativos (Sullivan,
2007). La comparacion entre especies incrementara el entendimiento de aspectos
funcionales de la neurogénesis adulta. En particular, permitira entender la capacidad
moduladora de los sistemas sensoriales en respuesta a variaciones del medio

ambiente.
Enfocarnos en este argumento podria responder las siguientes interrogantes:

¢Por qué los vertebrados filogenéticamente mas antiguos (como los peces)
muestran mas nichos neurogénicos que los mamiferos, considerados

filogenéticamente mas evolucionados?

¢Los nichos neurogénicos permanecen igual en todo su ciclo de vida o las

poblaciones de células madre neurales varian?

Estas dos interrogantes nos llevan a preguntar ¢cuales son las caracteristicas

celulares de los nichos y su variedad entre vertebrados?

En este trabajo nos centramos en la neurogénesis adulta en el Bulbo olfatorio y su
vinculo con la via visual, en Austrolebias charrua una especie de peces que
presenta un ciclo de vida anual. Dadas las condiciones ambientales extremas a las
gue se enfrentan, esta condicion les exige desarrollar estrategias adaptativas Unicas,
como la actividad neurogénica rapida (Fernandez y col., 2011). Este hecho nos

condujo a plantearnos las siguientes preguntas:

¢,Cudles son las particularidades de los nichos neurogénicos que sustentan la
neurogénesis en el BO de las Austrolebias?

¢, Qué caracteristicas tendra la vinculacion del sistema olfatorio y visual en las
Austrolebias charrua?

¢La distribucion del NT serd similar a la descrita en otros peces?
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El hallazgo de Hamdani y Dgving (2007) que describe en peces ciprinidos la
existencia de al menos tres vias sensoriales independientes que realizan sinapsis en
diferentes regiones glomerulares del BO (Fig. 5), unido al reporte de Diotel y col.,
(2010) donde se describe un sistema olfatorio accesorio en BO de pez Cebra, nos
permite proponer como hipotesis 1: en el BO de Austrolebias charrua, existe
neurogénesis intrinseca en sitios delimitados en los cuales las neuronas

generadas podrian estar involucradas en diferentes funciones.

Epitelio olfatorio Bulbo olfatorio

Figura 5. Representacion esquematica de tractos olfatorios compuestos por 3 tipos de
neuronas sensoriales paralelas en el sistema olfatorio de peces a partir de las rosetas
olfatorias (epitelio). Células de la Cripta (rojo), Neuronas Sensoriales con
microvellosidades (verde) y Neuronas Sensoriales ciliadas. Abreviaturas: LOT; Tracto
olfatorio lateral, I-MOT; Tracto olfatorio medial-lateral; m-MOT; Tracto olfatorio medial.
(Modificado de Hamdani & Dgving, Progress Neurobiology, 2007).

Estudios anatémicos indican que el sistema del nervio terminal en los peces

teledsteos es complejo y heterogéneo (Meek y Nieuwenhuys, 1998).

Para comprender la existencia y particularidades del nervio terminal en Austrolebias
tendremos en cuenta caracteristicas particulares del ciclo de vida de estos peces

como:
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Presencia de un marcado dimorfismo sexual dado por diferencias en la coloracién y
disefio corporal de los machos, lo cual sugiere que la vision juega un papel

importante, al momento de la seleccion de la pareja.

Los charcos a medida que se secan, aumentan la turbidez hasta quedar en un
ambiente completamente barroso. Este aumento de la turbidez del agua coincide
con la etapa de cortejo y apareamiento de la especie. Datos de Passos y col. (2014)
demuestran que la olfacciébn es muy importante al momento de eleccién de parejas

en Austrolebias reicherti cuando los charcos tiene poca luminosidad.

Ambas situaciones representan indicios de que estos peces deben contar con un
sistema de procesamiento de sefiales olfato-visuales eficaces para conservar la
especie ante las variables condiciones ambientales a las que estan sometidos. Nos
parece trascendente indagar acerca de la existencia del nervio terminal descrito en
otras especies de peces teleésteos (Fig. 6) (Whitlock, 2009). La demostracion que la
neurogénesis en el BO de la rata es modificada por estimulos variados, nos hace
pensar que demostrar la existencia del NT, en Austrolebias sienta las bases para
postular nuestra hipotesis 2: el Bulbo olfatorio y el sistema visual estan
asociados neuroanatémica y funcionalmente mediante el Nervio terminal que

podria modular la actividad neurogénica existente en el Bulbo olfatorio.

18
Autor: Juan Carlos Rosillo Marti



Olfactory
epithelium

Olfactory
bulb

Nervio
Terminal

Optic nerve

A
s

Figura. 6 Esquema que representa la distribucion del complejo del nervio terminal en el pez
Cebra. Un grupo de neuronas localizadas en los Bulbos olfatorios cuyos axones terminan en

la capa interplexiforme de la retina (lineas azules) (Tomado de Whitlock, 2009).

Autor: Juan Carlos Rosillo Marti
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2.2 OBJETIVO GENERAL

Conocer las caracteristicas de la neurogénesis en el Bulbo olfatorio de Austrolebias

charrua y su posible vinculacién con el sistema visual.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Focalizados en nuestra primera hipotesis, nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

1) Analizar la composicion celular del Bulbo olfatorio.

2) Estudiar las caracteristicas de las paredes ventriculares en las zonas de
mayor proliferacion celular.

3) Determinar la capacidad de proliferacién celular en distintos tiempos de
administracion de analogos de la Timidina tritiada (BrdU, IdU, CldU).

4) Cuantificar las poblaciones proliferantes a dos tiempos de sobrevida.

5) Identificar las posibles candidatas a células madre.

6) Demostrar la existencia de neurogénesis en el Bulbo olfatorio.

Por su parte, para validar nuestra segunda hipoétesis los objetivos especificos

consistieron en:

1) Demostrar la existencia y el trayecto del complejo del NT en Austrolebias
charrua.

2) Detectar la presencia de la hormona liberadora de Gonadotropina (GnRH,
siglas en inglés) en las neuronas que integran la via olfacto-retinal.

3) Demostrar la existencia del complejo del NT en A. affinis otra especie dentro

del mismo género desde el punto de vista comparativo.
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3. ESTRATEGIA DE INVESTIGACION
HIPOTESIS 1

Para la ejecucion de los objetivos relacionados con nuestra primera hipotesis la

estrategia experimental desarrollada fue la siguiente:
a) Los objetivos 1y 2 se realizaron mediante las siguientes metodologias:

— obtencion de cortes semifinos y tincion con azul de metileno boréxico.

— microscopia electronica de transmisibn (MET) (para estudiar la
citoarquitectura de las regiones que registraron la mayor proliferacion en el
BO).

— microscopia de barrido (MEB) (para explorar la superficie que tapiza esta
estructura).

— impregnacion argéntica con técnica Cajal de Castro, Método de Golgi (para
identificar la morfologia de las células que integran el BO). Se utilizaron
diferentes técnicas para la deteccién de poblacién glial: 1) Histoquimica
NADPH-Diaforasa y 2) Inmunohistoquimica con diferentes anticuerpos

primarios como S-100, BLBP y Vimentina

b) Para el objetivo 3 la capacidad proliferativa se determiné a través de la
identificacién de células proliferantes mediante deteccion inmunohistoquimica de los
marcadores de proliferaciéon utilizados. Para ello se usaron analogos de la Timidina
como BrdU, IdU y CldU. Todos se aplicaron con diferentes ventanas temporales lo
cual permitié determinar el origen, las migraciones, la poblacién de progenitores y
células madre, asi como comprobar la estirpe celular de las células recientemente

generadas.

c) El objetivo 4 consistio en localizar las células proliferativas positivas al BrdU, CldU,

IdU y CldU/IdU en secciones seriadas de las zonas del BO y Tel.

d) En la ejecucion de los objetivos 5 y 6 se realizaron dobles marcajes en los que se
combinaron los marcadores de proliferacion celular con los marcadores especificos

de células madre, neuronales y gliales.
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3.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron peces machos adultos de la especie A. charrua del género Austrolebias
(Cyprinodontiformes-Rivulidae) (Costa, 2006). Los peces se colectaron durante la
temporada de lluvias (septiembre a noviembre) en masas de aguas temporales
proximas a los rios de Rocha y Treinta y Tres, Uruguay. Los especimenes se
mantuvieron en acuarios con capacidad de 30 L, con agua declorinada (pH=7-7,5),
oxigenada con aereadores permanentes y expuestos a un fotoperiodo de 14 h luz/
10 h oscuridad. El agua con temperatura acondicionada a 19 + 1°C, fue parcialmente
cambiada cada 5 dias y los peces se alimentaron con Tubifex tubifex (Tubifex
rivolorum) dos veces al dia. Todos los procedimientos con los animales se
aprobaron por el Comité Nacional de Experimentacién Nacional conformado por el
Comité Honorario de Experimentacién Animal (CHEA), UdelaR y el Comité de Etica
en el Uso de los Animales del Instituto de Investigaciones Biologicas “Clemente
Estable” (CEUA-IIBCE), que siguen las directrices del Instituto Nacional de Salud
(NIH) (National Institute of Health, traduccion en inglés) para el mantenimiento y uso

de animales de laboratorio destinados a la investigacion cientifica.

3.2 Fijacion, diseccion y obtencion de secciones histolégicas del cerebro de

los especimenes

El método de fijacion empleado para cada pez individualmente fue la perfusion
intracardiaca. Previo a la fijacion, los peces se anestesiaron mediante la adicion de
una solucién de Eugenol 10% (Sigma, St. Louis, MO, USA.) al agua del acuario con
una dilucién resultante de 1:1000 v/v, hasta el cese del movimiento opercular. En
ese estado, para mantener el nivel adecuado de oxigeno, los peces se entubaron
por via oral y se les mantuvo un flujo continuo de agua del acuario durante la
perfusibn de las soluciones, de acuerdo al procedimiento que se describe a
continuacion: una vez expuesta la cavidad ventral y con el objetivo de remover la
sangre del sistema vascular, se le introdujo una aguja intracardialmente para
transfundir inicialmente la solucién salina con anticoagulante (Citrato de Sodio 2%) y

vasodilatador (Nitrito de Sodio 1 %). Una vez removida la sangre, se perfundio la
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solucion fijadora especifica segun el método empleado. Los fijadores especificos se
mencionaran en cada técnica histolégica respectiva. Al finalizar la fijacion, los
cerebros se disecaron cuidadosamente, se postfijaron en la misma solucion fijadora
1 h y pasado este tiempo se sumergieron en Tampoén Fosfato (TF) 0,1 M pH=7,2y
mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento. Seguido a este paso los cerebros se
encastraron en una mezcla de Gelatina-Albumina 1:2 (1,5 y 45% respectivamente,
disueltos en Cloruro de Sodio 0,9%) y se cortaron seriados en Vibratomo S1000
(LEICA Buffalo Grove, IL, USA) a 60 um de grosor con la orientacion de los planos
transversal y parasagital. Por udltimo, las secciones se transfirieron a placas

multipocillos para su procesamiento inmunohistoquimico por flotacion.

3.3 Estudio de la citoarquitectura del bulbo olfatorio de Austrolebias charrua

3.3.1 Tincién con Azul de Metileno Boréaxico

Este método se utilizé previo a la microscopia electronica y permitio seleccionar las
areas que posteriormente serian analizadas mas detalladas por MET. Los cortes
semifinos permitieron localizar geograficamente el area y se realizo el tallado del
blogue para realizar de los cortes finos. Luego de la fijacién por perfusion, las piezas
se lavaron reiteradas veces con TF y se postfijaron con Tetréxido de Osmio (OsO4)
al 1% en TF durante 1 h a Temperatura Ambiente (TA), en oscuridad y bajo
campana de extraccion de gases. Se lavaron varias veces con TF, se deshidrataron
en alcohol de graduacién creciente (25, 50, 70, 96 y 100% respectivamente) e
incluyeron en resina epoxica (Araldita Durcupan, FLUKA). Se realizaron cortes
semifinos de 1,5 um de grosor en Ultramicrétomo (LEICA PowerTome XL), se
tiieron con Azul de Metileno Boréxico al 1% y se estudiaron con el microscopio de
luz para obtener datos relacionados con la calidad de la fijacién y la localizacién de
las areas de interés. En nuestro caso se analizaron el Bulbo olfatorio y las paredes

ventriculares del telencéfalo y el tercer ventriculo.
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3.3.2 Microscopia electronica de transmisién

La técnica convencional de MET aplicada a las paredes ventriculares telencefélicas
permitid observar con mayor resolucion, algunas de las regiones que muestran
mayor proliferacion celular. Por tanto, proporciond informacion valiosa acerca de los
diferentes fenotipos celulares que integran dichas regiones proliferativas

potencialmente neurogénicas.

El método de fijacion empleado fue la perfusion intracardiaca, explicado
anteriormente y especificamente el fijador utilizado fue Paraformaldehido (PAF) 4%
y Glutaraldehido 2% disueltos en TF 0,1 M pH=7,2. Los cerebros se disecaron
cuidadosamente y permanecieron en la misma solucién fijadora durante 1 h a 4 °C.
Se lavaron varias veces con TF y se cortaron transversalmente en el Vibratomo
S1000 a 150 pm de grosor. Estos cortes, analogos a los utilizados para
inmunohistoquimica, se postfijaron con OsOs4 1% en TF durante 1 h a TA, en
oscuridad y bajo campana de extraccion de gases. Se lavaron varias veces con TF,
se deshidrataron en alcohol de graduacion creciente y se incluyeron en resina
epoxica (Araldita Durcupan, FLUKA). Se realizaron cortes semifinos de 1,5 um de
grosor en Ultramicrétomo, se tifleron con Azul de Metileno Boraxico 1% y se
estudiaron con el microscopio de luz para obtener datos relacionados con la calidad
de la fijacion y la localizacion de las areas de interés. En nuestro caso se analizaron
el Bulbo olfatorio y las paredes ventriculares del telencéfalo y del tercer ventriculo.
Con el mismo Ultramicrotomo, empleando cuchillas de vidrio, se obtuvieron
secciones de 80 nm que se colectaron con rejillas de cobre de ranura (2x1 mm),
previamente recubiertas con membranas de soporte de Polivinilformvar (Solucion de
Formvar al 0.3% diluido en Cloroformo). Una vez adheridas a la membrana, para
aumentar la densidad electronica del tejido, las secciones se contrastaron por
flotacion con una solucion acuosa saturada de Acetato de Uranilo (UO2 (CH3COO):2 x
2H20) al 2% (60°C durante 1 h) y luego en Citrato de Plomo al 3% (10 min en
Atmoésfera de Nitrégeno). Los analisis se realizaron en un MET JEOL JEM 1010
operando a 80 kV, equipado con una camara digital HAMAMATSU C-4742-95. Las
imagenes obtenidas se transfirieron a la computadora y analizadas mediante el

programa Photoimpact de libre acceso.
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3.3.3 Microscopia Electrénica de Barrido

La Microscopia Electronica de Barrido (MEB) se realizd para examinar las
caracteristicas y la distribucion de cilios en las células luminales de las paredes
ventriculares a nivel del ventriculo telencefélico del BO. Tres peces adultos se
perfundieron con Solucién Salina al 0,9% y Glutaraldehido al 2,5% y se sumergieron
en la misma solucién durante 24 h Pasado este tiempo, los cerebros se disecaron y
se separaron ambos hemisferios longitudinalmente a la mitad del plano sagital para
visualizar la superficie ventricular medial completa. Otros tres peces se anestesiaron;
se extrajeron sus cerebros y se fijaron por inmersion en Glutaraldehido 2,5% a 4°C
durante toda la noche. Al dia siguiente, los cerebros se lavaron en TF 0,1 M pH=7,2
y deshidratados inicialmente en alcoholes de graduacion creciente hasta finalizar en
acetona pura para su completa deshidratacion. Los cambios se realizaron cada 15
min. Transcurrido este tiempo, el tejido se sometié a un secado por punto critico
(SPC) con CO:zliquido en un equipo Denton SPC-1. El metalizado con Oro se realizé
en un Denton Desk Il durante 120 s. Las muestras se observaron en un Microscopio
Electronico de Barrido (JEOL JSM-5900 LV) a 20 kV de la Facultad de Ciencias.

3.3.4 Técnica de Cajal de Castro

Tres peces adultos se anestesiaron con Eugenol como fue descrito en la seccion
anterior y posteriormente se decapitaron bajo lupa. Las cabezas enteras se
sumergieron en el liquido fijador (Hidrato de Cloral 5 g, Alcohol 96%, Agua Destilada
40/50 ml, Acido Nitrico 1-2 ml), segun el procedimiento técnico realizado por Ramén
y Cajal De Castro (1933). Después de fijados, se procedié a la impregnacion
argéntica por varios dias y luego se realizo el revelado de la plata. Posteriormente,
las muestras se deshidrataron con alcoholes de graduacion creciente, se incluyeron
en Resina Epodxica de dureza media y se cortaron seriados en microtomo de
deslizamiento horizontal a 30 ym de grosor. Los cortes se montaron en forma
seriada con la Resina Epoxica sin polimerizar entre 2 laminas de plastico

transparente (Mylar) para su posterior observacion y fotografiado.
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3.3.5 Impregnacién argéntica con el método de Golgi

Esta técnica es de gran utilidad para determinar la morfologia celular. Para ello tres
ejemplares adultos de A. charrua se fijaron por perfusion intracardiaca con PAF
10%. Los cerebros enteros se postfijaron en una mezcla de 5% de Bicromato de
potasio (K2Cr207) con PAF al 4%, o con Tetroxido de osmio (OsO4) 1% durante 1 a
3 dias. Luego se sumergieron en Nitrato de plata (AgNO3) 0,75% de 1 a 2 dias. Los
pasos de postfijacion e impregnacion se repitieron 2 veces segun Ramén y Cajal y
De Castro (1933). Las piezas se incluyeron en resina epodxica de dureza media y
luego cortadas en un micrétomo de deslizamiento a 90-100 um de grosor. Los cortes
se montaron seriados en Araldita entre 2 laminas de plastico transparente (Mylar)

para su posterior estudio al microscopio de luz.

3.3.6 Técnica de NADPH Diaforasa

Seis peces se utilizaron para realizar la técnica de la NADPH-Diaforasa para el
revelado de la distribucion de axones sensoriales y células positivas a la enzima en
el BO. Los cerebros luego de fijados por perfusion al 4% se cortaron en el Vibratomo
a 30-50 um de grosor a diferentes orientaciones. Luego de varios lavados en TF 0,1
M pH=7,4 se sumergieron en la siguiente mezcla de NADPH-Diaforasa [TF (0,1 M
pH=7,4) + Triton X-100 (0,3 %) + NADPH (0,5 mg/ml) + Nitro Azul de Tetrazolio (0,2
mg/ml)] durante 10 min en agitacion, a TA y protegidos de la luz (Valtschanoff y col
1992). Pasado este tiempo se colocaron en la misma solucién a 37°C durante 4 h.
Para detener el revelado se lavaron varias veces con TF y finalmente se realiz6 el
montaje en medio acuoso para su observacion al Microscopio y la obtencion de

fotografias.

3.3.7 Inmunohistoquimica con Oro Coloidal

Algunos cortes de telencéfalo de Austrolebias charrua se procesaron por

Inmunohistoquimica para detectar células gliales positivas con un anticuerpo glial
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especifico contra la Proteina de Union a Lipidos en el Cerebro (BLBP, siglas en
inglés). Se revelaron con un anticuerpo secundario marcado con oro coloidal anti -
conejo IgG hecho en cabra G7402 (Sigma) unido a particulas de oro coloidal de 10
nm de tamafo. La dilucién utilizada fue de 1:200 con el objetivo de realizar
inmunomicroscopia electrénica. Los cortes luego de revelados con el anticuerpo
secundario unido a oro, se realzaron mediante un bafio de plata que se pega al oro y
permite por lo tanto que la sefial sea visualizada al microscopio de luz (Fig. 7). Esta
parte fue realizada en el marco de una pasantia en laboratorio del Dr. Garcia-
Verdugo en la Universidad de Valencia.

Figura 7. Corte transversal de Bulbos olfatorios a nivel mas rostral de A. charrua con células
gliales BLBP positivas detectadas por inmunohistoquimica y reveladas con oro coloidal. Los
recuadros 1, 2 y 3 se muestran a mayor aumento. Se observa las células gliales distribuidas
en las paredes dorsales, mediales (lineas discontinuas en 2 y ventrales (*) de los BOs.
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3.4 Administraciéon de marcadores de proliferaciéon celular en diferentes

tiempos

La administracion de los diferentes analogos halogenados de la Timidina puede
distinguirse por anticuerpos primarios especificos junto con un tiempo bien definido
entre las administraciones. Este experimento, ha permitido discriminar las
subpoblaciones de células proliferantes en los cerebros de los Amniotes (Vega y
Peterson, 2005; Llorens-Martin y col., 2010), Anamniotes (Grandel y col., 2006;
Alunni y col., 2010) e Invertebrados (Sullivan y col., 2007). Por lo tanto, para estudiar
la dindmica de la proliferacion celular en nichos neurogénicos del cerebro de A.
charrua, se inyectaron 18 peces adultos con tres analogos halogenados de Timidina
(BrdU, 1dU, CldU) a intervalos especificos. Con este propésito se utilizaron tres

protocolos diferentes con 6 peces adultos por experimento:

Experimento 1. Inyeccion de BrdU i.p a una dosis Unica (100 mg/kg de peso
corporal) como se describe en Fernandez y col. (2011). Al dia 7, se anestesiaron los
peces y se perfundieron con PAF al 10% (ver esquema siguiente);

Inyeccion de BrdU

7

Perfusion

{
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Experimento 2: administracién equimolar de IdU i.p (57,5 mg/kg de peso corporal)

al dia 0 y de CIdU (42,5 mg/kg de peso corporal) al dia 6. Al dia 7, se anestesiaron y

perfundieron con PAF 10% (ver esquema siguiente);

i

0 7

Inyeccion de IdU Inyeccién de CldU Perfusion

& 1

Experimento 3: inyeccion de IdU al dia 0 y administracion de CldU 29 dias después.
Al dia 30, los peces se anestesiaron y fijaron con PFA al 10%. Las dosis de IdU y
CldU fueron las mismas que las utilizadas en el experimento 2 (ver esquema

siguiente).

30
1 1 1

I I
Inyeccién de IdU Inyeccién de CldU Perfusion
I~
&~

En todos los experimentos, el BrdU e IdU se disolvieron en solucion de NaCl 0,7%

con NaOH 0,04 N, mientras que el CldU se disolvié solo en NaCl 0,7%.

El método de fijacion utilizado fue la perfusion intracardiaca, descrito anteriormente.
Los cerebros se disecaron cuidadosamente y permanecieron en la misma solucién
fijadora durante 1 h a 4 °C. Se lavaron varias veces con TF y se cortaron
transversalmente en el Vibratomo S1000 a 50 um de grosor. Una vez obtenidas, se
procedio a detectar los marcadores de proliferacion e identificar su fenotipo celular

por Inmunohistoquimica como se describira a continuacion.
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3.5 Deteccién inmunohistoquimica de marcadores de proliferaciéon celular y su

estirpe celular

Previo a la deteccion de los diferentes marcadores de proliferacion celular, las
secciones histoldgicas se trataron con Acido Clorhidrico (HCI) 2 N diluido en TF 0,1
M pH=7,4 con Tritébn X-100 0,3% (TX) (HCI 15% - TX 85%). El primero provoca el
cambio conformacional del ADN bicatenario en una simple cadena y queden
expuestos los sitios antigénicos compuestos por la Base Nitrogenada (Adenina) y su
analogo halogenado a la Timidina especifico (BrdU, IdU, CldU) inyectado. En
cambio, el TF le otorga una mayor permeabilidad a la membrana celular que
favorece la penetrabilidad de los anticuerpos utilizados detallados en la Tabla 1 y de

acuerdo al procedimiento inmunohistoquimico siguiente:
Lavar en TF (3 veces por 10 min en agitacion).

Incubar en la solucion de TF-HCI (40 min).

Lavar en TF (3 veces por 10 min en agitacion).

Incubar con los anticuerpos primarios disueltos en TF 0,1 M pH=7,4 con Tritdon X-100
0,3%: Anti IdU: anti raton-BrdU (IdU) - Anti CIdU: anti rata-BrdU (CldU) (48 h a 4°C).

Lavar en TF (3 veces por 10 min en agitacion).
Incubar con anticuerpo secundario biotinilado:- Biotinilado Burro anti-rata (1 h).
Lavar en TF (3 veces por 10 min en agitacion).

Incubar con los anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos en TF 0,1 M
pH=7,4 con Triton X-100 0,3%:- Anti-raton Alexa-fluor 488 para el IdU vy
Streptavidina-biotina Cy3 para el CldU. (90 min en oscuridad)

3.5.1 Cuantificacion de las poblaciones de células proliferantes en Bulbo

olfatorio y Telencéfalo
La cuantificacion de los nucleos positivos al CldU, IdU y CldU/IdU detectados en los
Bulbos olfatorios y paredes telencefalicas ventriculares se realiz6 en seis peces
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adultos. Se contaron en secciones consecutivas y se represento6 el promedio total de
células IdU (verde), CldU (rojo) e IdU/CIdU (amarillo) en cada region por pez
individual (xSD.) con el uso del programa Origin 8.0. El andlisis estadistico

descriptivo se realizé con el programa Sigma Stat 2.0.

3.5.2 Deteccion inmunohistoquimica de la estirpe de las células proliferativas

Entre los anticuerpos empleados para reconocer la estirpe celular en Austrolebias, el
anticuerpo anti-Vimentina elegido para identificar las células gliales radiales
(Fernandez y col., 2012) el cual fue utilizado previamente por Forlano y col. (2001)
en peces teledsteos. Otro de los marcadores especificos de estirpe glial probado en
peces Trachinotus blochii fue el anticuerpo anti-BLBP empleado por Chiu-Ming y col
(2010) y mas recientemente por Rosillo y col. (2016). En ambos casos las
concentraciones y condiciones de uso fueron las mismas que las publicaciones
anteriores. Por su parte, para reconocer células de estirpe neuronal, utilizamos el
anticuerpo anti-HuC el cual también puede utilizarse en el pez Cebra como indica el
fabricante (Abcam) y el mismo utilizado por Arslan-Ergul y col. (2016). Por ultimo
para reconocer células madre /progenitoras utilizamos anticuerpos anti-Pax6 y anti-
Sox2. (Sakurai y Osumi, 2008) (Tabla 1). Cabe sefalar que la concentracién optima
y la incubacién se determinaron mediante la exposicion de secciones cerebrales
tanto del pez Cebra como de Austrolebias al mismo tiempo en igualdad de

condiciones.
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Tabla 1. Anticuerpos primarios usados en este estudio

Fabricante, #

Anticuerpo Antigeno Catalogo, especie | Dilucion
y tipo
) Proteina ribosomal sintetizada en estadios Abcam, ab78467,
anti-HuC ) L ) ) 1:100
tempranos de la diferenciacion neuronal. Conejo, Policlonal
) Proteina neuronal nuclear (neuronas Abcam, Conejo,
anti NeuN o ) ) 1:500
indiferenciadas) Policlonal
o Dako, Copenhagen,
) 5-Bromo-2"-desoxiuridina (BrdU) analogo de la j
anti-BrdU ) o Denmark. Ratén, 1:500
base nitrogenada Timidina del ADN
Monoclonal
anti-CldU (BrdU Clon 5-Cloro-2’-desoxiuridina (CldU) Accurate, Rata, 1500
BUL/75 (ICR1) analogo de la base nitrogenada Timidina del ADN Monoclonal
anti-ldU (BrdU Clon 5-lodo-2’-desoxiuridina (IdU) Becton Dickenson, 1500
B44) analogo de la base nitrogenada Timidina del ADN Raton, Monoclonal
Péptido sintético correspondiente a BLBP humano
) ) ) ) Abcam, ab110099,
anti-BLBP (C-terminal) conjugado por Keyhole Limpet ) 1:500
. Cabra, Policlonal
Haemocyanin (KLH).
anti-Vimentina (40E- ) . . Hybridoma Bank, Raton,
Filamento intermedio 1:50
C) Monoclonal
anti-Nestina Filamento intermedio Abcam,Pollo, Policlonal 1:1000
Dr. Saez
anti-Conexina 43 Conexinas de uniones tipo “Gap” 1:1000
Conejo Policlonal
Monoclonal
anti-Neurofilamento Neurofilamentos 1:1000
Covance
anti-S-100 Glias tempranas Sigma 1:200
) Proteina sintética Humana PAX6 (secuencia Abcam, ab135147,
anti-PAX 6 ) ) ] 1:250
interna) Conejo, Policlonal
] i o ) Abcam, ab97959,
anti-SOX 2 Proteina sintética Humana SOX2 (C-terminal) ) ] 1:500
Conejo, Policlonal
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3.5.3 Controles

Durante la puesta a punto de la técnica de deteccién de células inmunorreactivas al
BrdU, IdU y CldU se utilizaron como controles positivos secciones histolégicas de
intestino delgado de pez (tejido que presenta gran proliferacion celular). En otros
casos, se incubaron simultaneamente los cortes de cerebro de pez junto con los de
otras especies (ratas y ratones) para las cuales han sido generados los anticuerpos.
Los controles negativos, a los que no se les aplicé los marcadores de proliferacion
celular mencionados, se procesaron simultdneamente con las secciones histolégicas

de cerebros de peces.

Diferentes controles se realizaron para todos los anticuerpos primarios que por

primera vez se utilizaron en Austrolebias charrua.
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HIPOTESIS 2

Con respecto a nuestra segunda hipotesis, la estrategia experimental y ejecutar los
objetivos especificos planteados la estrategia experimental fue la siguiente a seguir

fue la siguiente:

a) Para demostrar la existencia y el trayecto del complejo del NT en Austrolebias
charrua se utilizaron sustancias trazadoras derivadas de las carbocianinas (Dil)
utilizadas en material fijado y Peroxidasa de rdbano (HRP) o Biocitina, en

experimentos ‘“in vivo”.

b) La detecciéon de la GnRH en las neuronas que integran la via olfacto-retinal se

realiz6 mediante su deteccién por la técnica Inmunohistoquimica.

c) Para comparar la existencia del complejo del NT en otra especie del mismo
género se aplicaron sustancias trazadoras en ejemplares de A. affinis,

3.6 Animales de experimentacion

Diecisiete machos adultos de A. charrua (Cyprinidontiformes-Rivulidae) con un
tamano promedio de longitud estandar de 5 cm se utilizaron en este estudio. Entre 2
y 4 dias, previo a los experimentos, los animales se transfirieron a las peceras del
acuario con temperatura regulada de 19°C, bajo condiciones 6ptimas de

mantenimiento y se alimentaron diariamente con Tubifex sp.

3.7 Fijacién, diseccion y obtencion de secciones histolégicas del cerebro de

los especimenes.

La fijacién y corte de los cerebros fue realizada como se describidé anteriormente.
Los cerebros se disecaron y se mantuvieron en la misma solucion fijadora durante 2
h a 4°C, y después se cortaron seriados, a 60 um de grosor, en Vibratomo. Los
cortes se realizaron en planos transversal, parasagital y horizontal. Las secciones se

33
Autor: Juan Carlos Rosillo Marti



transfirieron a placas de pocillos multiples en TF para su procesamiento por libre

flotacion.

3.8 Experimentos de trazadores para determinar el origen y la trayectoria del

nervio terminal en Austrolebias charrua

Con el proposito de determinar la existencia y la trayectoria de la via olfacto-retinal
se utilizaron tres sustancias trazadoras diferentes. La Biocitina (Sigma) y la
Peroxidasa de Rébano picante (HRP, Sigma) se utilizaron en los experimentos ‘“in
vivo”, mientras que el Dil (1,1'-Dioctadecil-3,3,3'3'-Tetrametil-Indocarbocianina
Perclorato, Invitrogen, Eugene, OR, USA) fue utilizado en tejido fijado. En este
experimento la conformacion de los grupos se distribuyé de la siguiente forma; 10
peces recibieron la Biocitina, 4 conformaron el grupo con HRP y a 3 se les aplico el
Dil. La Biocitina y el HRP se inocularon en el humor vitreo del ojo izquierdo de peces
vivos, previamente anestesiados y a concentraciones de 0,15 y 0,20 mg
respectivamente diluidos en 10 pl de solucidn salina (desde una concentracion inicial
de 1,5% hasta 2% (Bell y col., 1997). Pasadas 48 h a 19°C, los peces se fijaron por
perfusion, los cerebros se disecaron y cortaron con Vibratomo como se describi6
anteriormente. Para evitar las tinciones falso-positivas se bloqueé la actividad de la
biotina enddégena con una pre incubacion de los cortes de cerebros en Avidina
0,05% vy Biotina 0,005%. Pasados 30 min, los cortes se incubaron en el conjugado
fluorescente Streptavidina-Alexa 488 (Invitrogen, USA) a una dilucion de 1: 200 (TF
0,1 M en Tritébn X-100 al 3%) para su visualizacion. En algunos casos, se realizé una
contratincion con Syto 64 (Invitrogen) a una dilucion de 1:1000 que permitié observar
el acido nucleico tefiido en rojo y por ultimo las secciones se montaron con Glicerol
(medio de montaje acuoso). Algunos cortes de los peces inyectados con Biocitina y
todos los inyectados con HRP, se revelaron con 3°,3"- Tetrahidrocloruro de
Diaminobenzidina (DAB, Sigma) después de bloquear las peroxidasas endoégenas
con Peréxido de Hidrogeno (H202)1% (10 min).

Con el fin de visualizar las neuronas marcadas con Biocitina, las secciones del

cerebro se incubaron en la Streptavidina-HRP (Vector Bulingame, CA, USA) 1:200
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como dilucién durante 1 h y por ultimo reveladas con DAB 0,2 mg/ml en TF 0,1 M -
Triton X-100 0,3% + H202 0,03% (Carlson y Mesulam, 1982). En el caso del Dil, los
cristales se aplicaron directamente en el humor vitreo del ojo izquierdo de 3
especimenes fijados por perfusién. En el caso del Dil, los cristales se aplicaron
directamente en el humor vitreo del ojo izquierdo de 3 peces fijados por perfusion.
En este caso, al realizarse la diseccion, los 0jos permanecieron conectados a traves

del nervio 6ptico al cerebro (Fig. 8).

Figura 8. Aplicacién de cristales de Dil. Vista Dorsal del cerebro de Austrolebias con los
ojos conectados por los nervios 6pticos al cerebro del pez y lugar de aplicacion de los
cristales de Dil. Abreviaturas: BOs, Bulbos olfatorios; Tel: Telencéfalo; TO, Tectum 6ptico;
CB, Cerebelo. Barra de calibracién: 1 mm.

Las muestras permanecieron sumergidas en PAF 10% a 37°C durante 2 semanas.
Pasado este periodo se encastraron en la mezcla de Gelatina 1,5%-Albimina 45% y
se cortaron seriados en el Vibrdtomo en los planos transversales, parasagitales y
horizontales. Por dltimo las secciones se mantuvieron en TF, se revelaron y
contrastaron con el marcador nuclear DAPI (Diamino-2-Fenilindol) y se montaron
seriados con glicerol. Las imagenes se tomaron en el microscopio Confocal
OlympusFV300 del IIBCE.
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3.8.1 Trazadores en combinacién con Inmunohistoquimica

Algunos cortes revelados con Biocitina-Alexa 488 se procesaron por
inmunohistoquimica para determinar la naturaleza neuronal de las células marcadas.
Los cortes se incubaron con el anticuerpo anti-HuUC 1:200 (Invitrogen) diluido en
Triton X-100 en TF 0,3% durante 24 h a TA y luego con un anticuerpo secundario
conjugado con el marcador fluorescente Alexa 633 1:100 (Invitrogen, USA.). Las

secciones se montaron en glicerol y se observaron en el Microscopio Confocal.

3.9 Deteccién de células GnRH en la via olfacto-retinal

La deteccion de GnRH se realizé por inmunohistoquimica. Los cortes de cerebro se
incubaron con el anticuerpo primario Anti-GnRH (Santa Cruz) 1:500 y como
anticuerpo secundario se aplicé el Anti conejo 1:1000 conjugado con el marcador
fluorescente Alexa 488 1:1000 y contrastado con el marcador nuclear Syto 64
utilizado 1:1000 (Invitrogen, USA)

3.9.1 Analisis de Imagenes en Microcopio Confocal

Para toda la inmunohistoquimica y la deteccion de los trazadores fluorescentes, los
cortes se montaron en glicerol, se observaron en el Microscopio Confocal
(OLYMPUS FV300) del IIBCE y las imagenes obtenidas se procesaron a través del
Programa Fluoview 5.0. Algunas imégenes se obtuvieron por combinacion del
confocal y el contraste de interferencia diferencial (DIC, siglas en inglés). Para
demostrar la co-localizacion de la sefial de dos marcadores en una misma célula se

realizé el analisis de los planos ortogonales.
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3.10 Aplicacion de trazador retrégado en Austrolebias affinis

Para ello se realiz6d la inyeccion de la Biocitina en el ojo izquierdo de A. affinis
adultas. Para visualizar el trayecto de la Biocitina se utiliz6 como revelado DAB
(Sigma) 0,2 mg/ml in TF 0,1 M pH= 7,2 y H202 0,03%. En algunos experimentos se
reveld la Biocitina con Streptavidina Alexa 488 1:200. Algunos cortes se
contratifieron con Syto 64.
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Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

4. RESULTADOS CAPITULO 1

4.1 Caracteristicas de los peces anuales

Presentan dimorfismo sexual, los machos son mas grandes que las hembras, en la
mayoria de las especies, son muy coloridos y exhiben un patrén de barras verticales

o0 puntos en los flancos del cuerpo tipico de cada especie (Costa, 1998). Las

hembras son pardas con dos manchas oscuras en la cola (Fig. 9).

Figura 9. Imagenes fotogréficas de peces del género Austrolebias (A. charrua). Se
muestra el marcado dimorfismo sexual del género. Hembra (izquierda) y macho (derecha).
(Fotografia tomada por Casacuberta)

Este pronunciado dimorfismo sugiere que la seleccion sexual podria jugar un papel
clave en la especiaciéon y evoluciéon de estos peces (Garcia y col., 2008). Con
respecto a las caracteristicas de su habitat natural, las Austrolebias habitan masas

temporales de agua dulce y presentan un ciclo de vida anual (Fig. 10).
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Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

Figura. 10 Esquema que ilustra el ciclo de vida anual de las Austrolebias sp. (Wourms,
1972).

Durante el periodo de lluvias es posible localizar ejemplares juveniles y adultos en
los cuerpos de agua antes mencionados. Cuando alcanzan su madurez sexual, las
parejas se aparean mediante una elaborada conducta de cortejo, que culmina con la
deposicion de los huevos embrionados en el fondo del charco donde experimentan
detenciones en su desarrollo denominadas “diapausas” (Wourms, 1972). En época
de sequia estival ocurre la muerte masiva de todas las formas postnatales. Al arribo
de la siguiente estacion lluviosa, los huevos desecados eclosionan y reinician un
nuevo ciclo de vida. Los huevos embrionados pueden mantenerse en el laboratorio e
inducirse la eclosion a demanda, lo que facilita el trabajo experimental con edades

precisas.

En la etapa de cortejo, las peceras son acondicionadas cubriéndoles el fondo con
una turba de ramas y barro con una profundidad de 10 cm. De este modo se simula

el substrato natural en que habitan estos peces (Fig. 11).
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Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

Figura 11. Secuencia de cortejo de Austrolebias charrua: A) Exhibicion del macho frente
a la hembra. B) Invitacion del macho a hundirse en el substrato. C) Aceptacion de la hembra
y D) Apareamiento (esquina inferior derecha). (Foto: M. Casacuberta.) Tomada del Capitulo
12 Libro Peces Anuales Passos y col., 2015.

En Uruguay se han reportado aproximadamente 40 especies pertenecientes al
género Austrolebias lo cual evidencia la gran especiacion del género (Costa, 2006;
Loureiro y col., 2011). Sus aspectos evolutivos, reproductivos y comportamentales
son objeto de estudio de zodlogos, genetistas, etdlogos y embridlogos de la Facultad
de Ciencias, Universidad de la Republica (UdelaR). Los enfoques multidisciplinarios,
permiten un manejo experimental racional de forma que no se altere el equilibrio de

sus ecosistemas ni la perpetuidad de las especies.

La alta especiacion y anualidad de las Austrolebias sugieren que el estudio de
la neurogénesis en estos peces puede proporcionar una herramienta

comparativa valiosa.

Las Austrolebias son Euteledsteos mas modernos que el pez Cebra. Por lo tanto es
un modelo propicio, desde el punto de vista filogenético, para realizar estudios
comparativos dentro del mismo género y con el pez Cebra. Este ultimo es un modelo
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Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

clasico y actual en esta area del conocimiento y su cerebro presenta aspectos en

comun y diferencias con los cerebros de Austrolebias.

4.2 Estrategias de supervivencia en condiciones extremas del habitat

Los pozos temporales de agua en que habitan cambian drasticamente en su corta
vida. Estos charcos presentan al principio del ciclo condiciones claras vy
transparentes del agua y a medida que se van secando aumenta la turbidez del
agua hasta quedar en el dltimo mes practicamente en condiciones de agua barrosa.
Estas condiciones extremas han hecho que este grupo de peces desarrolle
estrategias de supervivencia adaptadas a este medio tan cambiante como el hecho
de que los huevos embrionados queden durante todo el verano (4 meses) inmersos
en el barro seco y que sean capaces de seguir completando el desarrollo
embrionario, experimentando al menos 3 detenciones del mismo (diapausas) que
luego de la llegada de la lluvias terminan de completar. Estos peces presentan un
desarrollo de su capacidad reproductiva tempranamente y su ciclo reproductivo no

cesa hasta que los charcos terminan de secarse (Berois y col., 2015).

4.3 Anatomia del cerebro de Austrolebias charrua

En trabajos previos hemos descrito en detalle las caracteristicas cerebrales de A.
charrua (Rosillo y col., 2010). De todos modos nos parece importante destacar las
caracteristicas generales y en particular detenernos en el Bulbo olfatorio. En este
pez las tres grandes divisiones del cerebro: anterior, medio y posterior, presentan un
desarrollo similar. En cambio al compararse con el cerebro del pez Cebra es un
cerebro de mayor tamafio. En el cerebro anterior se observaron los l6bulos
telencefélicos y los Bulbos olfatorios son grandes y sésiles en lugar de pedunculados
como ocurre en Cebra. En cerebro medio se encuentran los Tectum &pticos bien
desarrollado, mayores que en el pez Cebra, y en el cerebro posterior se destaca el

cerebelo también con un desarrollo importante. (Fig. 12).

41
Autor: Juan Carlos Rosillo Marti



Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

Figura 12. Imdgenes macroscépica y microscépicas del cerebro de Austrolebias
charrua. A) Vista panordmica. B) Corte parasagital al Vibratomo sin ninguna tincién. C)
Corte parasagital a diferente nivel teflido con DAPI. Se observa la posicién y tamafio
del BO con respecto al Tel, siendo este un BO sésil. BO, Bulbo olfatorio; Tel,
Telencéfalo; TO, Tectum Gptico; Nop, Nervio optico; NO, Nervio olfatorio.
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Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

4.4 Anatomia del Bulbo olfatorio de Austrolebias charrua

El desarrollo embrionario de los peces teledsteos presenta una caracteristica
diferencial respecto a otros vertebrados y es lo que se denomina “eversiéon”. En una
etapa del desarrollo, la porcion dorsal del tubo neural sufre una eversion de manera
gue lo que corresponde al Pallium queda expuesto hacia afuera y en el adulto parte

del epitelio ependimario queda en los bordes exteriores del telencéfalo dorsal.

Dentro de los peces teleésteos también hay gran variedad de modelos anatémicos
de BOs. En los peces del género Austrolebias existen caracteristicas intra e
interespecificas propias. En primer lugar anatdmicamente los BOs son prominentes,
presentan una disposicion sésil definida por encontrarse adyacentes a los l6bulos
telencefélicos en posicion rostro-ventral (Fig. 4). Sin embargo en otras especies
como Danio rerio los Bulbos olfatorios se encuentran alejados de los lobulos
telencefélicos por un pedunculo. En segundo lugar, existe un ventriculo Unico medial
entre ambos BOs. A diferencia de los reptiles o roedores, en los que cada BO
presenta un ventriculo y las capas celulares estan dispuestas en circulo alrededor de
ese ventriculo; en las Austrolebias, las capas celulares se disponen en paralelo a

una unica cavidad ventricular (Fig. 13).

43
Autor: Juan Carlos Rosillo Marti



Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

Figura 13. A) Vista lateral del cerebro de Austrolebias charrua. La linea indica el nivel de
la seccion transversal mostrada en B. B) Divisiones telencefélicas y del BO en el cerebro de
Austrolebias charrua. La nomenclatura utilizada fue la misma que se us6 para el pez anual
Nothobranchius furzeri (D"Angelo, 2013). A nivel del BO encontramos algunas diferencias
respecto a la capa glomerular de Nothobranchius. BO, Bulbo olfatorio; CB, Cerebelo; Teld,
Telencéfalo dorsal; Dm 1,2, Dorso medial; Dd, Dorso-dorsal; DId, Dorso-lateral dorsal; Dcl,
Dorso-central 1; Dlv, Dorso-lateral ventral; CCl, Capa celular interna; CCE, Capa celular
externa, CG, Capa glomerular; FNO, Fibras del nervio olfatorio; TO, Tectum Optico. Barras
de calibracion: A= 1 yum; B= 200 pm

Las capas celulares del BO en Austrolebias estan alineadas con la luz ventricular
similar a lo encontrado en otro pez anual africano el Nothobranchius furzeri
(D’Angelo 2013). Las capas se denominan: capa celular interna (CCl), la mas
proxima a la luz ventricular y es la que contiene las células granos las mas
pequefas, capa celular externa (CCE) se localiza alejada de la luz ventricular y
contiene las células de mayor tamafio (mitrales) y por ultimo la capa glomerular
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Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

donde estan conformados los glomérulos sinapticos que es la mas importante en
Austrolebias y ocupa el tercio externo del BO. Las células que estan en la primera
linea contra la luz ventricular, serian las que contactan con el liquido cefalorraquideo
y no integran las capas antes mencionadas, esa es una region de proliferacion
celular. (Fig. 4). En cuanto al circuito olfatorio de los peces, se describe que no
existen las células periglomerulares existentes en mamiferos (Andres, 1970; Butler
1996). Las células periglomerulares que se encuentran adyacentes a los glomérulos
y cumplen una funcién importante en la discriminacién de los olores (Breton y
Saghatelyan, 2012). En Austrolebias se observa una poblacién celular entre los
glomérulos sinapticos que podrian interpretarse como células periglomerulares (Fig.

14). Este tema sera tratado en el Capitulo 2.
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Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

Austrolebias charrua

Nervio 6ptico
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Figura. 14 Circuito en el Bulbo olfatorio. A) Corte parasagital realizado con vibratomo, sin
tincién del cerebro de A. charrua. La linea roja muestra el nivel del corte en B. B) Corte
transversal tefiido con Azul de Metileno donde se observa la zona del BO y del Tel dorsal. El
punteado en colores representa las diferentes capas celulares que se distinguen en el BO
de A. charrua. CCI células grano; CCE células mitrales; CG zona de los glomérulos
sinapticos. En la parte izquierda se esquematiza el circuito con los tipos celulares. Los
esquemas representan la vista dorsal del cerebro y las lineas punteadas en rojo indican los
niveles y orientaciones de corte en Ay B. Tel: Telencéfalo; BO Bulbo olfatorio.
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Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

5. DISCUSION

Los peces del género Austrolebias pertenecen al Orden Ciprinodontiformes, son
peces que poseen una caracteristica Unica referida a su corto ciclo de vida dentro de
los vertebrados que es menor a un afio. Este Unico ciclo de vida esta correlacionado
con su habitat que son pozos de agua dulce estacionales ubicados
fundamentalmente en América del Sur y Africa. El hecho de que los pozos se
sequen en pocos meses ha hecho que desarrollen estrategias Unicas de
reproduccion referidas a la existencia de huevos embrionados que sobreviven en el
barro, realizando detenciones en su desarrollo “diapausas”. Estos peces luego del
nacimiento en la época de lluvia alcanzan la madurez sexual a partir de los 2 meses
y en el laboratorio después de eclosionar llegan a la madurez sexual entre 8 y 12
semanas (Berois y col., 2015). Los peces mantienen el estado reproductivo hasta

gue los charcos se secan y todas las formas postnatales mueren.

Estas adaptaciones y su estilo de vida en charcos hacen que se generen numerosas
especies con caracteristicas particulares probablemente que respondan a cada
posicion geografica en el medio ambiente. Nuestros estudios han mostrado que
especies cercanas presentan cerebros similares pero no iguales y eso también se ha
visto reflejado en las tasas proliferativas de diferentes regiones del encéfalo.
(Fernandez y col., 2011).

Si bien estos animales estan considerados como peces macropticos con grandes
ojos y dimorfismo sexual en su colorido fenotipo, la visiébn puede no ser la modalidad
sensorial preponderante cuando los charcos se vuelven turbios. Por consiguiente el
olfato se convierte en la modalidad mas importante al final de la vida de estos peces
cuando se estan reproduciendo. Estos hechos junto con nuestros datos previos
sobre la presencia de una conexion importante entre BO y retina, mas importante
gue en pez Cebra, nos hace pensar que la actividad neurogénica en Bulbo olfatorio

es mas exigida que en otros peces como el pez Cebra (Rosillo y col., 2013).

47
Autor: Juan Carlos Rosillo Marti



Austrolebias charrua: caracteristicas como modelo biol6gico y anatomia del cerebro.

El estudio comparativo realizado en el cerebro de tres especies de Austrolebias, dos
de ellas filogenéticamente muy cercanas, mostré algunas diferencias anatémicas e
importantes diferencias en las tasas proliferativas de estructuras relacionadas con la
vision y la olfaccién. Estos resultados junto con otros datos comportamentales
sugieren que la olfaccion es una modalidad sensorial muy importante para la funcion
reproductiva y la supervivencia en los charcos con poca luminosidad (Rosillo, 2010;

Fernandez y col., 2011; Passos y col., 2014).
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Neurogénesis en el Bulbo olfatorio: una respuesta a las necesidades del Sistema.

6. RESULTADOS CAPITULO 2

6.1 Citoarquitectura de los Bulbos olfatorios.

6.1.1 Cajal de Castro y Golgi

El método de impregnacion de las neurofibrillas nos proporcioné informacién acerca
de la correlacion anatomica del Bulbo olfatorio (BO) en el cerebro y de la
citoarquitectura, asi como la distribucion de los axones provenientes del nervio
olfatorio que participan en los contactos sinapticos de los glomérulos sinépticos. Las
células se tifieron de color @mbar y mostraron su distribucién. Por su parte, los
axones adquieren una fuerte tonalidad oscura debido a la impregnacion con las
sales argénticas de las neurofibrillas. En los laterales externos del BO se observa
una densa tincion en el lugar de entrada del nervio olfatorio. Luego de la entrada, los
axones se ramifican en ramas mas finas que se distribuyeron lateralmente y
rodeando los bordes externos de ambos BOs desde su porcién ventral hasta su
porcion dorsal, delineando toda la region que ocupan los glomérulos olfatorios
(Fig.15).
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Figura 15. Cajal de Castro en el BO. A) Vista panoramica del BO en su ubicacion
anatomica en el cerebro. B) Se observa la entrada del Nervio olfatorio (NOe) fuertemente
impregnados por las sales de plata, los axones entran para formar los glomérulos olfatorios
(Go). C) Se sefiala con flechas celestes la trayectoria del NO desde la copa olfatoria (linea
punteada en amarillo) en el que se encuentran las células sensoriales del epitelio olfatorio.
Barras de calibracion: A= 500 um; B=200 pm; C= 100um

Los cortes semifinos realizados a partir de cortes de 30 um procesados por el
meétodo Cajal de Castro permitieron observar con mayor detalle las células que
conforman los glomérulos. Se observan células inmersas entre las arborizaciones

axonales tefiidas con el precipitado de plata y otras que estan por fuera de las
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arborizaciones. Por tal motivo interpretamos que existe una poblacién celular que
pueden considerarse como periglomerulares a diferencia de lo descrito para otros

peces (Butler y Hodos, 1996) (Fig. 16).
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Figura 16. Cortes semifinos tefiidos por el método de Cajal de Castro. A) Vista
panoramica de un corte transversal a nivel del BO. B) Se observan la entrada de Axones
(Ax) impregnados para formar parte de los circuitos olfatorios. C) A mayor aumento es

posible ver los cuerpos de las células mitrales CM y periglomerulares CP (*) recibiendo
contactos de axones del nervio olfatorio (cabeza de flechas rojas). Barras de calibracion: A=

50 um; B= 30 um; C=10 pm.
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El método de Golgi permitié la identificacion morfolégica de los tipos celulares
caracteristicos del BO que también fueron identificados con otras técnicas. En
particular se observa la impregnacion de la glia radial ubicada en la ZTr, y la
caracteristica célula grano con forma monopolar y pequefia asi como células de

mayor tamafio que por su ubicacion podrian ser células mitrales o periglomerulares

siendo dificil su distincion entre ellas. (Fig. 17).

Figura 17 Técnica de Golgi en el BO. A) Vista panordmica de un corte transversal a nivel
del Telencéfalo. Se observa una célula elongada en la ZTr (delimitada por la linea amarilla
punteada). B) Mayor aumento de A donde se ven las caracteristicas de la célula glial radial
(GR). C) Célula grano en el BO. D) Célula mitral o periglomerular del BO. Barras de
calibracién: A= 100 pum; B= 50 um; C y D= 30um

6.1.2 Deteccion de NADPH-diaforasa

La enzima NADPH-diaforasa (enzima de sintesis del oOxido nitrico (ON)
neurotransmisor esta presente en los sistemas sensoriales. Su deteccidon por
Histoquimica se observd en dos sitios particularmente: la zona de los glomérulos
sinpticos y la zona de la transicion (Fig. 18). Era esperable encontrar los axones
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provenientes del nervio olfatorio positivos a la enzima. Sin embargo la presencia de
la glia radial de la transicién, fue mas inesperada y sin duda la interpretacién de los
resultados difiere de lo tradicionalmente descrito ya que estas células no son
neuronas. Aunque en las glias radiales Aromatasa positivas se ha reportado la
presencia de la enzima (Diotel y col.,, 2010, Strobl-Mazzulla, y col.,, 2010), en
numerosas zonas periventriculares de peces teledsteos se detecto la presencia de la

enzima y se piensa que aqui la funciébn del ON seria modular la actividad

neurogeénica (Pushchina y col., 2014).

Figura 18. Detecciéon de la NADPH- diaforasa en el BO. A) Corte parasagital del
telencéfalo de A.charrua, donde se observa la presencia de la enzima en los glomérulos
olfatorios que ocupan una importante porcién del BO. B) Corte transversal donde se observa
la expresiéon de la enzima en el tercio externo del BO. C) Mayor aumento de la zona de
transicion ZTr donde se localizan numerosas glias radiales positivas a la reaccién. D) Corte
transversal de mayor aumento donde se puede observar las glias radiales positivasen las
ZTr en ambos hemisferios del Tel. Tel: Telencéfalo, VT: Ventriculo Telelecefalico, BO: Bulbo
olfatorio, CG: Capa glomerular, GR: Glias radiales, ZTr: Zona de transicion. Barras de
calibracion: A= 300 um; B= 200; C= 30 um; D= 100 pm.
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6.1.3 Detalles estructurales de la capa glomerular

Las metodologias mostradas anteriormente permitieron delimitar la zona de capa
glomerular (CG) donde se observé una profusa arborizacion axonica de origen del
nervio olfatorio y los demas componentes celulares que integran el circuito, como las
células mitrales, las periglomerulares y los granos. El andlisis inmunohistoquimico
con anti-S-100 (marcador glial) nos permite detectar las caracteristicas de la glia que
acompanfa los glomérulos sinapticos. La glia presentd una arborizacién similar a la
observada con la NADPH-diaforasa, ocupo el tercio externo del BO y este tipo de
arborizacion glial solo aparece en esta localizacion en el cerebro de Austrolebias
charrua. La combinacion del anticuerpo anti-S-100 con un anticuerpo anti-
Neurofilamento muestra la distribucion de las neuronas que se encuentran

comprendidas en la CG (Fig. 19A).

El estudio realizado con microscopia electrénica en esta zona muestra hnumerosos
axones densos y cargados de vesiculas que realizan contactos sindpticos con
estructuras mas claras que probablemente sean las dendritas de las células que
participan en el circuito glomerular. Alrededor de las zonas sinapticas se observaron
células gliales con nucleos provistos de cromatina compacta, que presentan
prolongaciones de densidad intermedia. Estas prolongaciones gliales también se

observaron acompafando los axones que realizan sinapsis (Fig.19.)
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Figura 19. Glomérulos sinapticos del BO de A. charrua. A) Inmunohistoquimica en el BO donde se
observa la glia S-100 positiva (verde) que acompafa los glomérulos olfatorios y las neuronas (rojo)
marcadas con anticuerpo anti-Neurofilamentos, donde se aprecian los diferentes tamafos de células
grandes mitrales (CM), células periglomerulares (CP)y células grano (Gr). B) Microfotografia
electronica de la Capa glomerular donde se observan axones oscuros, dendritas en claro (D) y glias
de densidad intermedia que acompafian a los axones (flechas blancas). C) Célula glial de los
glomérulos. D y E) mayor aumento de las zonas sinapticas donde se observa el contenido de los
axones con abundantes vesiculas (Vs) y mitocondrias (M). F) Sinapsis quimica tipica de la zona
glomerular. Barras de calibracién: A= 100 um; B= 2 um; C= 3 um; D,E= 0,5 um; F= 0,1 um.
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6.2 Composicién celular del Bulbo olfatorio y caracteristicas histolégicas de

las paredes ventriculares en las zonas de mayor proliferacion celular

El estudio de la citoarquitectura de las paredes ventriculares a nivel del BO y la
transicion del BO con el Telencéfalo (Tel) se realizO mediante las herramientas
metodolbgicas anteriormente descritas en los procedimientos experimentales. La
nomenclatura utilizada para nombrar las regiones cerebrales involucradas en este
analisis fue basada en los atlas de pez Cebra (Danio rerio) y un pez anual africano
Nothobranchius furzeri, (Wullimann y col., 1996; D" Angelo, 2013).

La mayor proliferacion celular observada se localizo principalmente en regiones del BO y Tel
gue contactan con la luz ventricular. En este sentido identificamos tres regiones
neurogénicas: 1- zona de transicion BO-Tel (ZTr) localizada en la porcién dorsal del BO
limitrofe con los I6bulos telencefalicos. Es una regién coincidente con el nicleo dorsal del
area telencefélica ventral en las proximidades de la capa celular interna del BO; 2- la zona
medial (ZM) localizada entre la ZTr y las zonas ventrales y por dltimo; 3- la zona ventral del
ventriculo telencefélico (VT) que se extiende a través de la interconexion de ambos BOs
mediante un puente de fibras mielinicas que conforman el trayecto de la via olfacto-retinal
(Rosillo y cal., 2013). Una vista panoramica de estas regiones se observa en cortes semifinos
tefiidos con AMB Yy los marcadores de proliferacion celular utilizados CldU e IdU con 7 dias
de sobrevida entre uno y otro. (Fig. 20A,B). Como se puede observar, en la tincion con AMB
se aprecia una composicion celular no homogénea en el VT (Fig. 20A). En cuanto a los
nucleos positivos a los marcadores de proliferacion celular se observd una fuerte
concentracion de nucleos CldU e IdU positivos en la pared lindante con el ventriculo, asi

como algunos nucleos que captaron ambos marcadores de proliferacion celular (Fig. 20B).
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Figura 20. Regiones proliferativas en la pared medial del BO en A. charrua. A) Cortes
semifinos transversales del telencéfalo a nivel del BO tefiidos con AMB 1% que muestra la
citoarquitectura de la pared ventricular telencefalica. El inserto en la esquina superior
derecha muestra las tres regiones analizadas (1, 2 y 3). El inserto en la esquina inferior
izquierda muestra una fotografia del cerebro de A. charrua; la linea discontinua indica el
nivel y la direccién del corte obtenido y tefiido con AMB. El rectangulo rojo muestra el area
gue observamos por MET. B) Proliferacion celular CldU (rojo) e IdU (verde) en una seccién
transversal al mismo nivel de la seccion tefiida con AMB. Barra de calibracion: A= 50 um; B=
100 pm.

6.2.1 Cuantificacién del namero de células proliferantes en el Bulbo olfatorio y

Telencéfalo

La cuantificacion de las poblaciones de células proliferantes IdU positivas
(fluorescentes en verde) casi duplicaron el numero de células CldU positivas
(fluorescentes en rojo). Por su parte, el nimero de células IdU/CIdU positivas
(fluorescentes en amarillo) representaron solamente un 10% del total de células

marcadas. Los resultados estimados se representaron en el (Grafico 1).
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Gréfico 1. Cuantificacién de ndcleos positivos 1dU, CldU e IdU/CIdU en los niveles de BO y
Tel. En ambas regiones las células amarillas representan el 10% del total de células
proliferativas.

6.2.2 Identificacion por Inmunohistoquimica de células proliferantes
propuestas como candidatas a células madre

Al analizar la distribucion de la glia radial en la porcion rostral del cerebro anterior
observamos células BLBP y Vimentina positivas (marcadores de células
progenitoras). Los anticuerpos aplicados para detectar estas proteinas son

especificos de células gliales y tuvieron una orientacién y distribucion particulares.

Las células BLBP positivas se localizaron a todo lo largo de la regién medial y
periférica del Telencéfalo. Mientras que, en el BO las prolongaciones de las células
BLBP positivas se observaron orientadas en diferentes direcciones que podrian

explicar la migracion radial y tangencial de los neuroblastos (Fig. 7A).

Con respecto a las células gliales radiales Vimentina positivas, éstas presentaron
una fuerte inmunorreactividad en la porcion mas ventral del BO unido a un bajo

marcaje en la ZM y la ZTr (Fig. 21B). En la ZTr los cuerpos de las células BLBP
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postivas estuvieron altamente concentrados y coincide con el sitio que presentd una

alta inmunorreactividad de los factores de trascripcion Sox2 y Pax6 (Fig. 21 CD).

Figura 21. Inmunorreactividad diferencial de marcadores de células progenitoras en
BO vy Tel en secciones parasagitales. A) Inmunorreactividad significativa de BLBP (verde)
en los procesos gliales radiales en el BO y en las zonas proliferativas. Los nucleos BrdU
positivos aparecen en rojo. B) Sefales de células Vimentina positivas (verde) y nicleos
BrdU positivos (rojo) en el BO. Obsérvese la orientacion diferente de los procesos de
Vimentina positivos en comparacion con la mostrada en A. C) Sefial de Pax6 (roja) junto con
el marcaje de I1dU/CldU en BO y Tel. D) Sefial de Sox2 positiva (rojo) combinada con
IdU/CIdU. Los cuadros amarillos que aparecen en ambos dibujos representan la region
analizada en todas las imagenes. Barras de calibracion: A,B= 50 ym; C,D= 150 pym.

Referente a su distribucion, en la ZTr las células BLBP positivas estan presentes en
toda la region dorsal de la ZTr, mientras que las células Vimentina positivas estan
confinadas a la zona ventricular (Fig. 22A,C). La mayoria de las células que

contactan el liquido cefalorraquideo (LCR) fueron inmunorreactivas al BLBP.
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Figura 22. Expresion de marcadores de células progenitoras Vimentina y BLBP. A)
Inmunohistoquimica que muestra células GRs Vimentina positivas en la ZTr. B) Dibujo que
indica la ubicacion de ZTr y las células GRs (verdes y rojas) cerca de los ventriculos. Los
neuroblastos (azules) se localizan mas internalizadas en el parénquima).C)
Inmunorreactividad positiva para BLBP a lo largo de ZTr. BLBP, proteina de unién a lipidos
del cerebro; BO, Bulbos olfatorios; VT, ventriculo telencefélico; Teld, telencéfalo dorsal; ZTr,
zona de transicién. Barras de calibracion: A= 10 um; B= 20 um.

6.2.3 Las glias radiales estan unidas por Conexina 43 (Cx 43)

El analisis inmunohistoquimico de la glia radial en la transiciéon entre el BO y Tel
muestra una poblacion heterogénea donde algunas glias expresan Vimentina, otras
BLBP y en algunos casos expresan ambos marcadores (Fig. 22). Estas glias que
lindan con la luz ventricular muestran inmunorreactividad positiva de Cx 43
(marcador de las proteinas que integran las unidades proteicas de las uniones tipo
“GAP”). La inmunorreactividad a Cx 43 se visualiza tanto entre los somas como en
las prolongaciones de las glias radiales. La GR también se las observa en estrecho
vinculo con los vasos sanguineos donde parece también presentar uniones de tipo
GAP (Fig. 23).
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Figura 23. Inmunohistoquimica en la ZTr donde se muestra la inmunorreactividad de Vimentina
y BLBP en las glias radiales. Las GRs se encuentran limitando la luz ventricular del VT, se
encuentran unidas entre si por uniones tipo GAP y con la presencia de Cx 43 (rojo) entre ellas. A)
GRs positivas a la Vimentina y a Cx43 en soma y prolongaciones. B) Doble marcado de Vimentina y
BLBP, la flecha blanca indica una célula doble marcada. C) vista panoramica de la ZTr. D y E) Mayor
aumento de dos sitios de C. En E se observa una GR Vimentina positiva en estrecha vinculacion con
un vaso sanguineo (Vs). Barras de calibracion: A-B= 10 um; D= 20 pm; D=5 pm; E= 10 pm.
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6.3 Composicion celular y sus detalles estructurales

Al observar las imagenes por MET se describieron células con diferentes electrondensidades
nuclear y citoplasmatica respectivamente. Las células con mayor electrondensidad se
localizaron en las proximidades de la luz ventricular en coincidencia con las regiones mas

proliferativas (Fig. 20A).

Al enfocarnos en las paredes del BO que proyectan hacia la luz ventricular, la ZM fue el nivel
gue mayor proliferacion mostr6 en el BO y presenta una neurogénesis activa
intrinseca poco explorada. Una proporcion significativa de células mostraron
fenotipos intermedios caracteristicos de encontrarse en etapa transicional. Un dato
relevante fue que en la ZM también se observaron tres tipos celulares principales,
previamente reportados en otros sitios neurogénicos del cerebro adulto (Rosillo y col.,
2010; Fernandez y col., 2011). Asimismo se incluyeron los subtipos celulares para

lograr una mejor descripcion.

En primer lugar encontramos las células Tipo | que se encontraron densamente
acumuladas en los sitios altamente proliferativos reconocidas por otros métodos. Estas
células fueron las mas pequefias (4-5 um), presentaron nucleos mas electrondensos
e irregulares. Su citoplasma mostré alta electrondensidad debido a la presencia de
muchos ribosomas libres. En grupos de células Tipo | fue comun observar figuras
mitoticas en las células que se encuentran siempre en contacto con el LCR, pero rara
vez lejos de la luz ventricular (Fig. 24A,B). Las células observadas en las proximidades de
la luz ventricular exhibieron diferentes uniones intercelulares, también existieron grupos
de células de este tipo que parecen interdigitarse con la membrana plasméatica de las
células vecinas. También fueron observados, espacios entre la membrana celular de células
contiguas y un unico cilio en el polo apical de las células que lindaron con la luz ventricular
telencefalica. (Fig. 24C, asterisco). Las células Tipo | que no contactaron con el LCR se
encontraron cercanas a la pared ventricular. Estas células tuvieron un nucleo mas irregular
con indentaciones y muy electrondenso que sugiere alta proliferacion y se confirmé

posteriormente con la presencia de altos niveles de células mitéticas en esta regién. Dado
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gue estas células pueden ser amplificadoras/transitorias las denominamos como células Tipo
| t. Otras células del Tipo | se ubicaron mas alejadas de la luz, presentaron una apariencia

mas irregular y se observaron frecuentemente agrupadas y con espacios entre ellas.

Las células Tipo Il presentan un nucleo con electrondensidad intermedia, sin
indentaciones y tamafio aproximadamente entre 6 y8 um en su eje mayor. Presentaron
citoplasma més claro, abundante con muchas mitocondrias agrupadas en el polo apical.
En este polo fue comln observar vacuolas de diferentes tamafios. Las células Tipo Il son
monociliadas con vacuolas y microvellosidades generalmente cercanas al cilio (Fig. 24C).
Fue frecuente encontrarlas en contacto con la luz ventricular o intercaladas con las células

Tipo | lindantes también con la luz ventricular.

Por ultimo; las células Tipo lll, presentan el nucleo redondo (6-8 um de diametro), mas
electronliicido, con 1 o 2 nucléolos localizados préximos a la envoltura nuclear y presentan
poco citoplasma y claro. Las células Tipo lll se encuentran localizadas en la segunda fila de

células o internalizadas en el parénquima escasamente en contacto con la luz ventricular.

Estas células coinciden con caracteristicas propias de neuronas que se encuentran en
diferentes estadios de diferenciacion, desde neuroblastos con pequefias cantidades de
citoplasma hasta neuronas postmitéticas mas maduras (Fig. 24D). En la zona 2 las células
Tipo Il parecieron no encontrarse en migracion al no observarse espacios intercelulares

entre ellas.
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Figura 24. A) Micrografia electronica a mayor aumento de las zonas 1y 2. A) Algunas
células estan mas alejadas del lumen y tienen una forma mas regular con espacios entre las
células Tipo Il con electrondensidad intermedia; El Tipo Il estd compuesto por las células
mas electronllcidas que sugieren ser neuronas post-mitéticas. B) Mayor magnificacion de
las células de Tipo | que entran en contacto con la luz del ventriculo y son altamente
electrondensas. También se observan uniones celulares y microvellosidades (*). C) Células
de Tipo Il a gran aumento que muestran la densidad de electrones intermedia y el contacto
con la luz ventricular. Se muestra un solo cilio primario (*). D) Las células tipo Il (neuronas
post-mitdticas) tienen nicleos redondos con cromatina electronlicida. Barras de calibracion:
A=5pm; B=2 pm; C=1 pm; D=3 pm

Como se observo anteriormente en los cortes semifinos (Fig. 20A), la ZTr y las
zonas ventrales de los BOs mostraron una alta densidad celular y la mayoria de los
nacleos celulares se tifieron intensamente con AMB. Al analizar la ZTr por MET
observamos un predominio de células Tipo IV con caracteristicas tipicas de glia
radial (GR). Las células GRs ocuparon la ZTr completa y se extendieron 30-40 um
desde la luz ventricular hacia el parénquima. Las GRs presentaron una morfologia
elongada y organizadas en paralelo entre ellas con su eje mayor perpendicular a la
luz ventricular (Fig. 25A). Una primera fila de GRs estan en contacto con el LCR y la
segunda fila estuvo entremezclada parcialmente con la primera fila sin contactar el
LCR y con apariencia de epitelio pseudoestratificado. Las células GRs midieron en
Su eje mayor mas de 17 um y presentan diferencias en su electrondensidad tanto en

el nucleo como en el citoplasma. Teniendo en cuenta esta electrondensidad
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diferencial se distinguieron 2 subtipos de GRs; GRs claras (GR I) y GRs oscuras
(GR 11). Estos dos subtipos celulares se alternan entre si en una primera fila en
contacto con el LCR (Fig. 25A-C).

Figura 25. Andlisis de la Ztr (zona 1). A) Micrografia por MET de la ZTr que muestra los dos
subtipos de GRs identificados: Las GRI, mas electronlicidas estan generalmente asociadas
con neuroblastos, y las células GRII que son mas oscuras y a menudo estdn asociadas con
células que parecen ser glioblastos (¢gb?). La imagen también muestra grupos de
neuroblastos migrantes (linea discontinua roja, n) y células mas cercanas a la luz que tienen
nacleos irregulares (linea discontinua verde, t). El esquema muestra la ubicacion de ZTr en
la pared ventricular (VT). B) A mayor magnificacion se observan los subtipos de GRs que
muestran diferencias en la electrondensidad nuclear y citoplasmatica. C) Mayor
magnificacion de polos apicales celulares que muestran diferencias en la densidad de
electrones citoplasmaéticos, uniones intercelulares y microvellosidades que miran hacia la
luz. D) Mayor magnificacion de una célula GRII con un citoplasma electrondenso y un solo
cilio (*). (E) Neuroblastos migratorios (n) estan estrechamente vinculados por uniones gap
(flechas) y con espacios intercelulares entre ellos (*) Barra de calibracion: A= 5 um; B= 2
pm; C=1 pm.

Las GR | tiene muy pocos ribosomas libres a diferencia de la GR Il que presentan
muchos polirribosomas. En esta region, mas internalizadas en el parénquima,
observamos entremezcladas y adyacentes a las GRs tanto células migrantes (n)
como células con caracteristicas de células progenitoras (t). Las células migrantes
parecen estar unidas por uniones tipo GAP y poseen espacios intercelulares que
sugieren la migracion (Fig. 25A).
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6.4 Caracteristicas de las superficies ventriculares.

Mediante la Microscopia Electronica de Barrido los cerebros completos de A. charrua
se disecaron y ambos hemisferios se dividieron en planos sagitales para exponer las
superficies ventriculares de ambos hemisferios (Fig. 26A). Esta herramienta nos
permitié6 explorar simultaneamente las superficies que tapizan los BOs, las ZTr y el
Telencéfalo ventral (Telv) que proyectan hacia la luz ventricular. Como resultado se
constatd la superficie celular irregular en cada region y la presencia de cilios de
diferentes longitudes, direccidon de proyeccion, punto de origen variable y dos zonas
con numero variable de cilios (Fig. 26B,C). Las diferentes poblaciones de cilios
describen una linea divisoria entre la region ventricular correspondiente al Telv y las

paredes ventriculares del BO (Fig. 26A-C).

En el nivel del BO observamos células monociliadas con cilios entre 1-2 um de
longitud y que clasificamos como “cilio enano”. Estos cilios enanos parecen
originarse en la parte media del polo apical de la célula y llevan una expansién en la
punta que al analizarla por MET se observa como una estructura con bandas
transversales (Fig. 26D-F). Se observo ademas, que el cilio enano esta rodeado por

un numero variable de microvellosidades (Fig. 26G).

En cambio, las células que tapizan las paredes ventriculares telencefalicas son
monociliadas con cilios mas largos entre 10-12 um. Estos cilios parecen originarse
de la membrana celular sin ningan tipo de protrusion y van disminuyendo su
diametro desde la base hasta la punta que en general es fina y simple (Fig. 12G).
Algunas microvellosidades estan asociadas con la base de estos cilios largos (Fig.
26H). En la ZTr entre la pared ventricular del Telv y el BO existen cilios enanos y
mas largos entremezclados y presentaron organizacion 9+2 de sus microtubulos lo

cual se constaté por MET (Fig. 26H).
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Rt

Figura 26. Analisis por MEB de las paredes ventriculares. A) Vista panoramica parasagital de
gran parte del telencéfalo. B) Heterogeneidad de las paredes ventriculares entre el BO y el Tel dada
la apariencia diferencial entre las células ciliadas. C, D y E) Mayores magnificaciones de (B) que
muestran cilios mas cortos y abundantes en el BO y cilios mas largos y delgados en Tel. (C), asi
como también la morfologia diferente de los cilios que componen el BO y el Tel. Nétese la apariencia
general de los "cilios enanos" en el BO y la "protuberancia” en el lugar de emergencia de los cilios
largos en el Tel. Las lineas discontinuas rojas en las figuras A, B y C muestran el limite entre las
superficies ventrales del BO y Tel. F) Una vista de la especializacion observada en la punta del cilio
enano en el BO. El recuadro muestra la especializacién de la punta a mayor magnificacion. G)
Abundantes microvellosidades que rodean al cilio enano. H) Una mayor magnificacion del cilio del Tel
gue muestra su origen y pocas microvellosidades circundantes. El recuadro muestra la organizacién
de los microtubulos del cilio 9+2. Barras de calibracion: A= 300 um; B= 20 um; C= 10 pm; D,E=2 pm;
F=1pm; G, H=0,5 pm.
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6.5 Capacidad proliferativa y neurogénesis en diferentes ventanas temporales

de administracién

La proliferaciéon celular y la neurogénesis se evaluaron mediante la deteccion de los
marcadores de proliferacion BrdU, I1dU y CldU aplicados en diferentes ventanas

temporales.

En el experimento 1, los peces recibieron una inyeccion de BrdU con un tiempo de
sobrevida de una semana. Después del sacrificio por perfusion intracardiaca la
inmunodeteccion del BrdU se realizé combinado con el marcador neuronal HuC.
Como resultado, identificamos neuroblastos localizados en la porcion ventro-medial
del BO.

En las secciones parasagitales observamos una fila de nucleos BrdU positivos en la
transicion ventral de la pared ventricular que se extienden ventralmente hasta la
porcion mas rostral del BO con similares caracteristicas a la BMR (RMS, Banda
Migratoria Rostral siglas en inglés) (Fig. 27A-C). Algunas de las células positivas al
BrdU colocalizaron con el marcador neuronal HuUC (Fig. 27D-G). Los neuroblastos
HuC postivos presentaron diferentes formas y tamaifos, algunos fueron BrdU
positivos, en cambio otros fueron BrdU negativos. Las células BrdU/HuC positivas
generalmente se observaron con nucleos redondos y citoplasma con diferentes
niveles de marcado del HUC. Se observé que las prolongaciones de las células HUC
positivas transcurren en la direccion de migracion y muchos nucleos celulares
mostraron solamente sefial BrdU positiva (Fig. 27F). En resumen observamos
diferentes rutas migratorias desde la transicién de la pared ventricular con mayor

predominio del recorrido de la banda por la regidon ventral.
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Figura 27. Neurogénesis a nivel de la BMR (Banda migratoria rostral). A) Vista
panoramica del cerebro anterior en plano parasagital que muestra nicleos Brd positivos en
la porcion dorsal del BO y en la region ventral en la transicién del BO-Telv. En la esquina
superior derecha el rectangulo amarillo representa la regién analizada en las imagenes A-B-
C. B) El mismo compilado muestra la presencia de neuronas HuC positivas. C) Combinacién
de las sefales de los nucleos BrdU positivos (verde) y las neuronas HuC positivas (rojo) que
muestra su colocalizacion en la regién ventral del BO (rectangulo). D) A mayor aumento se
observa el area delimitada por el rectangulo en la Fig. C que muestra diferentes células
doble marcadas BrdU/HuC positivas que demuestran la neurogénesis en la RMS indicada
por las lineas amarillas. E) Canales confocales individuales que muestran los neuroblastos
migratorios. El canal verde corresponde a la sefal BrdU, el canal rojo muestra la sefal de
HuC vy la tercera imagen muestra la combinacion de ambos marcadores. F) Un solo plano
fusionado que muestra la colocalizacién del BrdU con el HuC en varias células. G) Vista de
planos ortogonales que confirman la co-localizacién de ambas sefiales en una misma célula.
Barras de calibracién: A-C= 300 um; D,E= 50 ym; F,G= 30 pm.
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En el experimento 2 utilizamos dos marcadores de proliferaciéon celular
administrados en dos momentos diferentes, 7 y 30 dias respectivamente. Esta
estrategia experimental nos brindd informacion acerca del origen y la dinamica de

migracion de las células proliferantes.

Sobrevida de 7 dias (IdU) y 24 h (CldU): En primer lugar se administro el IdU (57,5
mg/kg Peso vivo) que lo tomamos como dia 0. Pasados 6 dias se inyect6 el CldU
(42,5 mg/kg Peso vivo), 24 h después se sacrificaron y fijaron por perfusiéon
intracardiaca. Al combinar ambos marcadores con Pax6 observamos que la pared
ventricular telencefalica es altamente proliferativa y coincide con la sefial de Pax6 en
la ZTr, la cual exhibié la mayor proliferacion celular (Fig. 28A-C). Muchas de las
células Pax6 positivas colocalizaron con células IdU/CIdU positivas y su ubicacion
coincide con la de las células progenitoras que observamos por MET a 30-40 um
distantes de la luz ventricular (Fig. 28D,E). Otro grupo de células IdU/Pax6/CldU

positivas se encontraron en la ZM mas cercanas a la luz ventricular (Fig. 28E).
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—BCombinac.

Pax6 CldU

Figura 28. Imagen confocal del analisis inmunohistoquimico triple de IdU/CIdU y Pax6
en cerebro de A. charrua. A) Seccion transversal que muestra el inmunomarcaje IdU
(verde) a nivel de BO. B) La misma secciébn que muestra que la sefal CldU (roja) es
coincidente con el inmunomarcaje del IdU. C) La sefial de Pax6 se distribuye a lo largo de la
pared ventricular y en la ZTr. D) Fusién de los tres canales de imagenes confocales que
muestran la colocalizacion de Pax6 en los nucleos teflidos con ambos marcadores de
proliferacién utilizados. E) Triple marcado de células proliferativas IdU/CldU/Pax6 en la ZTr y
la ZM. En la ZM la triple marcaciéon coincide con las células Tipo Il descritas por MET
(flechas amarillas). El recuadro muestra a mayor magnificacién un tnico plano confocal que
muestra la triple colocalizacion mas internalizada en la ZTr. ZM, Zona medial; BO, Bulbos
olfatorios; ZTr, zona de transicion; VT, Ventriculo telencefalico. Barras de calibracion: A-D=
150 pm; E= 50 um; recuadro= 30 pum.
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Sobrevida de 30 dias (IdU) y 24 h (CldU): Con este intervalo temporal la
colocalizacion de ambos marcadores sugiere que estas células no migraron y
reentraron en el ciclo celular. Este resultado junto con su morfologia celular y la
inmunorreactividad al Pax6 confirma la presencia de células madre en las ZTry ZM.
Estas células previamente las habiamos clasificado como células Tipo Il. El
protocolo de administracion de los dos marcadores con la ventana temporal mas
prolongada mostré un alto porcentaje de células proliferativas a todo lo largo de la

pared ventricular en la que la ZTr presenté los mayores niveles de marcaje.

A partir de la técnica inmunohistoquimica y el uso de la microscopia confocal
reconocimos tres poblaciones de células proliferativas: 1) células proximas a la luz
ventricular (CldU positivas); 2) células que migran diferentes distancias desde la
pared ventricular (IdU positivas) y 3) células que no migran pero reingresan al ciclo
celular constatado por la incorporacién del segundo marcador de proliferacion celular
(CldU/1dU positivas) (Fig. 29).

En la ZM los nucleos doble marcados (amarillos) se encontraron proximos al tercio
superior de la pared ventricular (Fig. 29A,B). Estas células grandes (de 10 um
aproximadamente), redondas y monociliadas (Fig. 29C,D) fueron las que
previamente describimos como células Tipo Il en la Fig. 24. La neurogénesis en esta
region fue muy frecuente dada la inmunorreactividad al IdU y al HuC (Fig. 29E,F). De
igual forma encontramos células amarillas (IdU/CldU positivas) que colocalizaron con
la Vimentina (Fig. 29G).

De todas las regiones analizadas la regién posterior de la ZTr BO-Tel (que limita con
la regién telencéfalica ventral) fue la regidbn que exhibi6 mayores niveles de

proliferacion celular.
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Figura 29. Analisis de la proliferacién celular. A) Vista panoramica de una seccion
transversal a nivel de la transicion BO-Tel con células inmunorreactivas al IdU y al CldU,
administrados 30 dias y 24 horas antes de la fijacion. Células positivas 1dU/CldU e IdU
muestran la distribucién de células en proliferacién y en migracion. Los nucleos dobles
marcados se observaron en la zona medial (ZM) (rectangulo en lineas discontinuas), y
células IdU positivas que migran radialmente en el area completa. B) Vista panoramica de
un hemisferio tefiido con AMB que enmarca la ZTr con lineas discontinuas. C) Mayor
magnificacién de zona enmarcada en A (30 um de espesor). En la ZM se observan células
gue captaron los marcadores de proliferacion celular 1dU/CIdU (flechas amarillas). Estas
células son coincidentes con las células putativas mostradas en D por MET. D) Micrografia
electronica de célula Tipo Il que presenta “cilio enano”. E) Inmunohistoquimica de HuC e 1dU
(7 dias) en el BO. F) Los planos ortogonales muestran la colocalizacion precisa de ambos
anticuerpos. G) La colocalizaciéon con IdU/CldU/Vimentina muestra célula triplemarcada
ampliada en el recuadro (*) en contacto con la luz ventricular (VT) en la ZM. Estas células
amatrillas son de Tipo Il. Barra de calibracién: A,B= 100 um; C= 50 pym; D= 3 um; F= 10 um,;
G=50 pum.
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6.5.1 Ruta de migracion de neuroblastos a lo largo del cerebro anterior hasta el

Bulbo olfatorio

En los dos periodos de administracion de los marcadores de proliferacion celular (7 y
30 dias), algunos cerebros de Austrolebias adultas se cortaron en su plano
parasagital. Esta orientacion nos aportd informacién complementaria acerca del
posible recorrido de los neuroblastos. Al administrar el CldU 7 dias después del 1dU,
se obtuvo como resultado que la mayoria de las células proliferativas se observaron
confinadas o a pequefia distancia de la pared ventricular. Los cortes seriados
evidenciaron diferencias en la distribucién de los tipos de células proliferantes en
dependencia de la proximidad a la pared ventricular. Los nucleos dobles marcados
(IdU/CIdU positivos) se localizaron con mas frecuencia muy cercanos a las paredes
ventriculares (Fig. 30A-C) con un numero decreciente de nucleos a unos pocos

micrometros alejados de la luz ventricular (Fig. 30D,E).

F1du/CldU

Teld

Figura 30. Curso temporal (7 dias) de la proliferaciéon celular en la pared ventricular. A)
Imagenes confocales (eje Z 30 um espesor) en planos parasagitales proximos a la zona
ventricular que muestra nucleos IdU positivos pasados 7 dias de inyectado. Estos nlcleos
estan localizados principalmente en la pared ventricular préximos a la luz. B) Nucleos CldU
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positivos (24 h postinyeccion) presentes en la misma ubicaciéon de nlcleos marcados con
IdU. C) La combinacion de las imadgenes A y B muestran que ambos marcadores se
encuentran casi en la misma ubicacion. La colocalizacién de IdU/CIdU es poco frecuente en
este tiempo experimental. D) Compilado de imagenes confocales (30 um de espesor) que
muestra el Ventriculo ventral en plano parasagital con 7 dias del experimento. Se pueden
notar algunos nucleos IdU positivos siguiendo el trayecto de la BMR hacia la porcién mas
rostral del BO (flechas blancas). El inserto muestra un nucleo doble marcado con la tipica
sefial y localizacion de células Tipo Il. E) Corte parasagital del Ventriculo ventral en
experimento de 7 dias confirma la presencia de nucleos IdU positivos pertenecientes a la
BMR (flechas blancas). Barra de calibracion: A-C= 150 ym; D,E= 50 pm.

Al administrar el CldU 30 dias después de administrado el IdU, en los cortes
parasagitales observamos que la porcién posterior de la transicion BO-Telencéfalo,
limitrofe con el Telv, fue la region que exhibi6 mayor proliferacion celular. Se
pudieron distinguir diferentes rutas de migracion que no se observaron en los cortes

transversales (Fig. 31A,B).

Figura 31. Discriminacion temporal (30 dias) de la proliferacion celular en la pared
ventricular. A) Compilado de imégenes confocales (30 um de espesor) que muestra el
ventriculo ventral del cerebro anterior en plano parasagital. Algunos nucleos IdU positivos
son originados en la ZV y otros migran en diferentes direcciones hacia la porcién mas rostral
del BO (flechas blancas). Otro grupo de células migran hacia la porcién caudal del Tel (linea
discontinua). Las cabezas de flecha indican algunas células inmunorreactivas al IdU y al
CldU asociadas a vasos sanguineos en la ZV. B) Simple plano confocal muestra células IdU
positivas (verde) y CldU positivas (rojo) confinadas a la pared ventricular. Abreviaturas: BO,
Bulbo olfatorio; Telv, Telencéfalo ventral; ZTr, Zona de transicion; vs, vasos sanguineos.
Barras de calibracion: A,B= 150 um.
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Las células proliferantes migran en toda la region y fue evidente un trayecto de
migracion hacia el telencéfalo. El trayecto preferencial parece dividir las areas

ventrales y dorsales (Fig. 32)

IdU (7 dias) © /<) (24 h)

Figura 32. Discriminacion temporal (7 dias) de la proliferacién celular en la pared
ventricular. A) Compilado de imagenes confocales (30 um de espesor) que muestra el
ventriculo ventral en plano parasagital con 7 dias del experimento. Se pueden notar algunos
nacleos IdU positivos siguiendo el trayecto de la BMR hacia la porcion mas rostral del BO
(flechas blancas). El inserto muestra un nudcleo doble marcado con la tipica sefial y
localizacién de células Tipo Il. B) Vista en plano parasagital del ventriculo ventral en
experimento de 7 dias que confirma la presencia de nucleos IdU positivos pertenecientes a
la BMR (flechas blancas). Barra de calibracién: A= 150 um; B= 50 pm.

Por dltimo, otro dato a resaltar es que algunos nucleos IdU y CldU positivos se
encuentran en contacto con los vasos sanguineos, los cuales pueden
proporcionarles un soporte o andamiajes para dirigir los movimientos de las células

migrantes (Fig. 33).
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Figura 33. Vasos sanguineos como soporte de migracidon a células proliferativas. Vista
en plano parasagital del cerebro de A. charrua. Obsérvense algunas células proliferativas
adosadas a los vasos sanguineos, los cuales pueden proporcionarles a las células
proliferativas el soporte y direccionalidad de migracion. La flecha amarilla indica una célula
CldU/IdU proxima al vaso sanguineo (vs). Barras de calibracion: 100 um; imagen ampliada:
50 pm
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7. DISCUSION

7.1 Tipos celulares de la pared ventricular

En este trabajo identificamos tres nichos neurogénicos que preservan la
neurogénesis en el BO y Tel: ZTr (1), ZM (2) y zona ventral (3). Los nichos
neurogénicos identificados presentan los mismos tres tipos celulares (I, 11 y l1lI)
previamente descritos en la zona ventricular telencefalica a nivel de Teld en
Austrolebias (Rosillo y col., 2010). La composicion celular observada concuerda con
la descrita en la pared ventricular del tercer ventriculo en Eigenmania sp. (Zupanc y
Zupanc, 1992). Las células Tipo | son las mas proliferativas, captaron los
marcadores de proliferacion a las 24 h post inyeccion (CldU positivas, rojo), se
encontraron agrupadas, algunas contactan con el LCR y tienen un Unico cilio
primario. Nosotros proponemos a las células Tipo | como las mejores candidatas
para ser las "células amplificadoras transitorias" descritas en mamiferos, reptiles,
aves (Alvarez-Buylla y Kim, 1997; Doetsch y col., 1999; Garcia-Verdugo y col., 2002)

y en el pez eléctrico Gymnotus omarorum (Olivera-Pasilio y col., 2014).

Las células Tipo | son muy similares a las células Tipo IVa o IVb descritas en los
nichos neurogénicos de los BOs del pez Cebra (Lindsey y col., 2012, 2014). Similar
al pez Cebra, en Austrolebias estas "células amplificadoras transitorias" contactan la
luz ventricular. Este dato es una importante diferencia con los mamiferos, en los que

las células amplificadoras transitorias no contactan con el LCR.

Las células Tipo Il presentan una densidad electronica intermedia, son mas grandes
(6-8 um) pero menos abundantes que las células Tipo I. Las primeras se localizan
estratégicamente en areas proliferativas entremezcladas con células de Tipo |, es
decir, proximas a la luz ventricular o neuroblastos agrupados. Nosotros proponemos
a las células Tipo Il como las células madre porque incorporaron ambos marcadores
de proliferacion (células 1dU/CIdU positivas, en color amarillo) y no parecen migrar
en experimentos de 30 dias. Cabe resaltar que ademas de ser células monociliadas,
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inmunorreactivas a Pax6, Sox2 y Vimentina (Figs. 15, 17 y 20), reunen los
principales criterios para considerarlas como células madre neurales. Las células
madre se encontraron en la ZM adyacentes a la pared ventricular y en la ZTr mas
internalizadas en el parénquima. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Grandel y col., (2006) quienes también utilizaron dos marcadores de proliferacién
celular (IdU y BrdU) para identificar células que retienen los marcadores, mantienen
activamente su ciclo celular y se encuentran ampliamente distribuidas en el cerebro
del pez Cebra que incluyen las éreas telencefalicas. Las caracteristicas morfolégicas
de estas células Tipo Il son similares a las células Tipo Il descritas en el pez Cebra
por Lindsey y col., (2012). En peces teledsteos es la primera vez que el analisis
cuantitativo mostro que las células madre representaron un 10% del total de células

proliferativas identificadas en el BO y el Telencéfalo (Grafico 1).

Por su parte las células Tipo Ill son neuronas que se encuentran en diferentes
etapas de maduracién como se han descrito en todos los nichos neurogénicos en
diferentes grupos de vertebrados estudiados sin variacion (Sawada y Sawamoto,
2013). Todas las neuronas Tipo Il fueron inmunorreactivas al HUC y las mas
jovenes retuvieron la sefial de los marcadores de proliferacion como BrdU y sus
analogos halogenados utilizados (Figs. 25,27 y 29). Las células jovenes de Tipo llI
se observan agrupadas y semejan los neuroblastos migrantes (células Tipo A)
reportadas en mamiferos por Doetsch y col., (1997) y las del Tipo "n" descritas en

pez Cebra por Lindsey y col., (2012).

En la ZTr y las regiones ventrales existe un cuarto tipo celular (Tipo 1V)
predominante. Las células Tipo IV son glias radiales elongadas de las cuales
reconocimos al menos 2 subtipos; las GRI electronlicidas y las GRII electrondensas.
Ambos tipos celulares son morfolégicamente similares a las células Tipo Il descritas
en las zonas periventriculares del cerebro anterior del pez Cebra por Lindsey y col.,
(2012).
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7.2 Glias radiales

Las células GRs | y I, que expresan marcadores gliales radiales BLBP y Vimentina,
parecen generar diferentes tipos de células. Nosotros podemos interpretar que estas
células pueden ser las verdaderas células progenitoras de los neuroblastos o
glioblastos. Por los detalles subcelulares analizados por MET, las células GRs | se
observaron mas relacionadas con los neuroblastos mientras que las células GRs I
se encuentran mas proximas a los glioblastos. No obstante consideramos que esta
hipotesis debe ser investigada con mas detalle para su confirmacion. Estudios
previos han propuesto que la glia radial es el mayor intermediario entre la células
madre embrionarias y las neuronas del sistema nervioso central (Noctor y col., 2002;
Gotz y Barde, 2005; Pinto y Gotz, 2007; Schmidt y col., 2013). Ellos demostraron que
las células GRs son una poblacion heterogénea que da origen a neuroblastos o
glioblastos en dependencia de sus diferentes ubicaciones en el Sistema Nervioso
Central. Dado que las células GR | y GR Il coexisten en el mismo nicho nosotros
podemos sugerir que los nichos neurogénicos pueden experimentar alta plasticidad
neurogénica en respuesta a necesidades funcionales. Las células GRs persisten en
la adultez en diferentes clases de vertebrados como aves, reptiles y anfibios. En los
peces la glia radial en adultos participa tanto en la regeneracibn como en la
reparacion cerebral (Zupanc, 2001; Pinto y Go6tz, 2007). Numerosos estudios en
vertebrados no mamiferos han reportado que las células GRs que expresan
marcadores gliales representan la mayor poblacion en la zona ventricular tanto en el
cerebro en estadios embrionarios y adultos (Alvarez-Buylla y col., 1998; Font y col.,
2001; Garcia-Verdugo y col., 2002; Adolf y col., 2006; Grandel y col., 2006; Schmidt
y col., 2013). Observamos una elevada marcacion de BLBP en la mayoria de las
zonas ventriculares tal como se observd en secciones parasagitales. En la ZM
ventricular del BO, fue comun encontrar células gliales Vimentina positivas
colocalizadas con nucleos CldU positivos. Nuestros resultados son consistentes con
los encontrados en estudios realizados en el telencéfalo del pez Cebra, regién en la
gue se definieron 2 subtipos de células GRs (I y Il) que fueron definidos por su
inmunorreactividad a los marcadores de proliferacion. Las células GRs del subtipo I
se consideran como las que generan los neuroblastos por division asimétrica (ver la

revision de Schmidt y col., 2013) y son similares al subtipo GR | en la ZTr de peces
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del género Austrolebias las cuales podrian dar origen a neuroblastos también. De
acuerdo con nuestros resultados, podriamos postular que las células GR 1l pueden
dar origen a las células gliales. En pez Cebra se reporté que muchas células gliales
que expresan Aromatasa activamente se dividen y dan origen a nuevas neuronas
(Pellegrini y col., 2007).

Por su parte, los estudios desarrollados en areas ventriculares telencefalicas del pez
Pejerrey demostraron que las células GRs son ciertamente progenitoras que
generan neuronas Yy las células similares a astrocitos asi como; algunas células GRs
expresan Aromatasa (Strobl-Mazzulla y col., 2010). En nuestros resultados también
encontramos que muchas células GRs son células proliferativas concentradas en
zonas de alta proliferacion como la ZTr y la zona ventral del BO (regién 3). En
mamiferos, la superficie ventricular esta cubierta por un epitelio multiciliado mientras
gue en aves, reptiles y peces presentan una mayor proporciéon de células
monociliadas comparado con las células multiciliadas (Sawada y Sawamoto, 2013).
En nuestro estudio, al analizar la pared ventricular por MEB y MET nunca
encontramos células multiciliadas en la pared ventricular del BO ni a nivel del Telv.
Este hecho coincide con estudios previos realizados a nivel telencefalico (Rosillo y
col., 2010; Casanova y col., 2015). Sin embargo, difiere de lo reportado en areas
telencefélicas del pez Cebra que esta compuesta por células multiciliadas (Lindsey y
col., 2012; Ogino y col., 2016).

Es posible pensar que las células monociliadas sean necesarias en aquellas areas
proliferativas y potencialmente neurogénicas dada la demanda funcional del sistema
o las condiciones adaptativas a la que estan sometidas las diferentes especies del
género Austrolebias en su corto ciclo de vida. Esta idea es consistente con las altas
y rapidas tasas de neurogénesis descritas en Austrolebias por Fernandez y col.,

(2011) y compararse ademas con lo reportado en el pez Cebra.
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7.3 Caracteristicas de los cilios

Otras de las caracteristicas notables y no descritas hasta el momento, observadas
en las paredes ventriculares telencefalicas son las diferencias regionales en la
longitud y morfologia de los cilios. Los cilios enanos se encontraron a nivel de los
BOs y los més largos a nivel de Telv, respectivamente. Segun lo reportado por Ko
(2012), la longitud del cilio primario depende de la etapa del ciclo celular. Por tanto la
variacion en el tamafio de los cilios sugiere que existen diferencias en la proliferacion
celular en ambas regiones de las cuales la region del BO es la més proliferativa. Sin
embargo, es dificil pensar que las diferencias regionales en la longitud del cilio sélo
puedan atribuirse a diferencias en la proliferacion, ya que las diferencias de longitud
fueron consistentes. El cilio primario también se considera esencial para el factor de
crecimiento y la recepcién y transduccion del morfégeno (Ka Tong y col., 2014). Por
tanto, las diferencias morfoldgicas encontradas entre las zonas apicales de los cilios
del BO y Telv pueden atribuirse a un proceso de sefializacién diferencial en estas

regiones.

De acuerdo a su organizacion, en aves y mamiferos, las células GRs presentan un
cilio primario que contiene ocho o nueve pares de microtubulos en la periferia y
ninguno en el centro (Alvarez-Buylla y col., 1998, Garcia-Verdugo y col., 2002,
Tramontin y col., 2003). Por su parte, en peces adultos del género Austrolebias, en
las zonas ventriculares a nivel de los BOs, las células GRs presentan un solo cilio
con una disposicion de microtubulos 9+2 lo cual es caracteristico de cilios moviles en
células ependimarias. Esta organizacién es similar a la estructura 9+2 observada en
las células GRs monociliadas del cerebro y la médula espinal de reptiles (Font y col.,
2001; Fernandez y col., 2002).

7.4 Banda migratoria rostral en los Bulbos olfatorios

En los roedores, los neuroblastos migran en cadenas desde la zona subventricular

hasta el BO conformando lo que hoy se denomina banda migratoria rostral (Lois y
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Alvarez-Buylla, 1994). Esta banda se ha descrito en la mayoria de los cerebros de
mamiferos adultos estudiados, incluyendo el hombre (Curtis y col., 2007; Sawamoto
y col.,, 2011). Ademas, estudios sucesivos han mostrado que la generacion de
neuroblastos que migran tangencialmente al llegar al BO luego se integran en los
circuitos olfatorios (Lledo y col., 2006). Las secciones parasagitales del cerebro de A.
charrua junto con el andlisis de dos marcadores de proliferacion en experimentos de
24 h'y 30 dias, permitieron identificar rutas migratorias distintas de los niveles dorsal

y ventral de la transicion BO-Tel (Figuras 27 y 31).

Desde la region dorsal emerge una via migratoria que se dirige hacia el BO y otra
gue se dirige hacia atras en direccion al telencéfalo. La primera puede ser el soporte
de la neurogénesis del BO y puede estar relacionada con el grupo neuronal GnRH
positivo que forma parte de la via olfacto-retinal del NT (Rosillo y col., 2013). En
nuestras observaciones encontramos ademas una banda migratoria prominente de
células proliferantes procedentes de la zona ventral (3) hacia el BO (Fig. 27). Esta
via muestra muchos neuroblastos que parecen migrar en “"cadena” tal como se ha
descrito en diferentes vertebrados (Sawada y Sawamoto, 2013). En imagenes
tomadas en diferentes intervalos temporales muestran que los vasos sanguineos
constituyen una guia o soporte migratorio para los neuroblastos que conforman la
BMR en el pez Cebra (Kishimoto y col., 2011).

En los BOs de Austrolebias nosotros identificamos importantes vasos sanguineos
gue integran las zonas con mayor migracion. En nuestro modelo biol6gico también
observamos que muchas células proliferativas en migraciéon estan intimamente
adosadas a los vasos sanguineos los cuales le sirven de guia (Figs. 31A, 33).
Sumado a esta funcion, las células GRs que observamos en diferentes orientaciones
seguramente proporcionan una guia clave para la migracion tangencial y radial (Fig.
21). Al analizar estas observaciones en conjunto, podemos concluir que los peces A.
charrua cuentan con una BMR tangencial equivalente al trayecto de los precursores

neuronales en roedores y en el pez Cebra.
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Los peces teledGsteos poseen un sistema olfatorio que les permite detectar y
discriminar diferentes tipos de estimulos olfatorios (aminoacidos, nucledtidos, sales
biliares, esteroides gonadales y prostaglandinas) que estan relacionados a
diferentes comportamientos, tales como alimentacion, orientacién y reproduccion
(Bazaes y col., 2013). El corto ciclo de vida de las Austrolebias puede estar
adaptado a generar mecanismos activos plasticos para asegurar una adaptacion

exitosa ante las variaciones ambientales para la reproduccion.

Por lo tanto, podemos suponer que estos peces necesitan un alto recambio celular
en el BO para proporcionar nuevos tipos de células diferentes, necesarias para el
buen funcionamiento y adaptacion del circuito neural, bien sea para las necesidades

de reproduccion como para los desafios ambientales.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que en la pared ventricular de los Bulbos

olfatorios existen tres regiones neurogénicas diferentes con sus propias

caracteristicas: composicion celular, tasa de proliferacion y rutas de migracion. En la

ZM (Region 2) encontramos muchas células altamente proliferativas (células
transitorias migratorias, células madre “stem cells” y neuroblastos). Este hecho nos
indica que este sitio podria ser el responsable del crecimiento del parénquima a nivel

del BO. En la ZTr (Region 1) v ventral (Region 3), a diferencia de la ZM, coexisten

células GRs alargadas con caracteristicas morfoldgicas y moleculares especificas

(GR Iy GR 11). De este resultado podemos plantear la hipétesis que existen al menos

dos poblaciones de células GRs que dan lugar a diferentes tipos de células

neurales. La ZTr mostré migracion dorsalmente hacia la porcién rostral del BO, vy

hacia atras en direcciéon al Tel posterior a través de la transicion Teld y Telv. La zona

neurogénica 3 sustenta la BMR gque se extiende ventralmente desde el Telencéfalo

hacia el BO. El andlisis por MEB evidencié la presencia exclusiva de células

monociliadas en toda la pared ventricular, gue muestra un claro predominio de cilios

enanos en el BO. Debemos sefialar que en nuestro estudio, nunca encontramos

células multiciliadas. El conjunto de estos hallazgos descritos, nos permiten proponer
gue existen diferentes nichos neurogénicos capaces de generar células que pueden
participar tanto en la modalidad sensorial olfatoria como también contribuir al

crecimiento del BO. Un esquema resumen de este capitulo se muestra en la Fig. 34.
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Figura 34. Resumen de los principales resultados encontrados en la organizacién de
la pared ventricular telencefalica-BO. A) Esquema de una vista dorsal del cerebro que
muestra el nivel de la seccion histoldgica mostrada en B. B) Seccion transversal del cerebro
gue muestra la inmunorreactividad de marcadores proliferativos (IdU, CldU e I1dU / CldU) y
evidenciado por microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC). Algunos nucleos
etiguetados estaban intimamente relacionados. Se asigné un cédigo de color para cada
marcador utilizado. C) Representacion esquemaética de la composicion celular de las tres
regiones proliferativas (1, 2, 3) mostradas con respectivos componentes celulares
principales en diferentes colores. El cuadro muestra el codigo de color y un resumen de las
caracteristicas distintivas de cada tipo de célula, junto con una comparacioén de niveles de
proliferacién y la sefial del marcador. +, pocos; ++, intermedio; +++, alto; vs, vasos
sanguineos; CB, Cerebelo; MO, Médula oblongada; BO, Bulbo olfatorio; Tel, Telencéfalo;
TO, Tectum Optico.
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9. RESULTADOS CAPITULO 3

9.1 Experimentos de trazadores para determinar el origen y la trayectoria del

nervio terminal en A. charrua

En este estudio utilizamos tres métodos complementarios diferentes con el fin de
describir la via olfacto-retinal en A. charrua: trazadores “in vivo” con Biocitina y HRP
revelados a través de conjugados fluorescentes (Alexa 488) y cromégenos (DAB)
respectivamente. En el caso del Dil sblo se aplic6 en experimentos posfijados. A
pesar de que los datos obtenidos por cada trazador son complementarios, la
conjugacion de la Biocitina-Alexa 488 produjo por si mismo los datos mas completos

y seran los primeros en abordar.

9.1.1 Experimentos con Biocitina-Alexa 488

Los experimentos con Biocitina fluorescente ofrecieron una informacion sustancial
acerca del origen y trayecto del NT. Las secciones obtenidas en plano parasagital
evidenciaron neuronas marcadas con Biocitina localizadas en tres regiones
diferentes y un gran namero de fibras en el nervio 6ptico (Fig. 35A). En el BO
(denominada como Region 1), la mayoria de las células marcadas se localizaban en
la porcion rostro-dorsal en las capas granular y glomerular. También se identificd un
pequefio grupo de fibras muy finas las cuales se unen a axones positivos del nervio
Optico. Estas fibras pasan a lo largo de la zona marginal ventral telencefalica y la
region ventral del BO hacia su porcién rostro-dorsal (Fig. 35B,C) y podrian
conectarse con un gran grupo de pequefias neuronas (6-8 pum diametro) rostrales
marcadas con Biocitina (Fig. 35D). Estas neuronas tienen un tamafio similar a
células granulares y estan rodeadas por grandes botones (inserto en la Fig. 35D). El
conjunto de estas observaciones al parecer nos indican que las finas fibras que
constituyen el NT podrian originarse en estas pequefias neuronas localizadas en la

region rostro-dorsal del BO.
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En la ZTr del BO/Tel (denominada como Region 2) en el lado contralateral de la
inyeccion, encontramos dos tipos de neuronas marcadas con Biocitina con
diferentes morfologias. El primer tipo de neuronas marcadas son células
multipolares grandes (mas de 10 um de diametro) con una dendrita principal y
prolongaciones secundarias que al parecer proyectan hacia las pequefias neuronas

ubicadas en la porciéon mas rostro-dorsal de la Region 1 (Fig. 35D, flechas blancas).

Biocitina-

Figura 35. Experimento de Biocitina-Alexa 488 “in vivo” aplicada en el ojo izquierdo de
A. charrua. A) Corte del cerebro en plano parasagital a nivel telencefalico muestra los
grupos neuronales (flechas blancas) y abundantes fibras del nervio Optico tefiidas por la
Biocitina y reveladas con Alexa 488. Los numeros indican las regiones en las que aparecen
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las células marcadas. B) Imagen a menor aumento del BO que muestra el trayecto
de las fibras del NT que corren ventral y rostralmente (flechas blancas). C) La
imagen confocal muestra los paquetes de fibras marcadas que se separan del
nervio 6ptico para constituir el NT (flechas). D) Imagen confocal que muestra
una prominente neurona marcada con Biocitina en la Regién 2 (flecha blanca
gruesa). Esta neurona envia una de sus fibras (flechas) hacia el grupo de
células localizadas en la porcién rostral del BO (Regién 1). El inserto muestra
a mayor magnificacion neuronas marcadas de la region rostral. Estas neuronas
tienen apariencia de célula granular y estan rodeadas por grandes botones. E) Se
observé un importante tracto de fibras del nervio 6ptico tefiido con Biocitina a través
de la retina. De la misma forma se observaron células bipolares en el Telv proximas
a las fibras del NT (Regién 2). F) Un compilado de imagenes confocales (60 pm en
el eje Z) de la Regiéon 3 (area preodptica/pretectal) muestra ambos grupos marcados
y su interaccion entre ellas (flechas blancas). G) Neuronas en forma de pera
marcadas en el area predptica. H) Neuronas pseudounipolares tefiidas presentes en
el area pretectal a la entrada del Tectum 6ptico. Abreviaturas: BO, Bulbo olfatorio;
NO, Nervio 6ptico; NT Nervio Terminal; Teld, Telencéfalo Dorsal; Telv, Telencéfalo
Ventral. Barra de calibracion: A =100 um; B,F =50 um; C, D =30 um; G, H=20 um; E =10
pm.

El segundo tipo de neuronas marcadas mostré un cuerpo bipolar de redondeado a
fusiforme con procesos opuestos que se extienden horizontalmente; uno dirigido
hacia el BO y el otro hacia la regién telencefalica (Fig. 35E). Dos grupos celulares
se encontraron en la region preoptica/tectal contralateral, denominada Region 3
(Fig. 35A). En algunas secciones parece existir una continuidad entre ambos
grupos, sugerido por los axones de las células marcadas en la regién predptica que
parecen dirigir hacia las neuronas marcadas encontradas en la region pretectal (Fig.
35F, flechas blancas). Ambos grupos estuvieron constituidos por neuronas
monopolares (Fig. 35G) y neuronas pseudounipolares (Fig. 35H) con 12-15 um de

didmetro respectivamente.

El analisis de secciones transversales y horizontales permiti6 una mayor

descripcion de la trayectoria de las fibras del NT y las células marcadas (Fig. 36).

La imagen de dos BOs (Regién 1) en un simple plano revela proyecciones
bilaterales con predominio del marcaje contralateral. Los tractos de fibras marcadas
desde la retina cruzaron la linea media en estrecha relacion con las membranas
meningeas alcanzando de esta forma, el lado contralateral del BO. (Fig. 36A). Las
secciones transversales mostraron que la mayoria de las neuronas marcadas con
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Biocitina se localizaron en la porcidén mas rostral de la capa superficial (Glomerular)
del BO (Fig. 36A,B, flechas) y son pequefias neuronas redondas con diametros
menores que 10 pum. Algunas neuronas marcadas con Biocitina se encontraron
tanto aisladas como en grupos de 2 o 3 células, algo mayores que 10 pum,
localizadas en la capa mas profunda del BO (Granular, Fig. 36A,B, estrella). A pesar
de que todas las neuronas tienen diferentes tamafios, mostraron una morfologia
similar. Proximo al soma de todas las neuronas observamos procesos varicosos o
grandes botones de 2-3 um de tamafio. Se encontr6 ademas que la arborizacion
dendritica extiende sus ramificaciones al territorio de células vecinas. Algunos
botones grandes son visualizados proximos al soma, el cual estan conectados por
procesos muy finos que probablemente sean colaterales axonales (Fig. 36C, cabeza
de flecha). En las secciones transversales, las células multipolares previamente
descritas en los cortes parasagitales se encontraron en la Region 2 colateral (Fig.
36D). A este nivel se observd el pasaje de los axones contralaterales ante la
aplicacion del fue retrogrado y fuertemente marcado con la aplicacion de la Biocitina
desde la retina (Fig. 36E).
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Figura 36. Vistas horizontales y transversal de la fibras del NT y cuerpos celulares
marcados con Biocitinay Syto. A) Vista panoramica horizontal del BO y los I6bulos
telencefélicos (Tel) que muestra células Biocitina-positivas del NT y la ruta de la fibras de
lados ipsi y contralateral a la inyeccion (flechas y cabezas de flechas, respectivamente). La
estrella blanca muestra una célula marcada en el BO medial. B) Compilado a mayor
maghnificacion (20 um en el eje Z) en el que se observa la porcién rostral del BO
(Region 1). Se observa una gran célula marcada en la mitad del BO (estrella) y
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abundantes neuronas pequefias marcadas en la porcién mas rostral del BO (flecha).
Las células marcadas en amarillo representan la combinacion entre los nucleos
(rojo) con la marca de Biocitina (verde). C) Secciones transversales (22 pm en
el eje Z) muestran una de las células marcadas localizadas en la regién dorsal del
BO (Regién 1) préoxima a los I6bulos telencefdlicos (asterisco en el esquema). La
célula marcada muestra 2 tipos de procesos, uno con apariencia de
dendritas y otra semeja axones “en passant” (cabeza de flecha blanca). D) La
imagen muestra células multipolares prominentes marcadas (aprox. 15 um de
diametro) localizadas en la transicion ventral entre el BO y los Ldébulos
Telenceféalicos (Region 2). E) Simple plano confocal transversal del tracto del
NT a nivel del Loébulo Telencefalico posterior mostrando un marcado
especifico y selectivo (el dibujo muestra el area fotografiada). Barra de calibracion: A=
50 pm; B=25 pm; C=10 pm; D= 10 pm; E= 100 pm.

Para corroborar la naturaleza neuronal de las células marcadas con Biocitina
encontradas en la Region 1, usamos dos estrategias; la primera con la combinacion
de la Microscopia Confocal con DIC; la segunda mediante la inmunohistoquimica
para reconocer el HUC/D, un marcador especifico de proteina de unidén al RNA (Fig.
37). En las porciones rostral y lateral del BO, encontramos neuronas marcadas con
Biocitina con morfologia similar (Fig. 37A). El analisis a mayor magnificacion mostro
pequefias neuronas redondas (8-10 pum) y botones de 2 a 3 um de diametro (Fig.
37B, flechas y cabezas de flechas respectivamente). Por DIC se evidencié que
células no marcadas tienen forma y tamafo iguales que aquellas marcadas con
Biocitina (Fig. 37A,B). Los botones muy proximos al soma y los finos procesos de
arborizacion dendritica se muestran a mayor magnificaciéon en la Fig. 37C. La Fig.
37D, E muestra una célula marcada con Biocitina/DIC y observada solamente con
DIC para distinguir los bordes celulares (flechas) y un boton (cabeza de flecha) muy
cercano al cuerpo celular. Las células marcadas con Biocitina fueron positivas al
HUC/D lo cual confirmé la estirpe neuronal de las células marcadas. La
inmunohistoquimica contra HUC/D nos confirmé también el tamafio y morfologia de
las neuronas marcadas con Biocitina y aquellas no marcadas. Por ultimo, se
encontraron abundantes botones marcados con Biocitina rodeando a células HuC/D
positivas y algunas de ellas presentaron colocalizacion con la Biocitina (Fig. 37F-H,

cabezas de flecha).
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Figura 37. Biocitina fluorescente con DIC y/o inmunohistoquimica del HuC/D. A)
Planos confocales (20 pum del eje Z) de un corte horizontal a nivel del BO que muestra la
disposicion de las células marcadas con Biocitina (verde) superpuestas por DIC. La imagen
también revela la presencia de células no marcadas en la region medial (M). Células
Biocitina positivas se localizaron en la porcion rostral del BO (Region 1, asterisco) cercanas
a la transicion lateral (L) entre el BO y el Lobulo Telencefalico (Tel, recuadro blanco, Region
2). El asterisco rojo indica el area fotografiada de la figura complete. B) La imagen muestra
una mayor magnificacién de células Biocitina positivas (flechas) encontradas en la Region
1. Se encontraron procesos marcados semejantes a los botones terminales dados por su
tamafo y cercania a los cuerpos celulares (cabezas de flechas). El tamafo de las células
no marcadas (asterisco) es el mismo que aquellas células Biocitina positivas lo que
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evidencia la especificidad del marcado. C) Una mayor magnificacion del compilado de
planos en el eje Z (16 um) de las células presentes en recuadro blanco dibujado en A
permitié observar los cuerpos celulares, fibras y abundantes procesos en forma de botones
terminales (flecha blanca) que son grandes en comparacion con el tamafio de la célula
(recuadro superior derecho, cabeza de flecha). D-E) Simple plano confocal de células que
se muestra en C que evidencia la marca de Biocitina a la izquierda y DIC a la derecha. Se
observa un proceso con apariencia de boton terminal (cabeza de flecha) muy cerca del
cuerpo de la célula (flecha). F) Vista panordmica de un compilado de imagenes en el eje Z
(25 pm) obtenida de una seccion horizontal de la porcion rostral del BO que muestra
neuronas HuC/D positivas (rojo) y algunas de ellas NAL con Biocitina (verde). Muchos
botones Biocitina positivos estan muy cerca de otras neuronas HuC/D positivas. G) A mayor
magnificacidbn se observan algunas células doblemarcadas (cabeza de flecha blanca) y
botones con mayores detalles. H) La célula sefialada en G se muestra en canales verdes y
rojos separados para evidenciar su doble marcado. Barra de calibracion: A, F=50 um; B,
G=20 pm; C=10 pum; inserto en C=5 pm; D, E=10 pm; H=15 pm.

9.1.2 Experimentos “in vivo” con Biocitina y HRP

En algunos experimentos la Biocitina se reveld con el cromoégeno DAB y analizado
bajo microscopio 6ptico de campo claro. En la Regién 2 se observé una marca clara
y homogénea (Fig. 38A, B). Un pequefio grupo de 3 o 4 células prominentes (12-15
um de didmetro), solamente se observé en 2 secciones consecutivas de la serie
completa realizada en planos parasagitales del lado contralateral de inyeccion. Estas
neuronas exhibieron dendritas largas y lisas, y axones finos y lisos que abandonan
el cuerpo celular por el lado opuesto a las dendritas (Fig. 38B). Otro grupo
importante de células marcadas con Biocitina fue observado consistentemente en la
Regién 3 (Fig. 38C). Este grupo estuvo compuesto por numerosas neuronas (10-12
um de diametro) con una intensidad del marcado variable desde muy intenso a uno
débil, y es coincidente con el grupo pretectal que fue observado previamente por
fluorescencia (Fig. 35H). Sin embargo, aunque los cuerpos celulares fueron
marcados con preferencia, algunos procesos se tifieron otorgandoles una apariencia

pseudounipolar a estas neuronas.
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.............. el ~_ Biocitina

Figura 38. Experimentos con Biocitina revelada con DAB. A) Imagen de una
seccion del cerebro en plano parasagital que muestra dos grupos de neuronas
marcadas (Recuadros). B) Grupo de pocas, pero prominentes, neuronas marcadas con
Biocitina que forman parte del NTB localizadas entre los limites del BO y Telencéfalo y
presentan significativos procesos celulares (Region 2). C) El segundo grupo de células
marcadas con Biocitina estd compuesto por numerosas neuronas de pequefio tamafio
ubicadas en la regién pretectal (Region 3). Abreviaturas: CB, Cerebelo; BO, Bulbo
olfatorio; Tel, Telencéfalo; Pr, regién pretectal; TO, Tectum G4ptico. Barras de
calibracién: B, C =20.

El andlisis de las secciones horizontales mostré6 una localizacion precisa de dos
grupos de células contralaterales marcadas con HRP, uno en la Regién 1 y el otro
en la Region 2 (Fig. 39). Todas las células marcadas mostraron un precipitado HRP
granular sobre los cuerpos pero no se observaron procesos celulares marcados. El
grupo localizado en la Region 1 consiste de numerosas células que bordean el
margen externo del cerebro. Es un grupo de neuronas marcadamente muy pequefio
(menos de 10 um de diametro) y tamafio variable (Fig. 39A,B). El segundo grupo
marcado, consistio de neuronas un poco mas grande (aproximadamente 15 um de
diametro) localizado en la Region 2 (Fig. 39A-C), mostré una tincién granular en el
cuerpo sin exhibir procesos celulares. Este grupo también se observo previamente
tanto con Biocitina-Alexa 488 (Fig. 35H) y Biocitina-DAB (Fig. 38C) con respecto al

numero y tamafio de células muy similares.
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Tel

Figura 39. Experimento con HRP. A) Corte horizontal de los Bulbos olfatorios y parte del
Tectum Optico que muestra la localizacion de las células marcadas con HRP (cuadros 1y 2).
B) A mayor magnificacién del recuadro 1 se observa un gran grupo de pequefias células
exhibiendo un precipitado HRP granular. C) La imagen muestra un pequefio grupo de
células marcadas con HRP en la zona de transicion entre el BO y el Telencéfalo.
Abreviaturas: BO, Bulbo olfatorio; Tel, Telencéfalo; TL, Torus Longitudinalis; TO, Tectum
optico. Barra de calibracion: A= 200 pm; B= 50 um; C= 20 pum.

9.1.3 Experimentos en tejidos postfijados con el Dil

El Dil carbocianina se utilizd en peces fijados. Unos pocos cristales de Dil se
colocaron en el humor vitreo del ojo izquierdo que se mantuvo conectado al cerebro
(Fig. 40A). El andlisis de panoramico realizado después de 2 semanas mostré un

marcado intenso de la sefal de Dil en el ojo izquierdo, la retina y el nervio éptico; asi
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como una importante presencia del Dil en el Tectum 6ptico, Lébulos Telencefélicos y
BOs (Fig. 40B).

En el area predptica se localizé un grupo de fibras claramente marcadas (Regién 3,
Fig. 40C). Mientras que, en la porcién rostral y dorsal del BO se observé otro grupo
de fibras marcadas del nervio olfatorio (Region 1, cabeza de flecha). A mayor
magnificacion, los cuerpos y procesos celulares se observaron mejor. Los cuerpos
celulares se encontraron en dos sitios principales. Numerosos grupos de células
pequefias sin arborizaciones dendriticas visibles se observaron a la entrada del
nervio olfatorio. Por su parte, en el BO préximo a la transicion con los lébulos
telencefélicos se encontraron otros grupos de neuronas menos abundantes,
pequefas y redondas con una arborizacion dendritica prominente con ramificaciones
(Fig. 40D). Estas células parecen enviar ramificaciones dendriticas alrededor de
células cercanas, lo que sugiere una interaccion funcional entre las células que se
originan en el NT y sus vecinas. En algunos casos se visualizé un fino axén con una

disposicion de botones ‘‘en passant”. (Fig. 40D, flecha).
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Figura 40. Experimentos con aplicaciéon del Dil. A) Vista dorsal del cerebro de A. charrua
con los ojos conectados al cerebro por los nervios Opticos y el sitio de aplicacién del Dil
(flecha roja). B) Vista panoramica confocal de una seccion parasagital que muestra un fuerte
marcaje de Dil en la retina y el nervio éptico. C) Imagen confocal de un plano parasagital
panoramico que muestra fibras marcadas con Dil (Region 3, flecha blanca) y tincion positiva
en el Bulbo olfatorio (cabeza de flecha). D) Neuronas marcadas por transporte retrégrado
desde la retina que se encuentran en la parte dorsal del BO proxima de los Lébulos
Telencefalicos. Obsérvense las dendritas prominentes que parecen estar en contacto con
las células vecinas (asterisco), y el axén delgado con una disposicion de "en passant”
(flecha blanca). Abreviaturas: CB, Cerebelo; BO, Bulbo olfatorio; NO, Nervio 6ptico; Po, area
predptica; Tel, Telencéfalo; TO, Tectum éptico. Barras de calibracién: A= 1 mm; B= 300 um;
C=100 pm; D= 10 pm.
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9.2 Deteccién de células GnRH en la via olfato-retinal

La deteccién inmunohistoquimica de la GnRH permitié identificar células GnRH
positivas en las Regiones 1 y 2 correspondientes a la zona rostrodorsal del BO y la

zona de la transicion BO-Telencéfalo respectivamente (Figs. 41 y 42).

C

Figura 41. Inmunohistoquimica contra GnRH en el BO de A. charrua. A) Compilado de
imagenes confocal (18 pum eje Z) de una seccion parasagital que muestra cuerpos GnRH
positivos en Regiones 1y 2, y un intenso marcaje de fibras positivas en la porcién ventral
(asterisco). B) Mayor magnificacion de un simple plano focal que muestra somas positivos
de la Region 1. C) Mayor magnificacién del paquete de fibras que transcurren por la region
ventral de BO. Obsérvense las finas fibras que estan selectivamente tefiidas. Barra de
calibracion: A= 100 pm, By C= 20 pum.
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Esta localizacion es coincidente con la distribucion de las fibras que conforman el
trayecto de la via olfacto-retinal del complejo NT. Este trayecto incluye la zona
ventral del BO y su transicion con el Telencéfalo en su porcion medial y en contacto

con el Ventriculo Telencefalico. (Fig. 42)

Figura 42. Imagen confocal que muestra la deteccién inmunohistoquimica de células
GnRH en BO de A. charrua. A) Representacion esquematica de un corte parasagital de
cerebro de Austrolebias. Como se puede observar tanto en la Regién 1 como en la Regién 2
se observan células GnRH positivas. Las células GnRH positivas forman parte del complejo
NT. B-D) Marcadores en canales individuales y combinados Planos individuales Canales
Abreviaturas: Teld, Telencéfalo Dorsal; Telv, Telencéfalo ventral; NO, Nervio Optico; TO,
Tectum 6ptico; CB, Cerebelo. Barras de calibracion: A=100 um; B,C,D=20 um
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9.3 Demostracion de la presencia del Nervio Terminal en Austrolebias affinis

con el uso de Biocitina como sustancia trazadora.

Para cumplir con este objetivo también se realizé la inyeccion de la Biocitina en el
0jo izquierdo de A. affinis adultas. Tal como se observé en A. charrua fue
identificada la ramificacion olfacto-retinal del nervio terminal y cuerpos neuronales
asociados diferenciables por su localizacion, forma y tamafio. Para visualizar el
trayecto de la Biocitina se utiliz6 como revelado la DAB (3",3"-Tetrahidrocloruro
Diaminobenzidina, SIGMA) 0,2 mg/ml in TF 0,1 M pH=7,2 y perdxido de hidrégeno
0,03%. Como resultado de esta reaccion, el precipitado formado se observé de color
marrén. Tal como se encontrd en A. charrua se observé el mismo trayecto de la via

olfacto-retinal con un trayecto aferente encontrado (Fig. 43).

& I O Al S - 1

Figura 43. Via olfacto-retinal marcada con Biocitina revelada con DAB (color marrén)
en A. affinis. A) Grupo de neuronas Biocitina positivas localizadas en el éarea
predptica/pretectal del telencéfalo (cabeza de flechas). El asterisco sefial grupo de
prolongaciones de neuronas Biocitina positivas inervando el Tectum 6ptico. B) Se muestra el
trayecto de axones aferentes que inervan la retina (flechas). La fotografia de la esquina
superior izquierda muestra un cerebro visto desde la regién ventral y los recuadros indican
las regiones correpondientes a las imagenes A y B. Barra de calibracion: A= 50 um; B,
Inserto= 1 mm.
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Tal como se observé en A charrua, la ramificacion olfacto-retinal en las dos
especies, estd compuesta por axones que corren ventralmente a lo largo del BO y
los l6bulos telencefalicos. Estos axones parecen originarse de un pequefio grupo de
numerosas neuronas monopolares localizadas en la porcién rostral de los BOs ipsiy

contralateralmente (Regién 1).

En ambas especies, las células marcadas también se encontraron en otras dos
regiones: algunas neuronas monopolares y bipolares se localizaron en la transicion
entre el BO y el Tel (Region 2) y otros dos grupos en el area predptica/pretectal
(Region 3).

Se debe destacar que en A. affinis observamos ademas, un grupo de neuronas en el
Telencéfalo caudal lo cual sugiere una Regién 4 de esta via olfacto-retinal (Figura
43A).
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10. DISCUSION

La descripcién detallada del complejo del NT que conforman la via olfacto-retinal en
el pez A. charrua fue posible mediante el uso de tres trazadores neuronales
diferentes. Este nervio se ha descrito como vinculo entre los sistemas sensoriales
visual y olfatorio (Whitlock, 2011). La demostracién de la existencia del NT
constituyé un punto de partida para indagar la correlaciébn entre la neurogénesis
adulta y su funcionalidad en el BO y TO en un aspecto comparativo y de significado

evolutivo.

En la Figura 44 se muestra un resumen de los hallazgos principales obtenidos.
Independientemente de la sustancia trazadora y sus protocolos de administraciéon
utilizados, se encontrd un grupo conspicuo de abundantes neuronas marcadas en la
porcion rostral del BO (Regién 1). Se encontraron otras células marcadas, aisladas o
en pequefos grupos diseminadas por todo el BO. También se encontraron células
marcadas con diferentes formas, tamafos y arborizaciones en la transicion de los
|6bulos olfatorios y telencefélicos (Region 2). Finalmente, se encontraron dos grupos
de células marcadas en la region predptica/pretectal (Regién 3); una a la entrada del
nervio optico y la segunda en el pretectum. Las células Biocitina-Alexa 488 positivas

mostraron una interaccion entre ambos grupos de la Region 3.
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Figura 44 Resumen de los principales experimentos obtenidos en el cerebro de
Austrolebias charrua. A) La tabla muestra un resumen de la localizacion y tipos celulares
marcados con los diferentes trazadores utilizados. B) Esquema de una seccion de
cerebro parasagital que muestra el trayecto del NT (linea punteada roja) y la
localizacion de los diferentes tipos neuronales marcados por el transporte
axonal desde la retina. Las células negras son aquellas pertenecientes al tracto
del NT mientras que las células azules son aquellas que proyectan hacia el
Tectum OGptico. Abreviaturas: BO, Bulbo olfatorio; NT, Nervio Terminal; NO, Nervio
optico; Po, Area preodptica; Pr, Area pretectal; Tel, Telencéfalo; CB, Cerebelo; TO,
Tectum dptico.
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10.1 Comparacion de sustancias trazadoras utilizadas

Si bien todos los trazadores arrojaron resultados similares, la Biocitina fluorescente
junto con la microscopia confocal mostré una mayor intensidad en la sefial y mejor
calidad. La Biocitina conjugada con Alexa 488 ofrecio informacion completa sobre
las fibras y arborizaciones de neuronas involucradas en el trayecto del NT (Lapper y
Bolam, 1991), asi como una relacion entre las neuronas tefiidas en el é&rea

predptica/pretectal (Region 3).

El HRP y la Biocitina-DAB, tifieron los mismos grupos de cuerpos neuronales, pero
la forma del marcaje fue diferente. La Biocitina mostré un marcado homogéneo y el
HRP un marcado granular. El Dil es un colorante lipofilico fluorescente que se ha
utilizado tradicionalmente para conocer y estudiar los trayectos axonales (Perrin y
Stoeckli, 2000; Rink y Wullimann, 2004). Posee como la ventaja de que no requiere
transporte activo axonal, lo cual permite su uso en el tejido fijado. En nuestros
experimentos, el Dil tifié las zonas en las cuales transcurre el complejo NT y algunos
somas y procesos celulares. Sin embargo, el marcaje fue significativamente mas
difuso que la Biocitina fluorescente, posiblemente porque el transporte de Dil se
realiza a través de las membranas lipidicas en lugar de trasportarse de forma activa
como ocurre en los sistemas vivos. La mayoria de nuestros resultados concuerdan
con los obtenidos por otros autores que demostraron previamente las proyecciones
olfacto-retinal en Ciclidos, Poecilidos, Centraquidos (Munz y Claas, 1981);
Gasterosteus, Oncorhynchus y Salmo (Ekstrom y col., 1988) y pez Cebra (Whitlock,
2011).

Las células marcadas bilateralmente por transporte retrégado han sido descritas
previamente en Cyprinodontiformes por Stell y col.,, (1987), aunque no con
caracteristicas detalladas como las encontradas en este trabajo. Interesantemente,
el unico lugar de decusacion de las fibras encontrado fue a través de un puente de
meninge grueso que une ambos Bulbos olfatorios a nivel ventromedial. Las fibras

marcadas que no se entrecruzan se encontraron en localizaciones reportadas
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previamente en otros teledsteos (Repérant y col., 2006; Whitlock, 2011). En relacion
a las células marcadas encontradas en la Region 3, descripciones anteriores se
realizaron en otros Cyprinodontiformes (Munz y col., 1982). Al menos uno de estos
grupos parece ser un nucleo conservado en otros grupos de vertebrados, que estan
localizados en la entrada del Tectum Optico. Por su parte, el otro grupo pertenece al
complejo septo-preodptico del nervio terminal segun Repérant y col., (2006,2007). Sin
embargo, el marcaje con Biocitina fluorescente parece evidenciar una continuidad

entre ambos grupos (Fig. 35F).

10.2 Fibras que conforman el tracto olfacto-retinal del nervio terminal

Los estudios anatomicos de la retina del pez y los registros electrofisiol6gicos
realizados en el nervio 6ptico sugieren que la inervacion centrifuga de la retina esta
presente en los peces (Bullock y Northcutt, 1984; Nieuwenhuys y col., 1998). Una
parte de estas inervaciones dan lugar a lo que se denomina nervio terminal. Mientras
que la inervacion centrifuga de la retina en caimanes (Ferguson y col., 1978), las
serpientes (Halpern y col., 1976), las aves (Cowan, 1970) y las ratas (ltaya, 1980),
se origina principalmente en el Diencéfalo, en diferentes especies de peces
incluyendo A. charrua, la inervacion centrifuga relacionada con el NT se origina en el
BO (Munz y col., 1982; Stell y col., 1984; Walker y Stell, 1986; Repérant y col.,
2006).

También se describid que en los peces, el NT esta asociado con el nervio olfatorio.
Existen procesos que se extienden en el epitelio olfatorio y los ganglios ubicados en
varios puntos a lo largo de sus proyecciones que transcurren a través del BO/Telv
(Whitlock, 2011). El trabajo realizado en dogfish por Bullock y Northcutt (1984)
mostré que el NT estd compuesto por aproximadamente 1000 fibras amielinicas
cuyos diametros varian desde 0,6 a 1,5 pum. Los experimentos con Dil mostraron
algunas fibras tefiidas en el nervio olfatorio y células marcadas adyacentes a las
fibras del nervio olfatorio. En Austrolebias encontramos un pequefio paquete de
multiples fibras nerviosas que emergen de un grupo de neuronas ubicadas en la
porcion rostral del BO que corren a lo largo del telencéfalo ventral, y luego contindan

el trayecto del nervio Optico hacia la retina. Estas fibras eran delgadas,
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aproximadamente de 1 um, y no constituian un paquete compacto. Las fibras del NT
rodean a las células y neuronas que se encuentran en el area telencefélica ventral
marginal. Algunas de estas fibras cruzan la linea media y parecen originarse en los
cuerpos de las neuronas localizadas en el lado ipsilateral del BO. En el pez cebra se
describié que algunas fibras del NT cruzan la linea media pero no esta claro por
donde lo hacen (Whitlock, 2011).

10.3 Cuerpos celulares marcados a través del trayecto del Nervio Terminal

Las neuronas que seguramente contribuyen a la via del nervio terminal se
encontraron consistentemente en el BO (Region 1), en la transicion BO/Tel (Region
2) y en el area preoptica/pretectal (Region 3). Las células encontradas en la Region
1 parecen ser el componente mas importante que conforma el NT. Este grupo tiene
abundantes células monopolares que se asemejan a las células granulares del BO
observadas en ratas (Millhouse, 1987). Estas células tienen un diametro de 5-8 um,

cuerpo en forma globular y finas ramas dendriticas.

En cambio, las neuronas observadas en A. charrua son pausidendriticas y son
similares a las células esféricas monopolares descritas en el |6bulo electrosensorial
de los peces eléctricos (Rethelyi y Szabo, 1973; Castello y col., 1998). Es importante
destacar que existe una variacion importante en el tamafio y la forma que puede
atribuirse a la alta actividad neurogénica del BO previamente descrita en esta y otras
especies del género Austrolebias (Fernandez y col., 2011). En este sentido, se ha
reportado que las células granulares del BO presentan un alto recambio y una
neurogénesis aumentada en respuesta a los cambios en el fotoperiodo (Walton y
col., 2012). La mayoria de las células de la Regién 1 estaban rodeadas por grandes
botones marcados que probablemente se originan de los axones colaterales de la
misma célula. Sin embargo, no podemos descartar que algunos de los botones sean
terminales de los axones que se originan en los cuerpos celulares en la retina que se

marcaron con el trazador aplicado en el ojo.
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Las células bipolares y multipolares marcadas encontradas en la Region 2
(transicion BO/Tel) estan localizadas ventralmente y muy cercanas o intercaladas
con fibras que forman parte del NT. Estas células probablemente estan
interactuando con células de la Regidon 1, porque las ramificaciones dendriticas de
las células multipolares parecen dirigirse hacia el grupo de células rostral de la
Region 1. Las células marcadas encontradas en la Region 2 podrian corresponder al
nacleo olfacto-retinal presente en peces, como Ciclidos, Poecilidos y Centrarquidos,
y se han propuesto como conexidn anatomico-funcional y parte integrante de los
sistemas olfatorios y visuales (Munz y Claas, 1981). Teniendo en cuenta los tipos de
células marcadas en la Regidn 2, las células bipolares marcadas con Dil similar a
nuestros resultados se han reportado en la misma localizacion en tiburones (Yanez y
col.,, 2011). Las células multipolares de mayor tamafio (diametro 25 pm) que
proyectan hacia el BO fueron descritas como pertenecientes a células ganglionares
del NT en Cichlasoma y Haplochromis (Crapon de Caprona y Fritzsch, 1983) como

fue citado por Repérant y col., (2006).

En cuanto a los dos grupos encontrados en la Region 3, segun Repérant, los
nucleos ubicados en la entrada del nervio 6ptico (area predptica) podrian pertenecer
al complejo septo-predptico del NT, un sistema que incluye las células retinopetales
del area predptica debido a su origen comun en la placoda olfatoria (Repérant y col.,
2006, 2007). Los nucleos encontrados en el area pretectal no pertenecen al
complejo NT, pero esta conservado entre los vertebrados (Repérant y col., 2006,
2007). En otras especies, se ha descrito que los cuerpos celulares del NT se
encuentran agrupados (ganglios) asociados con el nervio olfatorio y el BO. Esta
posicion varia segun la especie (Nieuwenhuys y col., 1998; Whitlock, 2011, ver
Repérant y col., 2006 para una revision). El ganglio NT en peces con BOs sésiles
esta claramente compuesto por dos tipos de células diferentes, una grande y una
pequena (Rusoff y Hapner, 1990). En Heterotilapia, las células grandes, alrededor de
100, son fuertemente inmunorreactivas a GnRH (Rusoff y Hapner, 1990). En nuestro
estudio, encontramos neuronas marcadas en el BO de diferentes tamafos, pero
ninguna excedié las 10 yum. De acuerdo con nuestros resultados preliminares,
algunas de estas neuronas marcadas en el BO y en la transicion entre los BOs y los

l6bulos telencefalicos fueron inmunorreactivas a GnRH (Fig. 41).
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10.4 Posibles implicaciones funcionales de los hallazgos actuales

La gran variabilidad del complejo NT reportada en teledsteos, evidencia que esta
actividad nerviosa puede reflejar comportamientos especificos de las especies. Las
Austrolebias tienen una caracteristica reproductiva anual y un cortejo sexual
elaborado; teniendo la visién un papel importante en ambos eventos (Garcia y col.,
2008). Se ha sugerido que el sistema NT-GnRH esta involucrado en
comportamientos reproductivos y sexuales (Abe y Oka, 2011), y la concentracion de
GnRH en los cambios del sistema olfatorio de acuerdo con la reproduccion
(Whitlock, 2011). Ademas, la proyeccion del NT a la retina tiene una influencia
directa sobre las células interplexiformes dopaminérgicas en el pez, lo que sugiere
que la actividad del NT puede influir en la adaptacion a la luz (Zucker y Dowling,
1987). EI NT también podria estar involucrado en el aumento de la sensibilidad
retiniana para estimulos sexualmente relevantes, ya que la estimulacion del olor en
Pterophyllum cambia el electrorretinograma (Weiss y Meyer, 1988; Maaswinkel y Li,
2003).
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11. CONCLUSIONES

En este trabajo demostramos el vinculo anatémico entre el BO y la retina. Los datos
completos obtenidos del marcado retrégrado de retina sugieren que parte del NT se
origina a partir de los cuerpos celulares presentes en la porcién rostral de OB.
Algunos de los axones que formaron el NT corren ventralmente a lo largo de las
areas oblicua y telencefalica hasta que encuentran las fibras del nervio optico y
contindan en un camino comun hacia la retina. Las otras células relacionadas con el
NT son las células multipolares y bipolares ubicadas en la transicion del BO/Lébulos
Telencefalicos. Las células que se encuentran en el area predptica pueden
pertenecer al sistema NT. Nuestros resultados que muestran diferentes grupos
neuronales del complejo NT que comparten un arbol dendritico particular y
elaborado, sugieren una gran complejidad circuital entre la vision y el olfato que

merece mayor elucidacion.
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12. CONCLUSIONES GENERALES

El estudio de los Bulbos olfatorios en Austrolebias charrua posee caracteristicas
distintivas. En primer lugar se demostré consistentemente en la pared ventricular de
los BOs la presencia de tres regiones neurogénicas con caracteristicas propias;

composicién celular, tasa de proliferacion y rutas de migracion.

En la zona medial (ZM) (Regidn 2) predominan células altamente proliferativas
(células amplificadoras, con poca migracién, células madre no migrantes y
neuroblastos). Este hecho nos indica que este sitio podria ser el responsable del

crecimiento del parénquima a nivel del BO.

En las regiones neurogénicas, Zona transicional (ZTr o Region 1) y Ventral (Region
3), a diferencia de la ZM coexisten células GRs alargadas con caracteristicas
morfologicas y moleculares especificas (GR | y GR Il). A partir de este resultado
podriamos postular que existen al menos dos poblaciones de células GRs que

pueden generar diferentes tipos de células neurales.

La ZTr mostré migracion hacia la porcién rostral del BO, y en direccion al Telencéfalo

caudal a través de la Transicion Teld y Telv.

La Region 3 sustenta la Banda Migratoria Rostral que se extiende ventralmente
desde el Telencéfalo hacia el BO. El andlisis por MEB evidencié la presencia
exclusiva de células monociliadas en toda la pared ventricular, que muestra un claro

predominio de cilios enanos en el BO.

El conjunto de hallazgos descritos nos permiten proponer que; los diferentes nichos

neurogénicos son capaces de generar células que pueden participar en la
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renovacion neuronal de los circuitos sensoriales en las diferentes regiones de los
glomérulos olfatorios. Pueden contribuir al crecimiento de la pared del BO y ademas

generar neuronas que se dirigen a otras regiones telencefalicas.

Por otra parte, quedd demostrada la existencia de la via olfacto-retinal, originada en
un importante grupo de neuronas localizadas en la regién rostro-dorsal de los Bulbos
olfatorios. Esta region es coincidente con la ZTr. Algunos axones que forman parte
del trayecto del NT corren ventralmente a través del Bulbo olfatorio y las areas
Telencefélicas donde coinciden con las fibras del Nervio optico y contindan en una
via comun hacia la Retina. Los otros grupos de células relacionados con el NT son
células bipolares y multipolares localizadas en la Transicion Bulbo olfatorio/Lébulos
Telencefalicos de la region ventral, coincidente con la zona neurogénica 3. Tanto en
la region dorsal 1 y ventral 3, la expresion de GnRH estuvo presente confirmando
gue las neuronas que participan en la via olfacto-retinal estan vinculadas a la

actividad sexual y reproductiva que en estos peces abarca la mayor parte de su vida.

En el area preoptica, las neuronas marcadas también podrian pertenecer al sistema
NT. Todo el conjunto de resultados que muestran los diferentes grupos neuronales
gue coinciden con la zona neurogénica 3 o de la banda migratoria rostral presentan
ramificaciones dendriticas particulares, sugiriendo una gran complejidad circuital

entre la vision y la olfaccion que merece dilucidar en estudios posteriores.
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13. PERSPECTIVAS

Como perspectivas se plantea continuar con algunas de las interrogantes de este
trabajo. En relacion a la existencia de una neurogénesis intrinseca en el BO
deberiamos profundizar y demostrar aspectos funcionales aqui postulados de la

actividad neurogénica asociada a las 3 regiones proliferativas de la pared ventricular.

Estas 3 regiones presentan diferentes poblaciones celulares y las glias radiales
juegan un papel preponderante en la neurogénesis de la transicion BO/Tel. Dada la
existencia de diferentes tipos de glias radiales nos preguntamos si sera posible
identificar aquellas que generan neuronas. Una forma de avanzar en esto es realizar
la inmunomicroscopia electrénica para determinar caracteristicas de uno y otro tipo

de glia.

La demostracion en esta Tesis de un vinculo anatomico entre el BO y la Retina nos
induce a pensar que la actividad neurogénica de los sistemas olfatorio y visual esta
fuertemente correlacionada, lo cual implicaria la modulacion de un sistema sobre el
otro de acuerdo a la demanda particular de la olfaccién o la vision. Podemos postular
gue el nervio terminal esta implicado en la actividad de cortejo y apareamiento. Aqui
se demuestra que en los peces existe un importante grupo de neuronas cercanas a
la transicion BO/Tel que estan conectadas a la retina. Este aspecto es novedoso
frente a los estudios realizados en otras especies. El habitat en que viven estos
peces es muy cambiante en condiciones luminicas, y los peces terminan su cortejo
enterrados en el barro. Este comportamiento sugiere que la exploracién para el sitio
de la ovoposicion donde los embriones permaneceran varios meses enterrados en el
barro se da a través del olfato. Con esta idea pretendemos extender el estudio de la
modulacion del proceso neurogénico de las Austrolebias en funcion de las
variaciones de la luminosidad de su entorno. En tal sentido este aspecto sera uno de
los objetivos a desarrollar proximamente en la Tesis de Maestria iniciada por la
Licenciada en Ciencias Bioldgicas Inés Berrosteguieta. Se propone continuar con
experimentos de luz-.oscuridad, ya iniciados en A. charrua donde se observa un
incremento de la proliferacion en peces que se mantuvieron en la oscuridad por un

mes. Deseariamos complementar estos datos con estudios comportamentales.
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Como otro aspecto a continuar, desde un punto de vista comparativo nos queda
pendiente estudiar el rol funcional del grupo de neuronas que encontramos en el
Telencéfalo caudal (Region 4) de la A. affinis el cual no se observo en la A. charrua.
Poder conocer su trayecto y sus inervaciones puede aportar informacion valiosa
desde un punto de vista evolutivo en especies dentro del mismo género que no

comparten los mismos habitats.
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Abstract—The olfacto-retinal centrifugal system, a constant
component of the central nervous system that appears to
exist in all vertebrate groups, is part of the terminal nerve
(TN) complex. TN allows the integration of different sensory
modalities, and its anatomic variability may have functional
and evolutionary significance. We propose that the olfacto-
retinal branch of TN is an important anatomical link that
allows the functional interaction between olfactory and
visual systems in Austrolebias. By injecting three different
neuronal tracers (biocytin, horseradish peroxidase, and
1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'tetramethyl-indocarbocyanine per-
chlorate (Dil)) in the left eye of Austrolebias charrua fishes,
we identified the olfacto-retinal branch of TN and related
neuronal somas that were differentiable by location, shape,
and size. The olfacto-retinal TN branch is composed of
numerous thin axons that run ventrally along the olfactory
bulb (OB) and telencephalic lobes, and appears to originate
from a group of many small monopolar neurons located in
the rostral portion of both the ipsi- and contralateral OB
(referred to as region 1). Labeled cells were found in two
other regions: bipolar and multipolar neurons in the transi-
tion between the OB and telencephalic lobes (region 2)
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Abbreviations: CB, cerebellum; DAB, 3',3'-diaminobenzidinetetrahydro
chloride; DIC, differential interference contrast; Dil, 1,1’-dioctadecyl-
3,3,3,3'tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate; GnRH, gonadotropin-
releasing hormone; HRP, horseradish peroxidase; OB, olfactory bulb;
ON, optic nerve; PB, phosphate-buffer; PFA, paraformaldehyde; Po,
preoptic area; Pr, pretectal area; Tel, telencephalon; Teld, dorsal
telencephalon; Telv, ventral telencephalon; TL, torus longitudinalis; TN,
terminal nerve; TO, tectum opticum; TV, telencephalic ventricle.

and two other groups in the preoptic/pretectal area
(region 3). In this last region, the most rostral group is
constituted by monopolar pear-shaped neurons and may
belong to the septo-preoptic TN complex. The second
group, putatively located in the pretectal region, is formed
by pseudounipolar neurons and coincides with a conserved
vertebrate nucleus of the centrifugal retinal system not
involved in the TN complex. The found that connections
between the olfactory and visual systems via the olfacto-
retinal TN branch suggest an early interaction between
these sensory modalities, and contribute to the identifica-
tion of their currently unknown circuital organization.
© 2013 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: terminal nerve, Austrolebias, centrifugal
innervation, neuronal tracing.
INTRODUCTION

Modulation of environmental information transmitted by
sensory organs enables animals to respond
appropriately to external cues (Kawai et al., 2009).
Centrifugal modulation, a widespread mechanism
among vertebrate sensory organs, allows the tuning of
sensory responses related to both the internal and
external environmental contexts.

Retinal centrifugal innervation has been described in
many fish species (Minz et al., 1982; Arey, 1916;
Whitlock, 2011). Several fish brain areas or nuclei such
as the olfactory bulb (OB), telencephalic area (Tel),
preoptic area (Po), dorsomedial optic nucleus, lateral
pretectum, and tectum opticum (TO), may project axons
to the retina (Vanegas and Ito, 1983; Lima and Urbina,
1998). However, the centrifugal pathway that has drawn
the widest attention, originates in the cell bodies of the
terminal nerves (TN) that are located in the OB (Fujita
et al., 1985; Pinelli et al., 2000). TN has been described
in diverse species of vertebrates, including all fishes
except jawless fish (Eisthen and Northcutt, 1996). TN,
or the nervus terminalis as named in latin, or the
“cranial nerve 0” as it appears just ahead of the other
rostral cranial nerves, is a nerve, or a complex of
nerves, that is a diffusely organized system of neurons
located in the nasal cavity and rostral forebrain (Demski,
1993; von Bartheld, 2004; von Bartheld and Baker,
2004; Wirsig-Wiechmann, 2004).

Despite being present in most vertebrates, the
function of TN has not been clarified yet. Neurochemical
and neuroanatomical data suggested that TN
participates in neuromodulation, mediation of responses
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to sex pheromones, reproductive physiology, behavior
and/or development (Stell et al., 1984; Oka, 1992;
Demski, 1993; Yamamoto et al., 1995, 1997; Eisthen
and Northcutt, 1996; Wirsig-Wiechmann, 2004; Kawai
et al., 2009; Yanez et al., 2011). The terminal nerve
system has been associated to sensory modalities as
visual (Behrens and Wagner, 2004) and somatosensory
(Yamamoto and lto, 2000). The cells that originate inthe
TN contain gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
that has been suggested to functon as a
neuromodulator in the olfactory bulb (Kawai et al., 2009).

The anatomical data indicate that TN is more
complex and heterogeneous in teleosts than in other
fish studied (Nieuwenhuys et al., 1998). Cells that
originate in the TN could be arranged as a ganglion
and running close to or with the olfactory tract and OB
or as scattered cells within them (Bullock and
Northcutt, 1984).

Moreover, it seems that TN mediates the interaction
between visual and olfactory information in teleosts. In
goldfish, TN ganglion cells are located in the olfactory
nerve and OB and send peripheral processes into the
olfactory epithelium and central processes to
the supracommissural nuclei of the telencephalon and to
the retina (Demski and Northcutt, 1983; Springer, 1983;
Whitlock, 2011). In zebrafish, it was demonstrated that
visual sensitivity increased upon presentation of amino
acids as an olfactory stimuli. This effect was eliminated
after injuring the olfactory bulbs or destroying
dopaminergic interplexiform cells (neural retina), both
suggesting that TN axons terminate on neural retina and
are the prime candidates for the olfactory modulation of
zebrafish light adaptation (Maaswinkel and Li, 2003).

In euteleosteans belonging to the Austrolebias genus,
we found that the species with different habitats or
phylogeny showed different cell proliferation in brain
regions involved in vision and olfaction. While the less
evolved Austrolebias species exhibited the highest
proliferation index in visual regions and the lowest in the
olfactory bulb, the newest species showed an exactly
inverse pattern (Fernandez et al., 2011). Although no
previous data reported the presence of TN in
Austrolebias, we hypothesize the anatomical pattern of
this nerve will give us information about the importance
of the interaction between these two systems. In
addition, this information could provide data related to
the phylogeny of this group.

Moreover, our interest in identifying the part of TN
involving the visual with the olfactory system, is trying to
understand the changes in neurogenic activity observed
in both systems in closely related species within the
genus Austrolebias (Fernandez et al., 2011).

This article shows the presence and describes an
olfacto-retinal pathway in Austrolebias charrua, the fish
that shows an intermediate pattern of proliferation index
in visual regions and OB (Fernandez et al., 2011). By
employing in vivo and in vitro neural tracers, we
demonstrated, (1) the presence and origin of the path of
the terminal nerve involved in the olfactory bulb and
retina relationship, (2) groups of labeled neurons located
in the transition between the OB and telencephalic lobes

(region 2) and, (3) labeled neurons located in region 3
(preoptic—pretectal area). The complexity of the TN cells
and fibers described here suggests a robust interaction
of visual and olfactory systems in Austrolebias.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Seventeen adult male A. charrua fishes
(Cyprinidontiformes — Rivulidae) with an averaged
standard length of 5cm were used in this study.
Specimens were collected with hand nets in temporary
ponds close to the major rivers of Rocha and Treinta y
Tres in Uruguay. Two to four days before the
experiments, animals were transferred to a fresh water
aquarium, and maintained at 19°C under natural
photoperiod and fed daily with live Tubifex sp. All
experiments were approved by the local Committee for
Animal Care and Research (CHEA, UdelaR and CNEA,
IIBCE), which follows NIH guidelines for maintenance
and use of laboratory animals.

Fixation and sectioning of brains

Fishes were deeply anesthetized by adding Eugenol
(Sigma—Aldrich, Milwaukee, WI, USA) at a final
concentration of 0.01% to the aquarium water. Animals
remained in the aquarium until opercular movement
ceased, then each fish was intracardially perfused, first
with saline solution to wash the vascular system, and
then with 10% paraformaldehyde (PFA) in phosphate-
buffer (PB, 0.1 M, pH 7.2-7.4). Brains were removed
from the skulls, kept in the same fixative solution for 2 h
at 4 °C, and then serially sectioned (60-pm thickness) in
a Vibratome S1000 (Leica Buffalo Grove, IL, USA)
following sagittal, horizontal and transverse planes.
Sections were transferred to multi-well plates in PB for
further free-floating processing.

Tracer experiments to determine the origin and path
of the terminal nerve

Three different tracers were employed to follow the
olfacto-retinal route. Biocytin (Sigma) and horseradish
peroxidase (HRP, Sigma) were the two markers used in
in vivo experiments, whereas the carbocyanine dye
1,1’-dioctadecyl-3,3,3',3'tetramethyl-indocarbocyanine
perchlorate (Dil, Invitrogen, Eugene, OR, USA) was
applied in fixed tissue (Perrin and Stoeckli, 2000). Ten
animals were used for biocytin, four were used with
HRP and the last three with Dil experiments, respectively.

Biocytin and HRP were administered into the left eye
of anesthetized living fishes. Between 0.15 to 0.20 mg
of each dye was diluted in 10 pl of saline solution (initial
concentration ~1.5% to 2%, Bell et al., 1997), and then
injected into the humor vitreous of the left eye of 10 and
four anesthetized fishes, respectively. After a survival
time of 48h at 19°C, fishes were fixed and brains
dissected and sectioned as described above. To avoid
positive false staining endogenous biotin-like activity
was blocked in biocytin-injected fishes by preincubating
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brain sections with 0.05% avidin and 0.005% biotin.
30 min after, sections were incubated with 1:200 (PB
plus 0.3% Triton X-100) of the fluorescent conjugate
streptavidin-Alexa 488 (Invitrogen, USA), and then
visualized. In some cases, it was made a counterstain
with a 1:1000 dilution of the red fluorescent nucleic acid
stain Syto® 64 (Invitrogen). Sections were mounted with
glycerol. Some sections of the fishes injected with
biocytin and all of those injected with HRP, were
revealed with 3’,3'-diaminobenzidinetetrahydrochloride
(DAB, Sigma) after blocking endogenous peroxidases
with 1% hydrogen peroxide (10 min). To visualize
biocytin-labeled neurons, brain sections were exposed
to a 1:200 dilution of streptavidin—HRP (Vector
Bulingame, CA, USA) for 1 h, then to 0.2 mg/ml DAB in
0.1 M PB-0.3% Triton X-100 plus 0.03% hydrogen
peroxide (Carlson and Mesulam, 1982). HRP activity
was recognized as a brown precipitate obtained after
exposing sections directly to DAB and hydrogen
peroxide, in the conditions described above.

Few cristals of the Dil were directly applied to the
vitreous of the left eye of three fixed specimens that
were dissected maintaining the eyes connected to the
brain (Fig. 6A). Whole samples were kept in 10% PFA
at 37 °C for 2 weeks, then embedded in a 1.5%:45%
gelatin—albumin mixture and further serially cut following
horizontal, sagittal and transverse planes. Sections were
maintained in PBS, counterstained with diamino-2-
phenylindole (DAPI) and mounted serially with glycerol.

Immunohistochemistry

Some of the sections developed with Biocytin-Alexa 488
were processed for immunohistochemistry to determine
the neuronal nature of labeled cells. Free-floating
sections were incubated with a 1:200 anti-HuC/D
antibody (Invitrogen) diluted in 0.3% Triton X-100—PB
for 24h at room temperature, and then with a
secondary antibody conjugated with the fluorescent
marker Alexa 633 (Invitrogen, USA). Sections were
mounted in glycerol.

Imaging

All fluorescent images were obtained using a confocal
FV300 Olympus microscope. Differential interference
contrast (DIC) combined with confocal imaging was
performed in a set of experiments. Sequential imaging
and multi-plane view analysis were performed to
determine co-localization of signals.

RESULTS

We used three different complementary methods for
describing the olfacto-retinal pathway in A. charrua:
in vivo tracing with Biocytin revealed through fluorescent
(Alexa 488) and chromogen (DAB) techniques, in vivo
tracing with HRP, and in vitro tracing with Dil. Although
data obtained using different techniques are
complementary, Biocytin-Alexa 488 yielded by itself the
most complete data and is presented first.

Biocytin-Alexa 488 experiments

Biocytin-fluorescence gave substantial information about
the origin and pathway of TN. Parasagittal sections
evidenced biocytin-labeled neurons located in three
different regions and a large number of fibers in the
optic nerve (Fig. 1A). In the OB (named as region 1) the
majority of labeled cells were located at the rostro-
dorsal part in the granular and glomerular layers. We
also identified a small group of very fine fibers which will
join the positive axons of the optic nerve. These fibers
run along the telencephalic ventral marginal zone and
the ventral part of the OB toward its rostro-dorsal
portion (Fig. 1B, C), and could connect with a large
group of rostral small biocytin-labeled neurons (6—-8 um
in diameter) that have similar size to granule cells and
are surrounded by large buttons (inset Fig. 1D). Taken
together, it seems the labeled thin fibers that constitute
the TN may originate in these small neurons located in
the rostro-dorsal OB.

In the transition OB-telencephalic lobes (named as
region 2) in the contralateral side of the injection, two
types of biocytin-labeled neurons with different
morphology were found. The first type of labeled
neurons are large multipolar cells (diameter bigger than
10 um) with a main dendrite and secondary branches
arising from it one of which appears to be toward the
more rostro-dorsal small neurons of region 1 (Fig. 1D,
white arrows). The second type of labeled neurons
showed a bipolar rounded to fusiform body with
opposing processes that extend horizontally, one
directed toward the OB and the other toward the rear
telencephalic region (Fig. 1E).

Two groups were found in the contralateral preoptic/
pretectal region (named as region 3, Fig. 1A). In some
sections it appears as a continuity between both groups,
as suggested by the axons from the preoptic labeled
cells that seem to be directed toward the labeled
neurons found in the pretectal region (Fig. 1F, white
arrows). Both groups were constituted by labeled
monopolar (Fig. 1G) and pseudounipolar (Fig. 1H)
neurons (12—15 um of diameter), respectively.

The analysis of horizontal and transverse sections
allowed a better description of the trajectory of the TN
fibers and labeled cells (Fig. 2). The image of the two
olfactory bulbs (region 1) in a single slice reveals bilateral
projections with a predominance of contralateral labeling.
The bundle of fibers labeled from the retina crossed
the midline in close relationship with the meningeal
membranes reaching the contralateral OB. (Fig. 2A).

Transverse sections show that the majority of biocytin-
labeled neurons were located in the most rostral portion of
the OB superficial layer (glomerular) (Fig. 2A, B, arrows),
and are small rounded neurons with a diameter less than
10 um. Some biocytin-labeled neurons were also found
as isolated or in groups of two or three cells, little bigger
than 10 um, located in OB deeper layer (granular,
Fig. 2A, B, star). In spite of all neurons have different
sizes they showed similar morphology.

Near to the soma of all neurons are observed varicose
processes or large buttons of 2—3 pum of size. It was found
to be extended dendritic arborization with branches that
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Biocytin-

Fig. 1. In vivo Biocytin-Alexa 488 experiments: (A) A panoramic parasagittal brain section at the telencephalic level showing neuronal clusters
(white arrows) and abundant fibers of the optic nerve (ON) stained by biocytin and revealed with Alexa 488. Numbers indicate regions where labeled
cells appear. (B) Low magnification of the OB showing the tract of TN fibers running ventrally and rostrally (white arrows). (C) The confocal image
shows the bundles of labeled fibers that separate from the ON to constitute the TN (arrow). (D) Confocal picture showing a prominent biocytin-
labeled neuron in region 2 (big white arrow). This neuron sends a long process (arrows) to the group of cells located in the rostral OB (region 1).
Inset shows a higher magnification of the rostral-labeled neurons. Such neurons have a granule cell-like appearance and are surrounded by large
buttons. The important bundle of optic nerve fibers that was stained with biocytin through the retina (E) was also seen. Bipolar cells in the Telv close
to the TN fibers (region 2) were also seen. (F) A 66-um Z-stack confocal images of region 3 (preoptic/pretectal area) showing both labeled groups
and its putative interaction (white arrows). (G) Labeled pear-shaped neurons in the preoptic area. (H) Stained pseudounipolar neurons present in
the pretectal area at the entry of the optic tectum. Abbreviations: OB, olfactory bulb; ON, optic nerve; TN, terminal nerve; Teld, dorsal telencephalon;
Telv, ventral telencephalon. Scale bars A = 100 um; B, F =50 um; C, D = 30 um; G, H = 20 um; E = 10 um. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

are occupying the territory of neighboring cells. Some
large buttons are visualized near of the soma, which are
connected by a very thin process probably being axonal
collaterals (Fig. 2C, arrowhead). On the transverse
sections, the multipolar cells previously described in
parasagittal sections were found in the contralateral
region 2 (Fig. 2D). At that level the passage of
contralateral axons that were retrogradely and strongly
labeled from the retina was observed(Fig. 2E).

To corroborate the neuronal nature of biocytin-labeled
cells found in region 1, we used two strategies, the first
one combined confocal and DIC microscopy, and the
second one used immunohistochemistry to recognize
HuC/D, a specific marker of neuronal ribosomal proteins
(Fig. 3). In the rostral and lateral portions of the OB
biocytin-labeled neurons of similar morphology were
found (Fig. 3A). The analysis at higher magnification
showed labeled small rounded neurons (8—10 um) and
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Fig. 2. Horizontal and transversal views of TN fibers and cells bodies labeled with fluorescent biocytin plus Syto. (A) A panoramic horizontal view of
the OB and telencephalic lobes (Tel) showing TN biocytin-positive cells and the route of fibers in the ipsi- and contralateral side to the injection
(arrow and arrowhead, respectively). White star shows a labeled cell in mid OB. (B) A higher magnification of a 20-um Z-stack showing the rostral
portion (region 1) of the OB.A large labeled cell in the mid OB (star), and abundant small labeled neurons in the most rostral part of the OB (arrow)
were found. Yellow results from merging red nuclei staining and green biocytin label were obtained. (C) 22-um Z-stack of transversal sections
showing one of the labeled cells located in the dorsal region of the OB (region 1) near to the telencephalic lobes (asterisk in the scheme) was seen.
The labeled cell shows two types of processes, one with the appearance of dendrites and the other resembling an axon with an “en passant
buttons” (white arrowhead). (D) The image shows prominent multipolar labeled cells (diameters around 15 um) located in the ventral transition
between OB and telencephalic lobes (region 2). (E) A single transversal confocal plane of the TN tract at level of the posterior telencephalic lobes
showing the specific and selective label (drawn showing the area imaged). Scale bars A =50 pum; B =25um; C = 10 um; D = 10 um;
E = 100 pum, respectively. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

buttons of 2 to 3 um in diameter (Fig. 3B, arrows and biocytin (Fig. 3A, B). The very close buttons around the
arrowheads respectively). DIC evidenced that unlabeled soma and the thin process of the dendritic arborization
cells have equal size and shape than those labeled with are shown at higher magnification in Fig. 3C. Fig. 3D,
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Fig. 3. Biocytin-fluorescence with DIC and/or HuC/D immunohistochemistry. (A) A 20-um Z-stack of confocal planes of a horizontal section at level
of the OB showing the arrangement of biocytin-labeled cells (green) superimposed to DIC. The image also reveals the presence of non-marked cells
in the medial region (M). Biocytin-positive cells are located in the rostral portion of the OB (region 1, asterisk) close to the lateral (L) transition
between the OB and the telencephalic lobe (Tel, white box, region 2). The red asterisk in the scheme shows the area imaged in the whole figure. (B)
The picture shows a higher magnification of the biocytin-positive cells (arrows) found in region 1. Labeled processes that resemble terminal buttons
because of their size and closeness to cell bodies (arrowheads) were found. The size of unlabeled cells (asterisk) are the same that those of biocytin
positive, evidencing the specificity of the labeling. (C) A higher magnification of 16-pum Z-stack of the cells present in the white box drawn in A (region
2) allows showing the cell bodies, fibers, and abundant terminal button-like processes (white arrow) that are large when compared to the cell size
(upper right inset, arrowhead). (D—E) A single confocal plane of the cells shown in C evidencing the biocytin label at the left and DIC on the right.
Note one process with an appearance of terminal button (arrowhead) very close to the cell body (arrow). (F) A panoramic view of a 25-um Z-stack
obtained from a horizontal section of the rostral OB portion showing HuC/D-positive neurons (red) and some of them co-labeled with biocytin
(green). Many biocytin-positive buttons are very close to other HUC/D neurons. (G) A higher magnification that shows the double labeling of some
cells (white arrowhead) and buttons with greater details. (H) The cell pointed in G is shown in separated green and red channels to evidence the
double labeling. Scale bars A, F = 50 um; B, G = 20 pm; C = 10 um; C insert = 5 um; D, E = 10 um; H = 15 um. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

E shows a cell marked with biocytin plus DIC and DIC
alone to see the cell boundaries (arrows) and a button
(arrowheads) very close to the cell body. Biocytin-
labeled cells were positive to HuC/D confirming the
neuronal nature of marked cells. The
immunohistochemistry against HuC/D also confirmed
the similar size and morphology of biocytin-labeled
neurons with those unlabeled. Abundant biocytin-labeled

buttons were found surrounding HuC/D-positive cells
and some of them are co-labeled with biocytin (Fig. 3F-H,
arrowheads).

Biocytin and HRP in vivo experiments

In some experiments biocytin was developed with
chromogen (DAB) and analyzed under light microscopy.
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A clear and homogeneous label was found in region 2
(Fig. 4A, B). A small group, consisting of three or four
prominent cells (12-15pum of diameter), was only
observed in two consecutive sections of the whole
parasagittal series of the contralateral side of the
injection. These neurons showed smooth and long
dendrites, and one fine and smooth axon that leaves the
cell body from the opposite side than dendrites (Fig. 4B).

e

Another important group of biocytin-labeled cells was
consistently observed in region 3 (Fig. 4C). This group
is composed of numerous neurons (10-12 pum of
diameter) with a label ranging from very strong to weak,
and is the pretectal group seen previously with
fluorescence (Fig. 1H). Although cell bodies were
preferably labeled, some processes were stained giving
a pseudounipolar appearance to these neurons.

™

Biocytin . &

Fig. 4. Biocytin-chromogen experiments. (A) Light image of a parasagittal section showing two groups of labeled neurons (boxes). (B) A group of
few but prominent biocytin-labeled neurons that take part of the TN and are located between the Tel and OB border and have significant cell
processes (region 2) are shown. (C) The second group of biocytin-labeled cells is composed by numerous small-sized neurons located in the
pretectal region (region 3). Abbreviations: CB, cerebellum; OB, olfactory bulb; Tel, telencephalon; Pr, pretectal region; TO, tectum opticum. Scale

bars B, C = 20 um.
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Fig. 5. HRP experiments. (A) A horizontal section of olfactory bulbs and a part of the tectum opticum showing the location of HRP-labeled cells
(1 and 2 boxes). (B) Higher magnification of box 1 showing a large group of small cells exhibiting granular HRP precipitates. Type of labeling is
better seen in the inset. (C) The image shows a small cluster of prominent HRP-labeled cells in the border between the OB and Tel. Abbreviations:
OB, olfactory bulb; Tel, telencephalon; TL, torus longitudinalis; TO, tectum opticum. Scale bars A = 200 um; B = 50 um; C = 20 pm.
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The analysis of the horizontal sections showed the
precise location of two contralateral groups of cells
labeled with HRP, one in region 1 and the other in
region 2 (Fig. 5). All of the labeled cells showed a
granular HRP precipitate on the somas but no marked
cell processes were observed. The group located in
region 1 consists of numerous cells that line the outer
margin of the brain. This is a very remarkable group of
small (less than 10 um in diameter) but variable sized
neurons (Fig. 5A, B). The second labeled group,
consisting of few large neurons (around 15pum of
diameter) found in region 2 (Fig. 5A-C) showed a
granular stain in the body without exhibiting cellular
processes. This group was also observed previously
with both Biocytin-Alexa 488 (Fig. 1H) and biocytin~DAB
(Fig. 4C) with very similar cell size and number.

In vitro experiments using Dil

The carbocyanine Dil was used in fixed fishes. Few
crystals of Dil were placed in the vitreous of the left eye
that was kept connected to the brain (Fig. 6A). The
analysis of panoramic views made two weeks later
showed a sharp and strong Dil label in the left eye, the
retina and the optic nerve, as well as an important

presence of Dil in the TO, telencephalic lobes and
olfactory bulb (Fig. 6B). A group of highly labeled fibers
located in the preoptic area was identified (region 3,
Fig. 6C). Another obvious group of Dil labeled fibers
was found in the olfactory nerve in the rostral and dorsal
portion of the OB (region 1, arrowhead). At higher
magnification, cell bodies and processes were better
observed. Cell bodies were found in two main locations.
Numerous groups of small cells without visible dendritic
arbors were found at the entrance of the olfactory
nerve. Other groups of less abundant, small and
rounded neurons with a prominent dendritic arborization
with thick and irregular branches were found in the
dorsal OB next to the transition with the telencephalic
lobes (Fig. 6D). Such cells seem to send dendritic
branches around the nearby cells, suggesting a
functional interaction between the cells that originate in
the TN and their neighbors. In some cases a thin axon
with an arrangement of “en passant’ buttons was
visualized (Fig. 6D, arrow).

DISCUSSION

The olfacto-retinal terminal nerve branch in the A. charrua
fish was described in detail by using three different

Fig. 6. In vitro Dil experiments. (A) Dorsal view of Austrolebias brain with the eyes attached and the place of Dil application (red arrow). (B)
Confocal panoramic view of a parasagittal section and the attached eye showing a strong Dil labeling in the retina and optic nerve. (C) Confocal
image of a panoramic parasagittal plane showing Dil-labeled fibers (region 3, white arrow), and positive staining in the olfactory bulb (arrowhead).
(D) Neurons labeled by retrograde transport from the retina that are located in dorsal OB close to the telencephalic lobes. Note the prominent
dendrites that seem to contact neighboring cells (asterisk), and the thin axon with an “en passant” arrangement (white arrow). Abbreviations: CB,
cerebellum; OB, olfactory bulb; ON, optic nerve; Po, preoptic area; Tel, telencephalon; TO, tectum opticum. Scale bars A = 1 mm; B = 300 pm;
C = 100 um; D = 10 um. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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neuronal tracers. A summary of central findings obtained
is shown in Fig. 7. Independent of the tracer and
developer used, a conspicuous group of abundant
labeled neurons in the rostral portion of the OB
(region 1) was found. Other labeled cells, isolated or in
small groups were found widespread through the whole
OB. Labeled cells with different shapes, sizes and
arborizations were also found in the transition of OB and
telencephalic lobes (region 2,). Finally, two groups of
labeled cells were found in the preoptic/pretectal region
(region 3), one at the entry of the optic nerve and the
second in the pretectum. Biocytin-Alexa 488 showed an
interaction among both groups of region 3.

Comparison of tracers used

Although all tracers yielded similar results, biocytin-
fluorescence together with confocal microscopy gave
much more quality and quantity of labeling. Biocytin-
Alexa 488 gave complete information about the fibers,
arborizations of neurons involved in the TN tract (Lapper
and Bolam, 1991), as well as a relationship among

neurons stained in the preoptic/pretectal area (region 3).
HRP and biocytin—-DAB, stained the same clusters of
neuronal bodies, but the style of labeling was different.
Biocytin showed a homogeneous label and HRP a
granular one. Dil is a fluorescent lipophilic dye
traditionally used to study axonal path findings (Perrin
and Stoeckli, 2000; Rink and Wullimann, 2004) with the
advantage of not requiring active axonal transport thus
allowing its use in fixed tissue. In our approaches, Dil
stained the zones in which TN runs and some cell
somas and processes. However, the labeling was
significantly more diffuse than biocytin-fluorescence,
probably because Dil transport is through lipid
membranes instead of the active one used in living
systems. Most of our results were in accordance with
those shown by other authors that demonstrated the
olfacto-retinal  projections in cichlids, poecilids,
centrachids (Munz and Claas, 1981); Gasterosteus,
Oncorhynchus and Salmo (Ekstrom et al., 1988), and
zebrafish (Whitlock, 2011). Bilateral marked cells by
retrograde transport has been described previously in
Cypriniformes (Stell et al., 1987), although not with the

(A) LOCATION AND CELLS TYPES LABELED WITH THE DIFFERENT DYES EMPLOYED

Dil HRP Biocytin- Biocytin- Cellular
DAB Alexa 488 | types

1 OB Rostral Rostral Rostral ece

Dorsal Dorsal

Ventral 5&}@

2 Tel OB-Tel OB-Tel OB-Tel OB-Tel @

Transition Transition Transition Transition W

i S

3 Dien Preoptic

Pretectal Pretectal Pretectal Pretectal

(B)

Fig. 7. Summary of the main experimental results found in Austrolebias charrua brain. (A) The table shows a summary of the location and type of
cells labeled with the different tracers employed. (B) Scheme of a parasagittal section showing the TN route outlined in red, and the location and
different neuronal types labeled by axonal transport from the retina. Black cells are those that belong to the TN tract while the light blue cells are
those projecting to the TO. Abbreviations: OB, olfactory bulb; TN, terminal nerve; TV, telencephalic ventricle; ON, optic nerve; Po, preoptic area; Pr,
pretectal area; Tel, telencephalon; CB, cerebellum; TO, tectum opticum. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader

is referred to the web version of this article.)
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detailed features found here. Interestingly, the only place
of decussation found was through a thick meningeal
bridge that links both OB at medial level. No labeled
decussating fibers were found in the locations reported
previously in other teleosts (Reperant et al., 2006;
Whitlock, 2011). Regarding the labeled cells found in
region 3, previous descriptions were made in other
cyprinodontiforms (Munz et al., 1982). At least one of
these groups seems the conserved nuclei in other taxa
of vertebrates (that located at the entry of the TO), and
the other belongs to the septo-preoptic TN complex
according to Repérant et al. (2006, 2007). However,
biocytin-fluorescence seems evidencing continuity
between both groups (Fig. 1F).

The fibers comprising the olfacto-retinal branch of
the terminal nerve

Anatomical studies of fish retina and electrophysiological
recordings made in the optic nerve have suggested that a
centrifugal innervation of retina is present in fishes
(Bullock and Northcutt, 1984; Nieuwenhuys et al,
1998), and that part of these innervations give rise to
what it is known as terminal nerve. While centrifugal
innervation of the retina in caimans (Ferguson et al.,
1978), snakes (Halpern et al., 1976), birds (Cowan,
1970) and rats (Itaya, 1980), originates mainly in the
diencephalon, in different species of fishes including
A. charrua, centrifugal innervation related to TN is
originated in the olfactory bulb (Munz et al., 1982; Stell
et al., 1984; Walker and Stell, 1986; Repérant et al.,
2006). It was also described that in fishes, the TN is
associated with the olfactory nerve. There are
processes extending into the olfactory epithelium and
ganglia located at various points along its projections
that run through the ventral olfactory bulb/telencephalon
(Whitlock, 2011). The work done in dogfish by Bullock
and Northcutt (1984) showed that TN is composed by
about 1000 unmyelinated fibers whose diameters range
from 0.6 to 1.5 microns. Dil experiments showed some
stained fibers in the olfactory nerve and labeled cells
close the olfactory nerve fibers. In Austrolebias we
found a small package of multiple nerve fibers that
appears emerging from an important group of neurons
located in the rostral portion of olfactory bulb that runs
along the ventral telencephalon, and then take the optic
nerve pathway to the retina. These fibers were thin,
around 1 micron, but did not constitute a compact
bundle. The TN fibers course around the cells and
neurons that lie in the marginal ventral telencephalic
area. Some of these fibers cross the midline and seem
to originate in the neuronal cell bodies located in the
ipsilateral side of olfactory bulb. In zebrafish it was
described that some TN fibers crossed the midline but
is not clear where the fibers cross (Whitlock, 2011).

Cell somas labeled through the terminal nerve

Neurons surely contributing to the terminal nerve path
were consistently found in the OB (region 1),

OBJtelencephalic transition (region 2), and preoptic/
pretectal area (region 3).

Cells found in region 1 seem to be the most important
component forming the TN. This group has abundant
monopolar cells that resemble those OB granule cells
observed in rats (Millhouse, 1987). These cells have
5-8 um in diameter, globular-shaped somata and thin
branched dendrites. Instead the neurons found in
A. charrua are pausidendritic and are rather similar to
the monopolar spherical cells described in the
electrosensory lobe of electric fishes (Rethelyi and
Szabo, 1973; Castelld et al., 1998). It is important to
stress that there is an important variation in size and
shape that can be attributed at the high OB neurogenic
activity previously described in this and other species of
Austrolebias genus (Fernandez et al., 2011). In
accordance, olfactory bulb granule cells are reported as
having a high turnover and increased neurogenesis in
response to photoperiod changes (Walton et al., 2012).
Most of the region 1 cells were surrounded by large
labeled buttons that probably arise from collateral axons
of the same cell. However, we cannot discard that some
of the buttons are terminals of the axons originating
from the cell bodies in the retina that were labeled by
the marker applied to the eye.

The bipolar and multipolar labeled cells found in
region 2 (the transition OB/Tel) are located ventrally and
very close or interspersed to the fiber identified as part
of the TN. These cells are probably interacting with
those of region 1, because the dendritic branches from
multipolar cells seem to be directed toward the region 1
cell rostral group. Labeled cells found in region 2 could
correspond to the nucleus olfactoretinalis present in
fishes, such as cichlids, poecilids and centrarchids, and
proposed as anatomically and functionally
interconnecting and integrating parts of the olfactory and
optic systems (Minz and Claas, 1981). Regarding types
of cells labeled in region 2, bipolar Dil-labeled cells
similar to ours have been reported in the same location
in sharks (Yafez et al., 2011). Large multipolar cells
(diameter 25 pum) projecting toward the OB were
described as belonging to the ganglionic cells of the TN
in Cichlasoma and Haplochromis (Crapon de Caprona
and Fritzsch, 1983) as was cited by Repérant et al.
(2006).

Regarding the two groups found in region 3, according
to Repérant, the nuclei located at the entry of the optic
nerve (preoptic area) could belong to the septo-preoptic
TN complex, a system that includes the retinopetal cells
of the preoptic area due to its common origin in the
olfactory placode (Repérant et al., 2006, 2007). The
nuclei found in the pretectal area does not belong to
the TN complex but is conserved among the vertebrate
taxa (Repérant et al., 2006, 2007).

In other fishes it has been described that cell bodies of
the terminal nerve are located in clusters (ganglia)
associated with the olfactory nerve and bulb, and whose
position varies according to the species (Nieuwenhuys
et al., 1998; Whitlock, 2011, for a review see Repérant
et al., 2006). The TN ganglion in fishes with sessile OB
is clearly composed of two different cell types, a large
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and a smaller type (Rusoff and Hapner, 1990). In
Heterotilapia, the large cells, about a 100, are strongly
immunoreactive for GnRH (Rusoff and Hapner, 1990).
We found labeled neurons in the OB with a different
size, but never exceeding 10 um. According to our
preliminary results, some of these labeled neurons in
the OB, and in the transition between OB and
telencephalic lobes were immunoreactive to GnRH (data
not shown).

Possible functional implications of the present
findings

The great variability in TN reported in teleosts, evidences
that this nerve activity may reflect species-specific
behaviors. Austrolebias are shaped with a reproductive
annual feature and an elaborated sexual courtship,
having the vision an important role in both events
(Garcia et al., 2008). The TN—-GnRH system has been
suggested to be involved in reproductive and sexual
behaviors (Abe and Oka, 2011), and the concentration
of GnRH in olfactory system changes in accordance
with reproduction (Whitlock, 2011). In addition, the
projection of terminal nerve to the retina has a direct
influence on dopaminergic interplexiform cells in fish,
suggesting the activity of the terminal nerve can
influence light adaptation (Zucker and Dowling, 1987).
TN also might be involved in the increased retinal
sensitivity for sexually relevant stimuli, since odor
stimulation in Pterophyllum changes the
electroretinogram (Weiss and Meyer, 1988; Maaswinkel
and Li, 2003).

CONCLUSIONS

We demonstrated the anatomical link between the
olfactory bulb and the retina. The whole data obtained
from retrograde labeling from retina suggest that part of
the TN originates from the cell bodies present in the
rostral portion of OB. Some of the axons that formed
the TN run ventrally along the OB and telencephalic
areas till they find the optic nerve fibers and continue in
a common path toward the retina. The other cells
related to TN are the multipolar and bipolar cells located
in the transition OB/telencephalic lobes. Cells found in
the preoptic area may belong to the TN system. Our
results showing different TN neuronal groups bearing
particular and elaborated dendritic trees, suggest a
great circuital complexity among vision and olfaction
that merits further elucidation.
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Abstract—Adult neurogenesis participates in fish olfaction
sensitivity in response to environmental challenges. There-
fore, we investigated if several populations of stem/progen-
itor cells that are retained in the olfactory bulbs (OB) may
constitute different neurogenic niches that support growth
and functional demands. By electron microscopy and com-
bination cell proliferation and lineage markers, we found
that the telencephalic ventricle wall (VW) at OB level of Aus-
trolebias charrua fish presents three neurogenic niches
(transitional 1, medial 2 and ventral 3). The main cellular
types described in other vertebrate neurogenic niches were
identified (transient amplifying cells, stem cells and migrat-
ing neuroblasts). However, elongated vimentin/BLBP +
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radial glia were the predominant cells in transitional and
ventral zones. Use of halogenated thymidine analogs
chloro- and iodo-deoxyuridine administered at different
experimental times showed that both regions have the high-
est cell proliferation and migration rates. Zone 1 migration
was toward the OB and telencephalon, whereas in zone 3,
migration was directed toward the OB rostral portion consti-
tuting the equivalent of the mammal rostral migratory band.
Medial zone (MZ) has fewer proliferating non-migrant cells
that are the putative stem cells as indicated by short and
long proliferation assays as well as cell lineage markers.
Sparse migration observed suggests MZ may collaborate
with VW growth. Scanning electron microscopy evidenced
that the whole VW has only monociliated cells with remark-
able differences in cilium length among regions. In OB there
are monociliated cells with dwarf cilium whereas ventral
telencephalon shows long cilium. Summarizing, we identi-
fied three neurogenic niches that might serve different func-
tional purposes. © 2016 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.

Key words: olfactory bulb, ventricular wall, neurogenesis,
migrations, radial glia, stem cells.

INTRODUCTION

Neurogenesis in the developing central nervous system
consists of induction and proliferation of neural
progenitor cells and their subsequent differentiation into
mature neurons. External as well as internal cues
orchestrate neurogenesis in a precise spatial and
temporal way (Schmidt et al., 2013). Numerous studies
have revealed that neural stem cell niches are widely con-
served in the ventricle wall (VW) of adult vertebrates
(Alvarez-Buylla and Kim, 1997; Doetsch and Scharff,
2001; Garcia-Verdugo et al., 2002; Goldman, 2003;
Sawada and Sawamoto, 2013). However, there is little
understanding on how adult neurogenesis may contribute
functionally to modify species behavior or information pro-
cessing (Barnea and Pravosudov, 2011; Lindsey and
Tropepe, 2014). The ability to give rise to new neurons
in adults is associated with continuous growth throughout
life and regeneration (Adolf et al., 2006; Zupanc, 2008),
however adult neurogenesis may serve other functional
purposes. Teleost fishes retain populations of stem/pro-
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genitor cells within sensory processing structures of the
mature brain.

Levels of neurogenesis are regulated by a variety of
environmental factors suggesting that new neurons
could be important for coping with changing
environmental demands (Lledo et al., 2006; Feierstein,
2012). Olfaction and vision play important roles in adapta-
tion to such varying conditions, as well as for reproduction
and survival. In addition, the adult brain has the capacity
for sensory-specific modulation of neurogenesis
(Rochefort et al., 2002).

Austrolebias are annual fishes that live less than one
year in temporary fresh water ponds that are initially
clear and transparent but become absolutely turbid as
the ponds begin to dry. This suggests a needed change
in the hierarchy of sensory modalities. Olfaction is a
very important sensory modality for Austrolebias mating
and reproduction because this all happens in near
complete darkness for them (Passos et al., 2014). We
found that Austrolebias charrua has an anatomical con-
nection between the olfactory bulb and retina (a branch
of the terminal nerve complex) that is more complex
and well-developed than in zebrafish (Rosillo et al.,
2013). Moreover, a comparative analysis in three species
of Austrolebias have shown that brain cell proliferation
indexes varied among regions involved in different sen-
sory modalities that may be related to phylogeny or habi-
tat (Fernandez et al., 2011). Recent studies on olfactory
bulbs (OB) showed that social stimuli elicit reproductive
behaviors and that such cues modulate adult neurogene-
sis at two levels, i.e., increasing proliferation of neuronal
progenitors and integration of newborn neurons into func-
tional circuits (Peretto et al., 2014). Importantly, the ability
of the adult brain to modulate sensory systems by neuro-
genesis may be associated with the types of stem cells
present in the niche (Lindsey et al., 2012, 2014).

Therefore, we propose that the continuous
environmental and social challenges during the short
Austrolebias sp. lifespan may require a high demand for
newly formed neurons in olfaction-related regions. Such
continuous generation of new neurons could take place
in multiple neurogenic niches composed of different cell
types. To test our hypothesis we analyzed the cellular
composition and ultrastructural features of the
telencephalic VW at the OB and OB-telencephalon (Tel)
levels by transmission electron microscopy (TEM),
scanning electron microscopy (SEM) and
immunohistochemistry. We also studied cell proliferation
using  5-bromo-2’-deoxyuridine  (BrdU), 5-iodo-2'-
deoxyuridine (IdU), and 5-chloro-2’-deoxyuridine (CldU)
at different survival times in the VW of the OB-Tel zone.

We identified three different neurogenic regions
designated as: zones 1 (transitional), 2 (medial) and 3
(ventral). In zones 1 and 3 we recognized transient
amplifying cells, few slowly dividing not migrating cells
and migrating neuroblasts that take tangential routes
aligned with blood vessels (bv) or migrate radially.
However, the main population in both zones is formed
by elongated radial glial cells with different electron
density that likely generates neuroblasts and glioblasts.
Putative stem cells were mostly found in the medial

zone (MZ). SEM analysis showed regional differences
with respect to monociliated cells in the OB VW and the
ventral zone of the Tel ventricle. This work contributes
to know the precise location of different neural
progenitor cell types that contribute to OB adult
neurogenesis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Thirty-two adult male A. charrua fish
(Cyprinodontiformes-Rivulidae) were collected during
the rainy season (September to November) in transient
ponds close to the major rivers in Rocha and Treinta y
Tres, Uruguay. Specimens were kept in 30-L glass
aquariums with aerated, dechlorinated tap water (pH 7—
7.5) and exposed to natural light (14 h light/10 h
darkness). When courtship began, the bottom of the
special aquariums was covered with peat moss (10 cm
deep) to resemble the natural substrate these annual
fish inhabit. Water (temperature 19 + 1 °C) was partially
changed every 5days and the fish were fed daily with
live Tubifex sp. Fishes used in experiments were
between 3 and 6 months of age and had an average
length of 5cm. Before processing the fishes were
deeply anesthetized by adding a 1:1000 v/v solution
10% Eugenol (Sigma, St. Louis, MO, USA) to the
aquarium water until opercular movement ceased. After
that, each fish was intracardially perfused with saline
solution to wash the vascular system and then with
specific fixative solutions according to the method
employed. All procedures were approved by the local
Committee for Animal Care and Research (CHEA,
UdelaR and CEUA, I1IBCE), which follows NIH
guidelines for maintenance and use of laboratory animals.

TEM

TEM was used to examine the ultrastructural profile of
cells in the neurogenic niches located along the VW at
the OB and OB-Tel levels. OB was chosen for analysis
because these are one of the dominant structures
utilized by Austrolebias sp. to process sensory
information from the external environment (Passos
et al., 2014). Eight fishes were perfused with 2.5% glu-
taraldehyde plus 2% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M
phosphate buffer (PB; pH 7.2). Brains were removed
and kept in the same fixative for 2 h at 4 °C. Then, tissue
was transferred to PB overnight. Whole brains of smallest
fish or 200 um vibratome sections were postfixed in 2%
osmium tetroxide for 1.5 h, rinsed with PB, dehydrated
through an ascending ethanol series (50%, 75%, 95%
and 100%) and then with anhydrous acetone before final
embedding with araldite resin (Durcupan, Sigma). Semi-
thin sections (1 micron) were obtained using a Leica ultra-
microtome (PowerTome XL) and stained with 1% Boraxic
Methylene Blue (BMB) before being observed using a
Nikon Eclipse E 200 microscope. Images were taken
using a Nikon COOLPIX 8400 digital camera. Ultrathin
(60 nm) sections were cut with a glass knife, mounted
on Formvar-coated slot grids (2 x 1 mm) and contrasted
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with 2% uranyl acetate and lead citrate in accordance with
Reynolds’ method. Individual cell types were character-
ized by examination using both a Jeol 100CX-Il and a Jeol
JEM1010 TEM equipped with 4000 AM DVC and HAMA-
MATSU C-4742-95 digital cameras, respectively.

SEM

SEM was done to examine characteristics and distribution
of cilia on luminal cells of the ventricular walls. Three adult
fish were perfused with 0.9% saline and 2.5%
glutaraldehyde and left immersed in the same fixative
for 24 h. Then, brains were removed and separated
longitudinally at the mid-sagittal plane for visualization of
the complete medial ventricular surface. Three other fish
were anesthetized; fresh brain tissue was then removed
and fixed overnight by immersion in 2.5%
glutaraldehyde at 4 °C. After that, brains were washed
in 0.1 MPB pH 7.2 dehydrated at increasing ethanol
concentrations and finally with acetone. Then, tissue
was submitted to critical point drying with CO, in a
Denton SPC-1 Critical Point Vacuum Drying Apparatus.
Then, gold plating was done in a Denton Vacuum Desk-
Il for 120 s. Samples were analyzed in a Jeol-5900 LV
SEM that acquires and displays the video signal through
X-Stream Imaging System.

Experimental procedures to evaluate temporal
discrimination of cell proliferation

The administration of different halogenated thymidine
analogs that can be distinguished by specific primary
antibodies together with careful timing between
administrations  has allowed for discriminating
proliferating cell subpopulations in the brains of
amniotes (Vega and Peterson, 2005; Llorens-Martin
et al., 2010), anamniotes (Grandel et al., 2006; Alunni
et al.,, 2010) and invertebrates (Sullivan et al., 2007).
Therefore, to study dynamics of cell proliferation in neuro-
genic niches of the A. charrua brain, 18 adult fishes were
injected with three halogenated thymidine analogs (BrdU,
IdU, CldU) at specific intervals. This also allowed for iden-
tifying possible locations of candidate stem cells. Three
different protocols were used with 6 adult fish per
experiment:

— Experiment 1:i.p. BrdU administration of a single dose
(100 mg/kg body weight) as described in Fernandez
et al. (2011). At day 7, fishes were anesthetized and
perfused with 10% PFA;

— Experiment 2: Equimolar administration of IdU
(57.5 mg/kg body weight) at day 0 and of CldU
(42.5 mg/kg body weight) at day 6. At day 7, anesthe-
sia and perfusion were done;

— Experiment 3: 1dU injection at day 0 and CldU adminis-
tration 29 days later. At day 30, fishes were anes-
thetized and fixed with 10% PFA. IdU and CIldU
doses were the same than those used in experiment
2. In all experiments, IdU was dissolved in 0.7% NaCl
containing 0.04 N NaOH, and CIdU in 0.7% NaCl,
respectively.

Sectioning of brains

After fixation, dissection and post-fixation, tissue was
transferred to PB and maintained at 4°C until
processing. Fixed brains were serially sectioned (60 pm
thickness) in a Vibratome S1000 (Leica, Buffalo Grove,
IL, USA) following sagittal and transverse planes.
Finally, sections were transferred to multi-well plates for
further free-floating immunohistochemistry processing.

Immunohistochemistry

Proliferation markers incorporated during S-phase were
analyzed in tissue sections pretreated to break double-
stranded DNA into single strands by incubation in 2N
HCI in PB containing 0.3% Triton X-100 (PB-T) for
45 min at room temperature. After several washes with
PB (3 x 10 min), proliferating cells were recognized
immunohistochemically using antibody to detect BrdU
(see below). In addition, double immunolabeling against
BrdU + and the neuronal protein marker HUC was done
to identify proliferating cells that differentiated into a
neuronal phenotype. Sections were incubated for 48 h
(4 °C) with a 1:500 dilution of a monoclonal mouse anti-
BrdU antibody (Dako, Copenhagen, Denmark) together
with a 1:100 dilution of a polyclonal rabbit anti-HuC
(Abcam, Cambridge, UK). After rinsing with PB
(3 x 10 min), recognition of each label was done with
secondary antibodies conjugated to fluorescent markers
Alexa 488 and Alexa 633 (Invitrogen, CA, USA), both
diluted 1:1000 in PB-T.

To visualize CldU and IdU, tissue sections were
incubated 48 h at 4 °C with 1:500 dilutions of both rat
anti-CldU/BrdU (Accurate, New York, USA) and mouse
anti-ldU/BrdU (Becton Dickenson, New Jersey, USA).
Sections were rinsed in PB (3 x 10 min) and incubated
in donkey anti-rat biotinylated secondary antibody at
1:500 (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA,
USA) in PB-T for 1 h. After that, sections were quickly
washed 3 times in PB and incubated in a mixture of
streptavidin conjugated to Cy3 at 1:500 and donkey
anti-mouse Alexa 488 at 1:500 in PB-T for 90 min.
Combinations of CldU and IdU together with Pax6 and
Sox2 (both transcription factors of neurodevelopment
differentiation usually expressed in stem cells), vimentin
or brain lipid-binding protein (BLBP) were employed to
identify progenitor and radial glial cells. All sections
were mounted with glycerol mounting medium and
photographed. Fluorescent images were obtained using
a confocal FV300 Olympus microscope with Fluoview
5.0 software. Sequential imaging and multi-plane view
analysis were done using 20x (0.50 N.A), 40x (0.75 N.
A) and 60x (1.42 N.A) lenses.

Primary antibodies used

A summary of antibodies used is given in Table 1. All
antibodies were previously validated for other
researchers and ourselves or indicated by the
manufacturer as able to be used in zebrafish.

Antibodies used to label proliferation markers such as
the anti-BrdU antibody was employed in many fish like
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Table 1. Primary Antibodies used in this study

Antibody Immunogen Manufacturer, catalog number, Dilution
species, type
Anti-HuC Protein synthesized early during neuronal differentiation Abcam, ab78467, Rabbit 1:100
polyclonal
Anti-BrdU 5-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) analog nitrogenous base thymidine Dako, Copenhagen, Denmark, 1:500
of DNA MO0744, Mouse Monoclonal
Anti-CldU (BrdU Clone 5-Chloro-2’-deoxyuridine (CldU) analog nitrogenous base thymidine Accurate, J0066, Rat Monoclonal 1:500
BU1/75 (ICR1) of DNA
Anti-ldU (BrdU Clone 5-lodo-2'-deoxyuridine (IdU) analog nitrogenous base thymidine of = Becton Dickenson, 6-17-08, 1:500
B44) DNA Mouse monoclonal
Anti-BLBP Synthetic peptide corresponding to Human BLBP (C terminal) Abcam, ab110099, Goat polyclonal 1:500

conjugated to Keyhole Limpet Haemocyanin (KLH)

Anti-Vimentin Intermedia filament
Anti-Pax6
Anti-Sox2

300 to the C-terminus of Human SOX2

Hybridoma Bank, 40E-C, lowa, 1:50
USA, Mouse Monoclonal

Synthetic peptide corresponding to Human Pax6 (internal sequence) Abcam, ab135147, Rabbit 1:250
Synthetic peptide conjugated to KLH derived from within residues

Abcam, ab97959, Rabbit 1:500

zebrafish (Grandel et al., 2006) and Austrolebias (Rosillo
et al., 2010; Fernandez et al., 2011). IdU and CIdU anti-
bodies were used in Gymnotus omarorum by Olivera-
Pasilio et al. (2014). In all cases, to determine optimal
conditions for antibody incubation including its dilution,
intestine sections from rats injected with BrdU, CldU,
IdU or vehicle were used as positive or negative controls,
respectively.

Among the antibodies employed to recognize cell
phenotype in Austrolebias, the anti-vimentin antibody
selected was previously used by Forlano et al. (2001) in
teleost fish to label radial glial cells; and by ourselves
(Fernandez et al., 2012). Anti-BLBP antibody was
employed by Chiu-Ming et al. (2010) in fish Trachinotus
blochii. In both cases concentrations and conditions of
use were the same as those previously published.

Anti-HuC antibody is able to be used in zebrafish as
the manufacturer (abcam) indicates and the same used
by: Arslan-Ergul et al. (2016). Anti-Pax6 and anti-Sox2
antibodies were used to recognize stem/progenitor cells
(Sakurai and Osumi, 2008). We determined optimal con-
centration and incubation of each antibody by exposing
Austrolebias and zebrafish brain sections at the same
time in equal conditions.

Quantitation of proliferating cell number in the OB
and Tel

Positive CldU and IdU nuclei present in consecutive
sections containing all olfactory bulb and ventricular
telencephalic walls were counted in six adult fish. The
total average number of IdU (green), CIldU (red), and
IdU/CIdU (yellow) cells in each region per fish (+ S.D.)
was plotted using Origin 8.0. Descriptive statistical
analysis was done using Sigma Stat 2.0.

RESULTS

Cytoarchitecture of the VW at OB and OB-Tel levels

The nomenclature used in this study is based on that
employed in atlases of Waullimann et al. (1996) and

D’Angelo (2013). Previous studies on neurogenesis of
VW of the Austrolebias brain showed high proliferation
rates mainly in cells that contact the lumen of ventricles.
We also reported three different main cellular types (I, II,
I11) with distinctive morphology, electron density and loca-
tion along the VW of dorsal telencephalon (Teld) (Rosillo
etal., 2010; Fernandez et al., 2011). In this study, we ana-
lyzed characteristics of the VW at the OB and OB-Tel
levels.

We identified three neurogenic regions: 1- the
transitional zone (TrZ) located in the dorsal portion of
OB bordering the telencephalic lobes. This region is
coincident with the dorsal nucleus of ventral
telencephalic area bordering the internal cellular layer of
the OB (Wullimann et al., 1996; D’Angelo, 2013); 2- the
MZ that is located between the TrZ and ventral zones,
and 3- the ventral zone or fund of the telencephalic ventri-
cle (VT) that extends up to the interconnection of both OB
through a bridge where myelinated fibers of the olfacto-
retinalis pathway runs (Rosillo et al., 2013).

A panoramic view of OB and OB-Tel VW showing the
three neurogenic regions identified is illustrated with BMB
staining and proliferation markers (Fig. 1A, C). Staining
with BMB shows that the VW is not homogeneously
formed (Fig. 1A). Electron microscopy images further
show cells with different electron density with those
having the highest density closest to the ventricle wall.
Darkest cells were also the most proliferative
(Fig. 1B, C). TEM analysis of the MZ enabled identifying
the three main cell types previously reported (Rosillo
et al., 2010; Fernandez et al., 2011) in spite of the obser-
vation that a significant proportion of cells show interme-
diate phenotypes typical of transitional stages. Type |
cells were found densely aggregated at sites recognized
as highly proliferative by other methods. These cells are
the smallest and had the most irregular and dense nuclei
(4-5 microns). The cytoplasm of these cells is very limited
and displays high electron density due to the presence of
many free ribosomes. Within the type | group we saw that
some cells were in contact with cerebrospinal fluid (CSF)
and others that did not which were frequently clustered
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Fig. 1. Ultrastructural organization and cell types of the OB ventricular wall. (A) Semi-thin transverse section of telencephalon stained with BMB
showing the cytoarchitecture of telencephalic ventricular wall. The inset on the upper right schematizes a forebrain cross section showing the three
regions analyzed and designated as 1, 2 and 3. On the bottom is shown a photograph of the Austrolebias charrua brain with a dashed line indicating
the level and direction of the section stained with BMB. The red box shows the area magnified in B. (B) Electron micrograph at higher magnification
of the medial zone (2). Three types of cells are observed: type | are the most electron-dense and have irregular nuclei. Some cells are further away
from the lumen and have a more regular shape with spaces between cells; type Il with intermediate electron-density cells; type Il is composed of the
most electron-lucid cells recognized as post-mitotic neurons. (C) Cell proliferation (CldU in red and IdU in green) in a telencephalon section taken at
same level as that stained with BMB. (D) Higher magnification of type | cells that contact the ventricle lumen and are highly electron dense. Cellular
junctions and microvilli (*) are also observed. (E) Type Il cells at high magnification showing intermediate electron density and contact with the
ventricular lumen. A single primary cilium is shown (arrow). (F) Type Il cells (post-mitotic neurons) have round nuclei with light chromatin. BMB,
Boraxic Methylene Blue; CB, Cerebellum; OB, Olfactory bulbs; Tel, Telencephalon; Teld, Dorsal telencephalon; TO, Tectum opticum; VT,
Telencephalic ventricle. Scale bars, A: 50 pm; B: 5 um; C: 100 um; D: 1 um; E-F: 2 um; Inset scale bar: 1 mm. (For interpretation of the references to
color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

(Fig. 1A, B, D). Those cells facing the ventricular lumen membranes and a single cilium were also observed
had distinct intercellular junctions compared with other (Fig. 1D, asterisk). Type | cells that did not contact CSF
cells that appeared to interdigitate with the plasma mem- were found to be close to the VW. These cells had the

brane and with neighboring cells. Spaces between cell most irregular indented nuclei and were very electron
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dense suggesting high proliferation which was further
confirmed by seeing high levels of mitotic cells in this
region. Since they can be the transient/amplifying cells
we named them as t cells. Other type | cells often
appeared to be further away from the lumen; they had a
more regular appearance, and were frequently clustered
with spaces among them. Type Il cells had an intermedi-
ate electron density and size with normal nuclei lacking
indentations and major axis around 6—8 microns. These
cells are fewer than type | cells and have abundant cyto-
plasm with many mitochondria at the apical pole. Type Il
cells are monociliated with vacuoles and microvilli com-
monly close to the cilium (Fig. 1E). They were frequently
in contact with the ventricular lumen or intermingled with
type | cells in contact with the CSF. Type lll cells are
the most electron lucid and have round nuclei (6-8
microns in diameter) with one or two nucleoli located next
to the nuclear envelope. Their cytoplasm was light and
small. Type lll cells were located in the second row or
deeper into the parenchyma rarely contacting the lumen.
These cells resembled the main features of neurons that
are in different stages of differentiation ranging from neu-
roblasts with small amounts of cytoplasm to more mature
post-mitotic neurons (Fig. 1F). Very few type Il cells
seemed to be migrating.

Semi-thin sections of the TrZ and ventral zones of the
OB had high cellular densities and a majority of cell nuclei
were stained intensely with BMB (Fig. 1A). TEM analysis
of the TrZ showed a fourth predominant cell type
characteristic of typical radial glial cells (RG). RG cells
occupied the entire zone and extended 30—40 microns
from the ventricular lumen toward the parenchyma.
Radial glial cells were elongated and arranged in
parallel with each other with the major axis
perpendicular to the VW (Fig. 2A). A first row of RGs
contacted the CSF and a second row was partially
intermingled with the first row without contacting the
CSF and having the appearance of a pseudostratified
epithelium. RG cells have a major nuclear axis of up to
17 microns and have differences in electron density in
both the cytoplasm and nucleus. Based on variations in
electron densities we distinguished two RG subtypes:
light (RGIl) and dark (RGIl). These two cell types
alternate with each other in a first row in contact with
the CSF (Fig. 2A-D). RGI have many fewer free
ribosomes than do RGII, which in contrast are abundant
with polyribosomes. Intermingled and adjacent to the
RG cell types, but deeper in the parenchyma are what
we consider to be both migrant cells (n) and others with
characteristics of progenitor cells (f). Migrant cells
appeared to be linked by gap junctions and as well with
intercellular spaces that suggest migration (Fig. 2E).
Radial cells in the TrZ express progenitor markers
BLBP and vimentin. BLBP+ cells are present in the
entire dorsal transition zone, whereas vimentin+ cells
are confined to the ventricular zone (Fig. 2F-H). The
majority of cells that contact the CSF expressed BLBP.

Cell proliferation and neurogenesis

We used IdU/CIdU labeling in short (7 days) and long
(30 days) experiments to obtain information about origin,

dynamics and migration of proliferating cells. The
second marker was injected at either 6 or 29 days after
the first, and fixation was done 24 h after the
administration of the second marker. The use of both
halogenated thymidine analogs together with Pax6
labeling demonstrated that the telencephalic VW s
highly proliferative and Pax6 positive with the TrZ
exhibiting the highest cell proliferation (Fig. 3A—C). Many
Pax6-positive cells co-localized with IdU/CIdU and have
a location coincident with the progenitor cells previously
observed by TEM at 30—40 microns from the ventricular
lumen (Fig. 3D, E). Another cluster of Pax6/IdU/CIdU +
cells was found in the MZ closer to the lumen (Fig. 3F).
Since there were 30days between IdU and CldU
administrations, co-localization of both signals suggests
that these cells did not migrate and reenter in the cell
cycle in this time period. This, together with
morphological appearance and Pax6 signaling confirms
the presence of stem cells in TrZ and MZ. These cells
were those previously identified as type Il cells.

The long protocol of administration of the two
thymidine analogs showed a high percentage of
proliferative cells along the entire ventricular wall with
TrZ having the highest levels. Three populations of
proliferative cells were recognized: 1) cells close to the
VW (CldU+); 2) cells that migrate different distances
from the VW (IdU+), and 3) cells that do not migrate
but that reenter the cell cycle by virtue of the presence
of the second proliferation marker (CldU/IdU +) (Fig. 4).
In the MZ, double-labeled nuclei (yellow) were found
close to the upper third of the VW (Fig. 4A, B). These
round, large and monociliated cells (Fig. 4C-D) were
those previously described as type Il cells (Fig. 1).
Neurogenesis was frequently found in this region as
shown with cells positive for IdU and HuC (Fig. 4F).
Yellow IdU/CIdU + cells that co-localize with vimentin
(Figs. 4G, 5) were also found. Quantitation of three
proliferating cell populations indicated that there were
twice as many IdU + cells (green) compared with those
labeled with CldU (red) and that IdU/CIdU+ cells
accounted only for about 10% of total marked cells
(Fig. 4E).

Migration routes in sagittal sections

Sagittal sectioning and analysis of Austrolebias brain
gave complementary information about proliferation and
migration in zones analyzed. Forebrain parasagittal
sections with 7days between IdU and CidU
administrations showed that the majority of proliferative
cells were confined to the VW. Serial sections
evidenced differences in the distribution of types of
proliferating cells depending on proximity to the VW.
Double-labeled IdU/CIdU nuclei (yellow) were most
frequently identified very close to the VW (Fig. 5A-C)
with their number decreasing a few microns away from
the lumen (Fig. 5D, E). Parasagittal sections in 30-day
experiments allowed for visualizing different migratory
routes that could not be observed in transverse sections
(Fig. 5F, G). The posterior portion of the OB-Tel
transition zone bordering the ventral telencephalon
(Telv) was the region that exhibited highest cell
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o Neuroblasts
> > Radial glial cells

Fig. 2. Analysis of the TrZ (zone 1). (A) TEM image of TrZ showing the two subtypes of RG identified: RGI the most electron lucid cells that are
usually associated with neuroblasts, and RGII which are darker and often associated with cells that seem to be glioblasts (gb?). The image also
shows grouped migrant neuroblasts (red dashed line, n), and cells closer to the lumen that have irregular nuclei (green dashed line, t). The scheme
shows TrZ location in the VW. (B) Higher magnifications of both RG subtypes showing differences in nuclear and cytoplasmic electron density. (C)
Higher magnification of cell apical poles showing differences in cytoplasmic electron density, jntercellular junctions and microvilli facing the lumen.
(D) Higher magnification of a RGII cell with an electron-dense cytoplasm and a single cilium ( ). (E) Migratory neuroblasts (n) closely linked by gap
junctions (arrows) and with intercellular spaces between them (asterisk). (F) Immunohistochemistry showing vimentin + radial glial cells in the TrZ.
(G) Schematic drawing pointing to the location of TrZ and radial glial cells (green and red) close to ventricles. Neuroblasts (blue) are located deeper
in the parenchyma. (H) BLBP-positive immunolabeling along the TrZ. BLBP, Brain lipid-binding protein; OB, olfactory bulbs; RG, radial glial cells;
VT, telencephalic ventricle; Teld, dorsal telencephalon; TrZ, transitional zone. Scale bars, A: 5 um; B: 2 um; C: 1 um; D: 2 ym; E: 2 um; F: 10 pm; H:
20 um. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Pax6 CldU

Fig. 3. Confocal image of triple immunohistochemical analysis of IdU/CldU and Pax6. (A) Telencephalic transverse section showing IdU (green)
immunolabeling at level of OB. (B) The same section showing that CldU signal (red) is coincident with the IdU immunolabel. (C) Pax6 expression is
distributed throughout the ventricular wall as well as in the TrZ. (D) Merge of the three channels of confocal images showing colocalization of Pax6 in
the nuclei stained with both proliferation markers used. (E) Stack of 16 microns allows detecting triple-labeled nuclei at MZ and TrZ zones. In MZ,
triple label coincides with type Il cells identified by TEM analysis (yellow arrows). The inset shows a higher magnification of a single confocal plane
showing the triple co-localization deeper into the TrZ. MZ, medial zone; OB, olfactory bulbs; TrZ, transitional Zone; VT, telencephalic ventricle. Scale
bars, A-D: 150 pm; E: 50 um; inset: 30 um. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)

proliferation levels. Proliferating cells migrate from the
entire region toward the front of the OB. A clear
migration route backward to the Tel was also evident.
The preferential pathway through the Tel seems to
divide ventral and dorsal areas (Fig. 5F, G). Positive
nuclei that appeared very close to bv (Fig. 5F, white

arrowheads) suggest that bv participate in migration
providing the scaffold for movement of migrating cells.
Analysis of the distribution of radial glia in the rostral
portion of the forebrain by immunohistochemistry in
parasagittal sections provided evidence for a distinct
distribution and orientation of vimentin+ and BLBP +
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Fig. 4. Proliferation analysis. (A) Panoramic view of a transverse section at Tel-OB level stained with IdU and CldU that were administered 30 days
and 24 h prior to fixation. IdU/CIdU + and IdU + labeling show both the distribution of proliferative and migrating cells. Double-labeled nuclei where
observed in MZ (framework), and I1dU cells migrate radially throughout the whole area. (B) Panoramic view of a hemi-brain section stained with BMB
(dotted triangle). (C) A higher magnification of A imaged as a stack of 30 microns. In MZ are observed cells that uptake both proliferating markers
IdU/CIdU (yellow and arrows). These cells are coincident with putative stem cells shown in D by TEM. (D) Electron micrograph of type Il cells having
“dwarf cilia”. (E) Quantification of IdU, CldU and IdU/CIdU + nuclei at the OB and Tel levels. In both regions, yellow cells are around 10% of the total
proliferative cells. (F) Immunohistochemistry of HuC and BrdU (7 days) at the OB level. Orthogonal planes show the precise co-localization of both
markers. (G) Co-immunostaining against IdU/CIdU/vimentin showing a triple positive cell (') facing the ventricular lumen in the MZ. These cells are
type Il yellow cells. Scale bars, A—B: 100 um; C: 50 um; D: 3 um; F: 10 um; G: 50 um. (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 5. Temporal discrimination of VW cell proliferation. (A) Stack of 30 confocal images taken in 1 micron steps by parasagittal sectioning at the VZ
level showing IdU immunolabeling at 7 days post-injection. IdU+ nuclei are located mainly in the VW close to the lumen. (B) CIldU (24 h post-
injection)-positive nuclei present in the same location with IdU labeling. (C) Merged image of A and B showing that despite the fact that both signals
are at the same location, IdU/CIdU co-localization is infrequent at this experimental time. (D) 30-um confocal stack (1 um per step) of the ventral
ventricle in a parasagittal plane in the 7-day experiment. Note several IdU + nuclei likely following the RMS toward the rostral OB (white arrows).
Inset is a higher magnification of the dashed area showing a double-labeled nucleus that bears the typical morphology and location of type Il cells.
(E) Another parasagittal plane of ventral ventricle of a 7-day experiment confirming the presence of IdU + nuclei belonging to the RMS (white
arrows). (F) 30 confocal images stacked after being taken at 1 um showing IdU originated in the VZ and migrating in different directions toward the
rostral OB (white arrows). Other proliferative cells migrate toward the caudal Tel (dashed line). Arrowheads indicate some IdU- and CldU-positive
cells associated to blood vessels in the ventral zone. (G) A single plane showing IdU-positive cells (green) and CldU + cells (red) are confined to
VW. bv, blood vessels; RMS, rostral migration stream; VW, ventricular wall; VZ, ventricular zone of the telencephalon. Scale bars, A-C: 150 ym; D—
E: 50 um; F—G: 150 um. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

cells. BLBP + cells were found throughout the entire mid- throughout the OB, perhaps explaining the radial and
region and periphery of the Tel. BLBP + cell processes tangential migration of neuroblasts (Fig. 6A). Somata of
were observed to be oriented in different directions BLBP + cells were highly concentrated in proliferative
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TrZs where Sox2 and Pax6 were highly expressed
(Fig. 6A-D). Vimentin+ RG cells have the strongest
expression in the most ventral portion of the OB with
low labeling in medial and TrZs (Fig. 6B).

Newborn cells in the rostral migratory stream toward
OB

Neuroblasts generated in the subventricular zone migrate
radially from the center to the periphery forming the rostral
migration stream (RMS) to the OB in rodents (Lois and
Alvarez-Buylla, 1994). Analysis made 7 days after BrdU
injection combined with HuC detection were used to iden-
tify neuroblasts arriving at the OB. Parasagittal sections
showed a row of BrdU + nuclei that comes from the tran-
sitional ventral VW and runs ventrally toward the most
rostral part of the OB with similar features than RMS
(Fig. 7A—C). Some of the BrdU + cells co-localized with
the neuronal marker HuC (Fig. 7D-G). We found HuC +
neuroblasts with different sizes and forms, some positive
for BrdU + and others not. The BrdU/HuUC + cells gener-

ally have round nuclei and cytoplasm with different levels
of HuC expression. HuC-positive cell processes running
in the direction of migration were found. Many cell nuclei
showed only the BrdU signal (Fig. 7F). We also observed
different migratory routes from the whole transitional ven-
tricular wall with the most frequent path being ventrally.

Analysis of VW by SEM

Fixed adult A. charrua’ whole brains were dissected and
divided following the sagittal plane to expose the
ventricular surfaces (Fig. 8A). This preparation allowed
simultaneous study of the whole telencephalic
ventricular surface. SEM of the forebrain VW revealed
differences in OB, the transition zone and Telv likely
caused by the presence of cilia with particular features
in each region. Such differences allowed for seeing a
dividing line between the ventricular region
corresponding to Telv and VW in the OB (Fig. 8A-C). At
OB level, a single cilium per cell was observed. This
cilium of 1 or 2 microns was named “dwarf cilium”.

Fig. 6. Differential expression of progenitor cell markers in OB and Tel in parasagittal sections. (A) BLBP (green) significant expression in radial glial
processes in the OB and in the proliferative zones. BrdU + nuclei appear in red. (B) vimentin + signals (green) and BrdU proliferating nuclei (red) in
the OB. Note the different orientation of vimentin + processes as compared with that shown in A. (C) Pax6 expression (red) together with IdU/CldU
labeling in OB and Tel. (D) Sox2 + signals (red) combined with IdU/CIdU. The yellow boxes that appear in both insets represent the region analyzed
in all images. Scale bars, A—B: 50 um; C—-D: 150 um. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the

web version of this article.)
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Fig. 7. Neurogenesis at level of the RMS. (A) Panoramic view of BrdU + nuclei in a confocal stack of parasagittal planes at the level shown in the
upper right. The yellow box represents the region analyzed in images A-B-C. (B) The same stack showing the presence of neuronal HuC-positive
cells. (C) Merge of signals shown in A and B demonstrating significant co-localization in the ventral region (dashed box). (D) A higher magnification
of the dashed area displaying several double BrdU/HuC-positive cells showing neurogenesis in the RMS (indicated by yellow dashed lines). (E)
Single confocal channels showing migrating neuroblasts. The green channel corresponds to the BrdU signal, the red channel shows HuC and the
merging of both markers together. (F) A single merged plane showing co-localization of BrdU and HuC in many cells. (G) Multiple plane view
confirming co-localization of both signals in a cell. Scale bars, A—C: 300 um; D—E: 50 um; F—G: 30 um. (For interpretation of the references to color

in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Dwarf cilium arises from a bump in the mid part of the
apical pole of the cell and bears an expansion on the tip
that appears as a structure with transverse bands by
TEM analysis (Fig. 8D—F). Dwarf cilium is surrounded by
variable numbers of microvilli (Fig. 8G). The cells that
cover the telencephalic VW are monociliated and have a

long cilium. This cilium is between 10 and 12 microns in
length, seems to arise from the cell membrane without
any kind of protrusion (Fig.8G) and has a slightly
decreasing diameter toward the tip that in general is thin
and simple. Some microvilli are associated with the
base of long cilium (Fig. 8H). At the transitional level
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Fig. 8. SEM analysis of ventricular walls. (A) Panoramic sagittal view of a complete telencephalon. (B) Heterogeneity of ventricular walls between
the OB and Tel due to different appearance of ciliated cells. (C—E) Higher magnifications of B showing shorter and more abundant cilia in the OB and
long and thin cilia in Tel (C) as wells as the different cilium morphology comparing those in the OB and Tel. Note the general appearance of OB
“dwarf cilia” and the “bump” at the location of emergence and the long cilia in the Tel. Red dashed lines in A to C show the border between the OB
and Tel ventral surfaces (F) A view of the specialization observed in the tip of dwarf cilium in the OB. Inset shows the tip specialization at higher
magnification. (G) Abundant microvilli that surround a dwarf cilium. (H) A higher magnification of a Tel cilium showing its origin and few surrounding
microvilli. The inset shows the 9 + 2 cilium microtubule arrangement. Scale bars, A: 500 pm; B: 200 um; C: 20 um; D: 1 um; F: 1 um; G-H: 0.5 um.
(For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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between the ventricular wall of Telv and OB there are
dwarf and long cilia intermingled. The 9 + 2 microtubule
arrangement of cilium is also observed (Fig. 8H).

DISCUSSION

We identified three neurogenic niches that support
neurogenesis in the OB and Tel: TrZ (1), MZ (2), and
ventral zone (3). Neurogenic niches identified have the
same three cell types (I, Il and Ill) previously described
in the telencephalic ventricular zone at the Teld level in
Austrolebias (Rosillo et al., 2010). Cell composition found
is also consistent with that described in the ventricular
wall of the third ventricle in Eigenmania sp. (Zupanc and
Zupanc, 1992). Type | cells are the most proliferative;
uptake proliferation markers at 24 h post injection (CldU
+, red) appeared in clusters where some cells contact
the CSF and have a single primary cilium. We believe
Type | cells are the best candidates to be the “transient
amplifying cells” described in mammals, reptiles, birds
(AIvarez-BuyIIa and Kim, 1997; Doetsch et al., 1999;
Garcia-Verdugo et al., 2002) and in the electric fish Gym-
notus omarorum (Olivera-Pasilio et al., 2014). Type | cells
are very similar to types IVa or IVb cells as described in
neurogenic niches of zebrafish OB (Lindsey et al., 2012,
2014). Similar to zebrafish in Austrolebias, these “tran-
sient amplifying cells” face the ventricle lumen. This is
an important difference with mammals, where the tran-
sient amplifying cells never contact the CSF.

Type Il cells are those of intermediate electron
density, are bigger but less abundant than type | cells.
They are strategically located in proliferative areas
intermingled with type | cells, i.e., close to ventricular
lumen or neuroblast clusters. We propose that type Il
cells are the stem cells because they incorporated both
proliferation markers (yellow, 1dU/CIdU + cells) and did
not appear to migrate in 30-day experiments. Moreover,
these cells are Pax6+, Sox2+ or vimentin+ and are
monociliated (Figs. 1, 3 and 6), meeting the main
criteria for neural stem cells. Stem cells were found in
the MZ adjacent to the ventricular wall and in TrZs
deeper in the parenchyma. This is in accordance with
data shown by Grandel et al. (2006) that used two prolif-
eration markers to recognize label-retaining, actively
cycling cells widespread in zebrafish brain including telen-
cephalic areas. Morphological features of type Il cells
resembled that of type lla described in zebrafish by
Lindsey et al. (2012). For the first time in teleosts, quanti-
tation analysis showed that stem cells were 10% of the
total proliferative cells identified in Austrolebias OB and
Tel (Fig. 4).

Type Il cells are neurons in different stages of
maturation as described in all neurogenic niches in
diverse vertebrates without variation (Sawada and
Sawamoto, 2013). All cells of type Ill were HuC+ and
the youngest retained the label of proliferation markers
like BrdU or their halogenated analogs (Figs. 2, 4 and
7). Young type Il cells appear clustered reminiscent of
migrant neuroblasts (Type A cells) found in mammals
(Doetsch et al., 1997) and type “n” described in zebrafish
by Lindsey et al. (2012).

In the TrZ and ventral regions a fourth cell type (type
IV) predominates. These cells were elongated radial glia
in which we recognized at least two subtypes, RGI clear
and RGIl dark cells. Both cell types have a shape
similar to that of type Il cells described in zebrafish
forebrain periventricular zones (Lindsey et al., 2012).
However, type Il cells described by Lindsey have the
length of the major nuclear axis of 7 microns, whereas
those of Austrolebias TrZ are between 7 and 17 microns.
Radial glial cells | and Il express the radial glial markers
BLBP or vimentin and seem to generate different types
of cells. We interpret this as these cells being the true pro-
genitors of neuroblasts or glioblasts. While further
research is necessary to confirm this, RGl appear more
closely related to neuroblasts whereas RGII seem related
to glioblasts (Fig. 2). Previously, Pinto and Gétz (2007)
demonstrated that radial glial cells are a heterogeneous
population that gives rise to neuroblast or glioblast
depending on their different locations in the CNS. As
RGI and RGII coexist in the same niche we can suggest
that Austrolebias neurogenic niches may undergo higher
neurogenic plasticity in response to functional needs.

Radial glial cells persist into adulthood in several
classes of vertebrates such as birds, reptiles and
amphibians. In fishes, radial glia persists in adults to
participate in both regeneration and brain repair
(Zupanc, 2001; Pinto and Go6tz, 2007). Numerous studies
in non-mammalian vertebrates have reported that neuro-
genic radial glial cells expressing glial markers represent
the largest population in the ventricular zone of both the
adult and the embryonic brain (Alvarez-Buylla et al.,
1998; Font et al.,, 2001; Garcia-Verdugo et al., 2002;
Adolf et al., 2006; Grandel et al., 2006; Schmidt et al.,
2013). We found highest BLBP expression in the most
proliferative ventricular zones as seen in parasagittal sec-
tions (Fig. 6). In the OB ventricular MZ, it was common to
find vimentin+ glial cells colocalized with CldU + nuclei.
In some respects, our results are consistent with findings
in studies of zebrafish Tel, where two subtypes of radial
glial cells (I and Il) were defined by expression of prolifer-
ation markers. The subtype Il cells are considered to give
rise to neuroblasts by asymmetric division (see the review
Schmidt et al., 2013) and are similar to the RGI subtype in
TrZ of Austrolebias fish that may generate neuroblasts
also. We also propose that RGII cells may give rise to glial
cells. In zebrafish it was shown that many radial glial cells
expressing aromatase actively divided to give rise to new
neurons (Pellegrini et al., 2007). Studies performed in
telencephalic ventricular areas of pejerrey fish demon-
strated that radial glial cells are true progenitors generat-
ing neurons and possibly astrocyte-like cells and some of
the proliferating radial glial cells expressing aromatase
(Strobl-Mazzulla et al., 2010). Our data also showed that
many of the radial glial cells are proliferating cells concen-
trated in zones of high proliferation such as the TrZ and
ventral zone (3).

In mammals, the ventricular surface is covered by a
multiciliated epithelium whereas birds, reptiles and
fishes have a higher number of monociliated compared
with the number of multiciliated cells (Sawada and
Sawamoto, 2013). We never found multiciliated cells on
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Fig. 9. Summary of the main results found in the organization of telencephalic-OB ventricle wall. (A) Scheme of a dorsal view of the brain showing
the level of the histological section shown in B. (B) Brain transverse section showing expression of proliferative markers (IdU, CldU and 1dU/CldU)
and bv evidenced by differential interference contrast microscopy (DIC). Some labeled nuclei were intimately linked. A color code was assigned for
each marker used. (C) Schematic representation of the cellular composition of the three proliferative regions (1, 2, 3) shown with respective main
cellular components in different colors. The box shows the color code and a summary of the distinguishing characteristics of each cell type, together
with a comparison of proliferation levels and marker expression. +, few; + +, intermediate; + + +, high. bv, blood vessels; CB, cerebellum; MO,
medulla oblongata; OB, olfactory bulb; Tel, telencephalon; TO, tectum opticum. (For interpretation of the references to colour in this figure legend,
the reader is referred to the web version of this article.)

the VW at OB and Telv levels as shown by TEM and SEM et al., 2012; Ogino et al., 2016). It is possible to think that
analysis. This is in accordance with our previous studies monociliated cells are needed to favor the more prolifera-
at the telencephalic level (Rosillo et al., 2010; Casanova tive and potentially neurogenic areas that can account for
et al., 2015), but differs from that reported in zebrafish the challenges that Austrolebias are submitted to during

telencephalic areas that bear multiciliated cells (Lindsey their short lifespan. This idea is consistent with the faster
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and higher rates of neurogenesis found in Austrolebias
(Fernandez et al., 2011) when compared to that reported
in zebrafish.

Other remarkable and original features found in A.
charrua telencephalic VW are the regional differences in
the length and morphology of cilia. Dwarf cilia were
found at the OB level and long cilia at the Telv level,
respectively. It is known that primary cilium length
depends on the cell cycle stage (Ko, 2012); therefore
such length variations suggest differences in cell prolifer-
ation in both regions with the OB being the most prolifer-
ative. However it is hard to think that regional differences
in cilium length are only attributed to different cell cycle
stages since length differences were consistently found.
The primary cilium is also considered essential for growth
factor and morphogen reception and transduction (Ka
Tong et al., 2014). Thus, the morphological differences
found between the apical zones of OB and Telv cilia
can possibly be attributed to differential signaling in these
regions.

Radial glial cells in birds and mammals have a primary
cilium containing eight or nine pairs of microtubules in the
periphery and none in the center (Alvarez-Buylla et al.,
1998; Garcia-Verdugo et al., 2002; Tramontin et al.,
2003). The radial glial cells in the ventricular zones at
OB level in adult Austrolebias fish possess a single cilium
with a 9 + 2 microtubule arrangement which is a feature
of motile cilia in ependymal cells. This is similar to the 9
+ 2 structure observed in the monociliated radial glial
cells of the reptile brain and spinal cord (Font et al.,
2001; Fernandez et al., 2002).

Rostral migratory stream in the OB

In rodents, neuroblasts from the subventricular zone
migrate as chains toward the olfactory bulb along the
RMS (Lois and Alvarez-Buylla, 1994). The RMS was
found in most of the brains of adult mammals, including
man (Curtis et al., 2007; Sawamoto et al., 2011). Succes-
sive studies showed that generation of neuroblasts that
migrate tangentially populate the OB and then integrate
into the olfactory circuits (Lledo et al., 2006).
Parasagittal sections of the A. charrua brain together
with analysis of two proliferation markers in 24-h and
30-day experiments enabled the identification of distinct
migratory routes from dorsal and ventral levels of the
OB-Tel transition (Figs. 5 and 7). From the dorsal
portion emerges a migratory path that goes toward the
OB and another that runs backward to the Tel. The first
one supports OB neurogenesis and can be related to
the gonadotrophin+ neuronal group that originates in
the olfacto-retinalis pathway of the terminal nerve
(Rosillo et al., 2013). A prominent migratory stream of
proliferating cells coming from the ventral zone (3) toward
the OB was found (Fig. 7). This pathway shows many
neuroblasts that seem to migrate in “chain” as was
described in different vertebrates (Sawada and
Sawamoto, 2013). Recent time-lapse imaging studies
show that bv form a migratory scaffold in zebrafish RMS
(Kishimoto et al., 2011). In Austrolebias OB we identified
important bv accompanying the zones of major migration.
We also observed that many proliferative migrating cells

are intimately supported on bv suggesting bv serve as
scaffolds (Figs. 5F, 9B). In addition, radial glial cells that
were found in different orientations (Fig. 6) very likely sup-
port radial and tangential migration. Taking these obser-
vations together, we conclude that A. charrua fish has
an RMS equivalent to the conserved pathway for the tan-
gential migration of neuronal precursors in vertebrates.

Teleosts have an olfactory system that allows them to
detect and discriminate between different kinds of
olfactory stimuli (amino acids, nucleotides, bile salts,
gonadal steroids, and prostaglandins) that are related to
different behaviors, such as feeding, orientation, and
reproduction (Bazaes et al., 2013). The short Austrolebias
lifespan may be adapted to generate plastic and active
mechanisms to ensure successful adaptations in varying
environments for reproduction. Hence, we can assume
that these fish need a high cell turnover in the OB to pro-
vide new different cell types necessary for neural circuit
functioning and adaptation for both reproduction needs
and environmental challenges.

CONCLUSIONS

Our results strongly support the existence of three
neurogenic regions with own cellular composition,
proliferation rate and migration routes. In the MZ (2) we
found many highly proliferative cells (transient
amplifying cells, stem cells and neuroblasts). This
indicates that this site could be responsible for the
parenchyma growth at the OB level.

In the dorsal (1) and ventral (3) neurogenic areas, but
notin the MZ, there coexist elongated radial glial cells with
specific morphological and molecular characteristics (RGI
and RGIl). As such we hypothesize that there are at least
two populations of radial glial cells that give rise to
different kinds of neural cells. Neurogenic zone 1 (TrZ)
showed migration dorsally toward the rostral portion of
the OB, and backward to the posterior Tel via the Teld
and Telv transition. Neurogenic zone 3 sustains the
rostral migratory stream that runs ventrally to the OB.
SEM analysis evidenced the exclusive presence of
monociliated cells in the whole VW, showing the OB a
neat predominance of dwarf cilia. In our study, we never
found multiciliated cells. Our findings allow proposing
the existence of different neurogenic niches able to
originate cells that may participate in sensory activity or
contribute to OB growth.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Our previous studies demonstrated that Austrolebias charrua annual fish is an excellent model to study
Received 8 March 2017 adult brain cell proliferation and neurogenesis due to the presence of active and fast neurogenesis in sev-
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eral regions during its short lifespan. Our main goal was to identify and localize the cells that compose
the neurogenic areas throughout the Austrolebias brain. To do this, we used two thymidine halogenated
analogs to detect cell proliferation at different survival times: 5-chloro-2’-deoxyuridine (CldU) at 1 day
and 5-iodo-2'-deoxyuridine (IdU) at 30 days. Three types of proliferating cells were identified: I - tran-

ls(fgr‘;viﬁi: sient amplifying or fast cycling cells that uptake CIdU; II - stem cells or slow cycling cells, that were
Fish brain labeled with both CIdU and IdU and did not migrate; and Il - migrant cells that uptake IdU. Mapping

Cell proliferation and 3D-reconstruction of labeled nuclei showed that type I and type II cells were preferentially found
Austrolebias close to ventricle walls. Type III cells appeared widespread and migrating in tangential and radial routes.
Use of proliferation markers together with Vimentin or Nestin evidenced that type II cells are the putative
stem cells that are located at the ventricular lumen. Double label cells with IdU+ and NeuN or HuC/D
allowed us identify migrant neurons. Quantitation of labeled nuclei indicates that the proportion of puta-
tive stem cells is around 10% in all regions of the brain. This percentage of stem cells suggests the exis-
tence of a constant brain cell population in Austrolebias charrua that seems functional to the maintainance
of adult neurogenesis.
© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction 2001; Nottebohm, 2002; Chapouton et al., 2007; Kaslin et al.,
2008; Gould, 2007; Ming and Song, 2011; Maruska et al., 2012;

The study of proliferation in the adult brain in different verte- Grandel and Brand, 2013). Proliferative capacity in the brain fulfill
brate taxa, has shown the existence of important differences in two essential objectives, first to generate new cells that support
relation to the proliferative and neurogenic capacities (Font et al., the structural growth and secondly, generate neurons that
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inferior lobe; OB, olfactory bulb; ON, optic nerve; OT, optic tectum; PGZ, periglomerular gray zone; PM, magnocellular preoptic nucleus; PoA, preoptic area; PPp, parvocellular
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ventricle; TL, torus longitudinalis; TS, torus semicircularis; Va, valvula cerebelli; Vd, dorsal zone of ventral telencephalon; VL, ventricular lumen; VM, ventro-medial thalamic
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contribute to the regulation of the correct activity of brain circuits
(Song et al., 2002; Doesch, 2003a,b; Shen et al., 2004; Ma et al.,
2005). New neurons continue to be added to specific regions like
in the hippocampus of mammals throughout adulthood
(Kempermann et al., 1997). Adult-born neurons are the progeny
of precursor cells residing within specialized brain regions, termed
neurogenic niches (Garcia-Verdugo et al., 2002; Doesch, 2003a; Ma
et al., 2005) that present some conserved characteristics across the
species (Sullivan et al., 2007).

However, while the existence of postnatal neurogenesis has
been demonstrated in all vertebrate groups studied, an important
reduction in neurogenic sites is observed in more evolved brains.
In mammals and birds, adult neurogenesis is restricted at telen-
cephalic areas (Nottebohm, 2002; Sawada and Sawamoto, 2013).
For instance, it occurs primarily in the telencephalic areas ventric-
ular/subventricular zone (V-SVZ) (Lim and Alvarez-Buylla, 2014) of
the lateral ventricle, which generates olfactory bulb interneurons,
and the subgranular zone of the dentate gyrus, which produces
hippocampal granular neurons (Abrous et al.,, 2005; Ming and
Song, 2011). In reptiles, amphibians and fishes, the proliferative
and neurogenic capacity is more widespread (Bernocchi et al.,
1990; Chetverukhin and Polenov, 1993; Font et al., 2001).

In contrast, cell proliferation in teleost fish brain, which contin-
ues to grow throughout life, is one or two orders of magnitude
greater than that observed in mammals. This cell proliferation
occurs throughout the brain in dozens of well-defined areas called
“proliferation zones”, that are located primarily at or near the sur-
faces of ventricles (Kirsche, 1967; Fernald, 1991; Zupanc and
Horschke, 1995; Zikopoulos et al., 2000; Ekstréom et al., 2001;
Kuroyanagi et al.,, 2010; Fernandez et al., 2011; Tozzini et al.,
2012). This widespread and abundant brain cell proliferation
makes teleost useful to study adult neurogenesis and its influenc-
ing factors. In fishes, differences in brain cell proliferation is asso-
ciated with environmental complexity and rearing conditions
(Lema et al., 2005; von Krogh et al., 2010; Dunlap et al., 2011),
sex and season (Zikopoulos et al.,, 2000, 2001; Ampatzis and
Dermon, 2007; Dunlap et al., 2011) and social interactions and
stress (Dunlap et al., 2006, 2008; Sorensen et al. 2007, 2011;
Passos et al., 2013). However, most of these studies were per-
formed in some species of fishes like Danio rerio (zebrafish) or Ory-
zias latipes (medaka) and have only examined a limited number of
brain areas. In young zebrafish, Grandel’s group demonstrates that
neurogenesis increases over the course of the days, and the new
neurons migrate surrounding the proliferation zones (Grandel
et al, 2006). On the other hand, in zebrafish telencephalon,
decreased neurogenesis in the physiologically aging specimens is
correlated with an increasing quiescence of radial glia (Edelmann
et al,, 2013). In medaka fish, using PCNA and BrdU at different time
points, it was possible to discriminate and localize fast and slow
cycling cells in optic tectum (Alunni et al., 2010). Other works
investigated neurogenesis in diverse teleost species at different
experimental time-steps and age points. By using the annual fish
Nothobranchius furzeri to study the effects of ageing on adult neu-
rogenesis, Tozzini et al. (2012) compared the number of proliferat-
ing cells on the optic tectum between young and adult subjects,
and the fate (migration and integration) of new born neurons by
performing double staining of Ethinyl deoxyuridine (EDU) and
neuronal markers (HuC/D) on brains taken at 5 and 11 weeks after
analog injection. These authors demonstrated that exist a signifi-
cant age-dependent decay in fish adult neurogenesis.

Our model, Austrolebias charrua, belongs to a genus of annual
fishes withstand extreme environmental conditions, which put
much of their life under pressure. Annual killifishes must endure
a high degree of daily and seasonal variation in important environ-
mental parameters such as temperature, oxygen concentration, pH,
salinity, and, of course, water availability (Podrabsky et al., 2015).

When the puddles dry, Austrolebias sp die while being at full repro-
ductive activity. They possess an uncharacteristically short life
cycle among vertebrates, that is, less than a yearlong (maximum
8 months). This unique life cycle is correlated to the seasonal pools
of water they inhabit both in the Africa and South America. The
term “annual fishes” was coined to specifically refer to these
short-lived vertebrates.

Therefore, according to fish metabolic status, it is highly proba-
ble that neurogenic activity is occurring at the time that ponds dry
and the fish dies (Berois et al., 2015, Passos et al., 2014). In their
short life Austrolebias presents sustained cell proliferation in all
brain regions allowing that brain grows many times from the orig-
inal size after hatching. These characteristics enable studies of the
dynamics of cell proliferation and migration in short periods of
time. It also allows quantitating and mapping of cell proliferation
along the ventricular areas. To do this, we applied two similar pro-
liferation markers at two different times, with a temporary win-
dow of 30 days. This window represents an important period of
time taking into account the short life of the fish. This approach
permits to observe what happen with cellular proliferation along
the time, the fate and final location of newly generated cells and
to recognize if migrant cells remain proliferating. It also allowed
to quantitate cell proliferation, identify the main proliferative
regions, and estimate the amount of putative stem cells relative
to other proliferating cell populations.

We were able to demonstrate the presence of three proliferat-
ing populations: fast cycling cells confined to ventricular areas,
migrant cells, and the third population of cells that do not migrate
and capture both markers. These cells are the best candidates to be
the brain stem cells. We expect that putative stem cells should be
located near to the ventricular areas because these regions exhib-
ited the highest cell proliferation indexes (Fernandez et al., 2011;
Rosillo et al., 2016).

2. Results
2.1. Immunohistochemistry for CldU and IdU

We used CIdU and IdU labeling to obtain information about the
origin, dynamics and migration of proliferating cells. Short (1 day
CldU) and long (30 days IdU) experiments (Fig. 1) showed the tem-
poral distribution of cell proliferating populations in the whole
brain. Three populations of proliferative cells were identified: 1)
CldU+ fast cycling cells were located close or at the ventricular
zones; 2) IdU+ cells that migrate different distances from the ven-
tricular lumen, and 3) CldU/IdU+ slow proliferating cells that do
not migrate but reenter into the cell cycle indicated by the pres-
ence of the uptake of the second proliferation marker
(Figs. 2 and 3A-C). The analysis of confocal orthogonal planes of
brain serial sections, demonstrated the precise co-localization of
CldU/IdU markers in cells that were confined to the ventricular
lumen. Some of these double labeled cells were also positive to
Vimentin (Figs. 3 and 8), or Nestin (Fig. 7).

2.2. Shape and size of labeled nuclei

CldU+ nuclei are predominantly elongated with a major axis of
between 8 and 12 um and a minor axis around 4-6 um, with an
intense and homogeneous label. IdU+ nuclei are rounded with
about 5-7 um of diameter and present heterogeneous intensity
of IdU and CldU/IdU+ label are generally rounded with a diameter
of about 6 um and different intensities of each label. Orthogonal
plane analysis of a 30 um stack of confocal images showed both
markers incorporated into different DNA fragments of a single
nucleus (Fig. 3F).
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Fig. 1. Schematic representation of the experimental design used for the intraperitoneal (i.p.) application of IdU (5-iodo-2’-deoxyuridine) and CldU (5-chloro-2'-
deoxyuridine). Fishes were processed by intracardiac (i.c.) fixation at 30 days postinjection of IdU and 1 day postinjection of CldU, respectively.

2.3. Distribution of proliferative cells

We found CldU, IdU and CldU/IdU+ cells in brain regions stud-
ied. To identify the anatomical structures where the labeled cells
are located, we correlated the sections stained with CldU and IdU
with sections at the same level of the brain stained with methylene
blue (Fig. 4). Brain structures were identified based on comparative
information from other fish brain atlas (Wulliman et al., 1996;
D’Angelo, 2013). The analysis of proliferative cells per region was
made at the forebrain, midbrain and hindbrain.

2.3.1. Telencephalon

In the forebrain, at the most rostral portion is located the olfac-
tory bulb (OB), that in Austrolebias’s is composed by the internal
cellular layer, (ICL) close to ventricular wall; the external cellular
layer (ECL) in the middle of the OB and the glomerular layer (GL)
in the periphery and the most peripheric band correspond to the
olfactory nerve layer. CldU+ cells were preferentially found in the
ventricular wall. Less abundant CldU+ cells were located in sub-
ventricular zone. A band of proliferative cells showing different
labels were recognized as the rostral migratory stream (RMS) com-
monly described in mammals from subventricular zone to OB
(Fig. 2). In Austrolebias, RMS runs ventrally in the OB from the ven-
tral ventricle of the telencephalon to the rostral portion of the OB.
The migratory band of neurons runs through the olfactory nerve
layer to the internal cellular layer. IdU+ cells were found in
glomerular layer, external cellular layer and internal cellular layer.
Some IdU+ cells were present in the ventricular lumen. CldU/ IdU+
cells were found in the ventricular wall along the entire OB from
rostral to caudal.

The telencephalic hemispheres are separated by a prominent
ventricle that extends from dorsal up to ventral zones. The neu-
ronal groups are divided into two main areas: dorsal and ventral.
The dorsal area is characterized by extensive medial (Dm), central
(Dc), dorsal (Dd), lateral (D1) and posterior (Dp) divisions. In the
ventral telencephalon, dorsal (Vd) and ventral (Vv) cell groups
were observed like in Nothobranchius furzeri (D’Angelo, 2013).

CldU+ nuclei were found preferentially in all ventricular telen-
cephalic walls from the ventral up to the most dorsal portion.
The highest concentration of CldU nuclei were observed in the

Vd and in the Vv that is coincident with OBs-Telencephalic transi-
tional zone. There are CldU+ nuclei along of transitional zone
between dorsal and ventral Telencephalon, (Figs. 2 and 3).

IdU+ cells were predominantly found in the ventral and medial
zones located at different distances from the ventricular lumen. In
the dorsal portion of the caudal telencephalon, IdU+ cells were
widespread distributed and particularly abundant in the central
zone (Dc1), in this zone were also found some CldU+ cells. There
is a clear migratory line of IdU+ cells that was observed limiting
the dorsal and ventral zone of dorsal Tel. IdU+ nuclei were located
in the most ventral portion of the ventro-lateral zone of the dorsal
telencephalon (Dlv) (Fig. 4). CldU/IdU+ nuclei were preferentially
found in medial regions attached to the ventricular wall (Figs. 3
and 4).

2.3.2. Diencephalon

Cells labeled with both proliferation markers were found in the
preoptic area (PoA) of the rostral diencephalic region. CldU+ and
IdU+ cells were located in the wall of the diencephalic ventricle
(DiV) in the magnocellular preoptic (PM), the anterior parvocellu-
lar preoptic (PPp) and suprachiasmatic (SC) nuclei (Fig. 4). Labeled
cells were also found in other diencephalic areas including the epi-
thalamus, dorsal thalamus, ventral thalamus and posterior tuber-
culum. IdU+ cells were identified at different distances from the
ventricular wall in all of these regions (Fig. 2). Double labeled
CldU/IdU+ nuclei were found at diffuse interior lobe of hypothala-
mus (DIL) and DiV predominantly in ventral zones (Fig. 2).

2.3.3. Torus longitudinalis and optic tectum

In multisensorial structures including the optic tectum (OT),
torus longitudinalis (TL) and torus semicircularis (TS), CldU+ cells
were mainly located at the adjoining wall of the tectal ventricle
(TeV) as well as in the TL periphery. In this region, IdU+ cells
seemed arranged in a second line that appears more internal that
the row of CldU+ cells. CldU/IdU+ cells also were found in the TL
(Fig. 4).

The medial pole of the OT preserved the TL pattern of prolifer-
ative cells with CldU+ cells forming a line that delineates the ven-
tricular lumen and IdU+ cells arranged in a more internally line of
likely migrating cells.
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Fig. 2. A: Sagittal section of Austrolebias charrua brain evidencing a widespread cell proliferation. Fast proliferating cells line the ventricle walls (red arrows, CldU+) and the
valvula cerebelli (Va). IdU+ cells are distributed deeper into the parenchyma and running in different migratory pathways (green arrows), as in the cerebellum (green
arrowheads). The migratory rostral band that runs toward the rostral portion of the olfactory bulb (OB) is also evident (white arrows). CldU/IdU+ cells (yellow arrows) are also
found in the ventricle zones of the whole brain. B: Unstained parasagittal vibratome section showing the areas where labeled nuclei were found. The schemes illustrate the
level of each section. A, anterior thalamic nucleus; CC, crista cerebellaris; CCe, corpus cerebelli; DIL, diffuse interior lobe of hypothalamus; DiV, diencephalic ventricle; H,
hypothalamus; Hyp, hypophysis; OB, olfactory bulb; ON, optic nerve; OT, optic tectum; PoA, preoptic area TL, torus longitudinalis; Tel-D, dorsal zone of telencephalon; Tel-V,
ventral zone of telencephalon; TeV, tectal ventricle; VA, valvula cerebelli. Scale bar A and B: 1 mm.

2.3.4. Cerebellum

The cerebellum of Austrolebias fish exhibit four main divisions
like in other teleosts: in the rostral pole is the valvula (Va) placed
in ventricular area of the mesencephalon, the corpus cerebelli
(CCe); eminentia granularis (EG) and cerebellar cristae (CC). Va
and CCe shows similar layer organization consisting of molecular
and granular layers and Purkinje cellular layer.

The three proliferative cell populations were mainly found in
the valvula cerebelli, corpus cerebelli and caudal pole of the cere-
bellum. Most of the CldU+ cells were in the molecular layer of
the corpus cerebelli with a minor number found in the granular
cell layer. In some, but not in all transverse sections, lines of CldU
labeled cells appeared oriented horizontally across the granular
zone at the corpus cerebelli level. A mass of CldU+ cells was con-
centrated in a band beneath the pial surface in the medial apical
pole of the corpus cerebelli. In the caudal pole, most of CldU+ cells
were concentrated in the granular layer, predominantly in the ven-

tral region adjacent to the wall of the ventricle, which also had the
highest number of labeled cells. IdU+ cells seemed concentrated
bordering the granular layer suggesting migration from the valvula
cerebelli (Fig. 2). A high concentration of CldU/IdU double labeled
cells was observed in granular layer next to the valvula cerebelli
(Fig. 4).

2.4. Quantitation of cell proliferation in Austrolebias charrua brain

Quantitation of the three cell proliferative populations was
made in the olfactory bulbs, telencephalic lobes, diencephalon,
optic tectum, torus longitudinalis and corpus cerebelli and valvula
cerebelli of the cerebellum and caudal pole of the cerebellum
(Fig. 5).

Proliferative cells were counted at the vicinity of ventricular
zones (light blue areas in each scheme of Fig. 5). IdU+ cells were
the most abundant and represented around the 55-60% of prolifer-
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Fig. 3. CldU and IdU immunohistochemistry. A-C: Panoramic transverse section of the telencephalon showing the types and distribution of proliferative cells: IdU+(green
arrows); CldU+ (red arrows) and CldU/IdU+ cells (yellow arrows), respectively. Note the location of the putative stem cells and as IdU+ cells migrate in limiting or transitional
areas. D: Separated channels showing the signal for the stem cell marker vimentin (Vim), CldU (red) and IdU (green). E: The merge of the three channels show as a CldU/IdU+
cell also express vimentin+ processes. F: Orthogonal plane analysis of a 30 um stack of confocal images showing the signal for each proliferation marker in a single cell. DI:
lateral zone of dorsal zone of telencephalon; DM, medial zone of dorsal zone of telencephalon; Dp, posterior zone of dorsal zone of telencephalon; PM, magnocellular preoptic
nucleus; PPp, parvocellular portion of preoptic nucleus; SC, suprachiasmatic nucleus; Tel-D, dorsal zone of telencephalon; Tel-V, ventral zone of telencephalon; VL,

Ventricular lumen. Scale bars: A: 150 um; B: 50 um; C: 30 um; D, E: 20 um; F: 25 pm.

ative cells in each area counted. These cells that had 30 days to
migrate, were found disperses in the parenchyma and in many case
forming cellular lines limiting anatomical structures (Fig. 3). CldU+
cells were preferentially located in the ventricular wall or at very
few micrometers away from the lumen and are around the 30-
35% of the total number of proliferative cells. CldU/IdU+ cells do
not migrate, are predominantly located in the ventricular wall
and represent around the 5-10% of total labeled cells. The percent-
age of each type of proliferative cell was maintained in all brain
regions analyzed (Fig. 5).

2.5. Distribution of CldU+ and IdU+ cells in whole brain

The position of each labeled nucleus was plotted in brain serial
transverse sections. Then these sections were uploaded to the soft-

ware BioVis3D to make the 3D-reconstruction of proliferative areas
allowing the observation of the topographic location of each
labeled nuclei in the whole brain.

Labeling of CldU+ cells demonstrated the contiguity
of the location of proliferative cells along of rostro-caudal axis
close to all ventricular regions throughout the brain (Fig. 6).
Nevertheless, few CldU+ cells were found away from ventricular
lumen in the optic tectum, the torus longitudinalis and
cerebellum.

The mapping of IdU+ cells showed a radial distribution in all
brain regions and a location at different distances from the ventric-
ular lumen. The 3D-reconstruction allowed visualizing the exis-
tence of a flow of proliferative cells that are migrating from the
ventricles or from other sites where new cells are continuously
generated (Fig. 6).
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Fig. 4. Brain transverse sections at different rostro-caudal levels stained with Methylene blue (left images) and enlarged areas (red boxes) labeled with proliferation markers
employed. Abundant IdU+ nuclei were found at the central zone of dorsal telencephalon (circle) and in the dorso-lateral zone of the dorsal telencephalon (violet arrow). IdU+
cells, green arrows; CldU+ cells, red arrows; CldU/IdU+ cells, yellow arrows; Cce, corpus celerebelli; DIL, diffuse inferior lobe of hypothalamus; Dm 1-2-3-4, medial zone of
dorsal telencephalon; Dc1, central zone of dorsal telencephalon; Dlv, entro-lateral zone of dorsal telencephalon; Dd, dorsal zone of dorsal telencephalon; Dld, dorso-lateral
zone of dorsal telencephalon; gl, granular layer of celerebelli; ICL, internal cellular layer; PM, magnocellular preoptic nucleus; PPp, parvocellular portion of preoptic nucleus;
OT, optic tectum; PGZ, periglomerular gray zone; SC, suprachiasmatic nucleus; TL, longitudinal torus; Hyp, hypophysis; Va, valvula celerebelli; Vd, dorsal zone of ventral
telencephalon; VM, ventro-medial thalamic nucleus; VL, ventricular lumen; Vs, supracommisural zone of ventral telencephalon; Vv, ventral zone of ventral telencephalon.
Scale bars: A, C: 200 um; B: 150 um; D, E: 100 pm, F, G: 50 um; H-J: 30 um, I: 20 pm.

2.5.1. IdU positive cells co-localize with neuronal markers However in other structures like TL or in medial pole of OT, the

IdU+ cells were found at different distances of ventricular light IdU cells are organized in a second line near the CldU+ nuclei.
depending on the brain zone. In telencephalic areas the greatest These arrangements suggest that there are different rates of migra-
numbers of IdU+ nuclei were found between 40 and 200 um of dis- tion depending on the brain area. Moreover, IdU+ cells were found

tance from ventricular lumen, since they had 30 days to migrate. disperse for all regions of the brain, co-localizing with both
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Fig. 5. Charts showing the quantitation of the three types of proliferating cells in six regions of six Austrolebias charrua brain. Each scheme shows the brain section at the level
analyzed and the area quantitated is colored in light blue. Different color dots represent the distribution of the three proliferative cells. Six animals were employed to make
the quantitation. CC, corpus cerebelli. DC1, central zone of dorsal telencephalon; DIv: ventro-lateral zone of dorsal telencephalon; ECL, external cellular layer; GL, granular
layer; ICL, internal cellular layer; IL, inferior lobe; OT, optic tectum; PGZ, periventricular gray zone of optic tectum, PPp, parvocellular portion of preoptic area; PM,
magnocellular preoptic nucleus; SC, suprachiasmatic nucleus; Tel, telencephalon; TeV, tectal ventricle; TS, torus semicircularis; TL, torus longitudinalis; Vv, ventral nucleus of

ventral telencephalon.

neuronal markers NeuN and HuC/D that labels mature and young
neurons, respectively (Fig. 7).

2.5.2. CldU/IdU+ cells (slow cycling cells) co-localize with Vimentin
and Nestin

CldU/IdU+ cells, those that were found in minor proportion,
were mainly rounded and located at ventricular lumen. These cells
frequently co-localized with radial glial markers like Vimentin

(Fig. 3) and Nestin (Fig. 7) that is an intermediate filament protein
known as a neural stem/progenitor cell marker (Chen et al., 2010).
Vimentin co-localized with CldU+ cells in all ventricular regions as
well as in the periphery. Cell processes positive to Vimentin
were found throughout the whole Austrolebias brain parenchyma
(Fig. 8). In contrast, Nestin expression were found in cells
confined to the ventricular lumen and co-localized with
CldU/IdU+ cells.
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Ventral

Dorsal

Lateral

Fig. 6. Three-dimensional reconstruction of Austrolebias charrua brain showing the fast proliferating type I cells (red) and migratory type III cells (green) in three different
views (ventral, dorsal and lateral). Note the concentration of CldU+ cells around the ventricle walls and the widespread location of IdU+ cells following sagittal and radial
migrations. CB, cerebellum, DIL, diffuse inferior lobe of hypothalamus; OB: olfactory bulb, OT, optic tectum; Tel, telencephalon; TL, Torus longitudinalis;. Scale bars: A, B:

1 mm; C: 500 pm.

3. Discussion

In this study we combined two thymidine analogs (Vega and
Peterson, 2005) to analyze the distribution and quantitate the
newborn cells and the putative stem cells in the brain of adult Aus-
trolebias charrua fish.

3.1. Types of proliferating cells

In our previous work in three species of Austrolebias fishes, we
identified multiple proliferative places and species-dependent dif-
ferences in cell proliferation indexes in olfactory and visual struc-
tures (Fernandez et al., 2011). On the other hand, the use of CldU
and IdU applied in dissimilar experimental survival time, showed
different kind of progenitor cells distributed along the ventricular
wall of the olfactory bulb of the Austrolebias charrua fish (Rosillo
et al., 2016). The three types of cells that we previously described
were coincident with that reported in vertebrate neurogenic niches
and in zebrafish niches (Doetsch et al., 1998; Garcia-Verdugo et al.,
2002; Lindsey et al.,, 2012; see review Sawada and Sawamoto,
2013). In this work, we demonstrated that these three types of cells
are distributed in a similar numerical proportion in ventricular
zones of brain studied areas.

3.2. The temporal discrimination and identity of proliferating cells

The temporal discrimination of proliferating cell populations
allowed us detecting three cell populations that are differentiable
by their rate of proliferation, location and morphology in ventricu-
lar telencephalic walls of Austrolebias charrua (Rosillo et al., 2010,
2016). These data are concordant with our present studies. There-
fore, CldU+ cells (1 day post-injection) are the fast proliferating or
“transient amplifying” no migrating cells previously named as type
I. These cells are coincident with fast proliferating cells described
by Adolf in zebrafish using PCNA (Adolf et al., 2006) or fast cycling
cells described by Grandel et al. (2006). IdU+ cells (30 days post-
injection), denominated as type III cells, are those that maintain
their proliferative state and migrate at different distances from
the ventricular lumen. Migrant new born neurons identified by
co-labeling of IdU together with NeuN and HuC/D are included
within this population since they had time to differentiate and con-
tinue to proliferate at the time they are migrating. This finding
coincides with the results described for the first time by Lois and
Alvarez-Buylla (1994) in rodents. CldU/IdU+ cells, type II cells in
Rosillo et al. (2010, 2016) are the best candidates to be the stem
cells since they are slowly cycling and do not migrate (Wurmser
et al.,, 2004). These results seem concordant with other studies per-
formed with similar approaches in zebrafish (Grandel et al., 2006;
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Fig. 7. A:Triple labeling of CIdU/IdU/nestin (white arrow) found in the ventricular lumen. B: Co-labeling of CldU/IdU with NeuN evidencing that the neuronal marker only co-
localizes with IdU (white arrows) in the ICL, farther from the OB ventricular lumen. C: Co-localization of IdU together with HuC deeper into the caudal telencephalic
parenchyma. ECL, external cellular layer, ICL, internal cellular layer, VL, ventricular lumen. Scale bars: A: 40 um, B: 20 um; C: 10 pm.

Fig. 8. Parasagittal section showing the distribution of radial glial cells, in the anterior and middle brain. Many of the vimentin+ cells co-localize with CldU in ventricular and
peripheral zones. The scheme shows the level of the section. IL, inferior lobe; Ha, habenula; OB, olfactory bulb; ON, optic nerve; OT, optic tectum; PoA, preoptic area; TL, torus
longitudinalis; Tel-D, dorsal zone of telencephalon; Tel-V, ventral zone of telencephalon. Scale bar: 200 pm.
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Edelmann et al., 2013), medaka (Alunni et al., 2010); and Gymnotus
omarorum (Olivera-Pasilio et al., 2014). In our model we found the
major population of IdU+ cells like migrated neurons HuC+ in
many neurogenic niches (Rosillo et al., 2010, 2016).

For the first time, the three populations of proliferative cells
were identified, quantitated and mapped in the main brain regions
of Austrolebias charrua fish. Quantitation reveals a similar propor-
tion of each proliferating cell type in all brain regions studied.
IdU+ cells were the most abundant and almost duplicated the
number of CldU+ cells. Likely, IdU+ cells are more abundant
because there are 30 days of survival between the injection of
the proliferation marker and the process of the fish. However the
number of these cells could be underestimated because of the suc-
cessive divisions can cause the loss of the signal. It is also probable
that inside the IdU+ cells are found progenitor cells in different
stages of differentiation and migrant neurons. IdU+ nuclei were
arranged aligned behind of CldU+ cells, delimiting different brain
areas, located in zones of transition. IdU+ cells were found in all
cerebral structures from ventricular wall deeper into the parench-
yma and its distribution in all regions serve as evidence of multi-
migratory tangential and radial ways (Fig. 6).

We postulated that CldU+ cells are the transient amplifying
cells described in mammal niches (Doetsch et al., 1997). In the sub-
ventricular zone of the rodents these cells do not contact the ven-
tricular lumen (Doetsch et al., 1998). However CldU+ cells are
lining the ventricular lumen in Austrolebias charrua fish brain.
However, in the valvula cerebelli we found CldU+ cells deeper into
the parenchyma likely attending some functional cues about the
cerebellum growth.

CldU/IdU+ cells were the less abundant and constitute up to 10%
of the total proliferating cells. Likely, these cells are the stem cells
because they do not migrate, uptake both markers of proliferation
and also express Vimentin and Nestin, a validated marker of stem
cells (Zupanc and Clint, 2003; Chen et al., 2010; Lindsey et al,.
2012). Most of the CldU/IdU+ cells were found in the ventricular
wall except in the granular layer of the cerebellum.

4. Conclusion

Our results strongly support the existence of significant cell
proliferation in all brain areas of adult Austrolebias charrua fish.
The three types of proliferating cells identified share a similar pro-
portion and location in each brain area analyzed in spite of their
own features regarding proliferation. Type I cells (the highly prolif-
erative cells) are consistently found in ventricular walls along the
whole rostro-caudal axis. The putative stem cells (type II) are the
less abundant and predominantly located in the medial portions
of the ventricular wall. Type III cells including migrated neurons
are distributed along the ventricular areas beneath the type I cells
and widespread in the brain parenchyma following migratory
routes that are found very often in zones limiting different brain
areas or structures. The proportion of putative stem cells found
in this work suggests the existence of significant adult neurogene-
sis that likely is functional to the short lifespan and environmental
challenges that Austrolebias support.

5. Experimental procedures
5.1. Animals

Austrolebias charrua fish (Cyprinodontiformes-Rivulidae) is a
freshwater teleost that inhabits temporary ponds. When the ponds
dry, all specimens die but desiccation-resistant embryonated eggs
remain buried into the mud in developmental arrests or “dia-
pauses” during 4 or 5 months (Wourms, 1972). Once the ponds

flooded in the next rainy season early in April, most embryos hatch
at the same time. Fishes employed in this study were collected
during September to November in transient ponds close to the
major rivers in Rocha and Treinta y Tres, Uruguay. Therefore, fishes
used in experiments were between 5 and 6 months of age and had
an average length of 5 cm. Once fishes were collected, they were
kept in 30L glass aquariums with aerated, de-chlorinated tap
water (pH 7-7.5) and exposed to natural light (14 h light/10 h
darkness). Water (temperature 19 +1 °C) was partially changed
every 5 days and the fishes were fed daily with live Tubifex sp.
Before processing the fishes were deeply anesthetized by adding
a 1:1000 v/v solution 10% Eugenol (Sigma, St. Louis, MO, USA) to
the aquarium water until opercular movement ceased. After that,
each fish was intracardially perfused with saline solution to wash
the vascular system and then with specific fixative solutions
according to the method employed. All procedures were approved
by the local Committee for Animal Care and Research (CHEA, Ude-
laR and CEUA, IIBCE), which follows NIH guidelines for mainte-
nance and use of laboratory animals.

5.2. Experimental procedures to evaluate temporal discrimination of
cell proliferation

One week later after the capture, twenty-eight adult males were
employed in these experiments. The administration of different
halogenated thymidine analogs that can be distinguished by speci-
fic primary antibodies together with careful timing between
administrations has allowed for discriminating proliferating cell
subpopulations in the brains of amniotes (Vega and Peterson,
2005; Llorens-Martin et al., 2010), anamniotes (Grandel et al.,
2006; Alunni et al., 2010) and invertebrates (Sullivan et al,,
2007). Therefore, to study dynamics of cell proliferation in neuro-
genic niches of the Austrolebias charrua brain, 18 adult fishes were
used for this study. Twelve were injected via intraperitoneal with
two halogenated thymidine analogs (IdU, CldU) at day O and/or
29, respectively. In all cases, thymidine analog administrations
were done at 12 pm. Fishes were fed and housed in standard con-
ditions since the capture until the processing.

5.2.1. CldU/ IdU-Experiments

Equimolar administration of IdU (57.5 mg/kg body weight) at
day 0 and of CldU (42.5 mg/kg body weight) 29 days later were
performed. At day 30, fishes were anesthetized and fixed with
10% PFA. In all experiments, IdU was dissolved in 0.7% NaCl and
0.04 N NaOH, and CIdU in 0.7% NaCl, respectively (Fig. 1).

5.3. Sectioning brains

After fixation, dissection and post-fixation, tissue was trans-
ferred to phosphate buffer (PB) and maintained at 4 °C until pro-
cessing. Fixed brains were serially sectioned (60 um thickness) in
a Vibratome S1000 (Leica, Buffalo Grove, IL, USA), following sagittal
and transverse planes. Finally, sections were transferred to multi-
well plates for further free-floating immunohistochemistry
processing.

5.4. Immunohistochemistry

Eight animals were used for combination with halogenated ana-
logs and neuronal and glial markers, 6 were used for quantitation.
Proliferation markers incorporated during S-phase were analyzed
in tissue sections pretreated to break double-stranded DNA into
single strands by incubation in 2 N HCl in PB containing 0.3% Triton
X-100 (PB-T) for 45 min at room temperature. After several washes
with PB (3 x 10 min), proliferating cells were recognized immuno-
histochemically. To visualize CldU and IdU, tissue sections were
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incubated 48 h at 4 °C with 1:500 dilutions of both rat anti-CldU/
BrdU (Accurate, New York, USA) and mouse anti-IdU/BrdU (Becton
Dickenson, New Jersey, USA). Sections were rinsed in PB
(3 x 10 min) and incubated in donkey anti-rat biotinylated sec-
ondary antibody at 1:500 (Jackson Immunoresearch, West Grove,
PA, USA) in PB-T for 1 h. After that, sections were quickly washed
3 times in PB and incubated in a mixture of streptavidin conjugated
to Cy3 at 1:500 and donkey anti-mouse Alexa 488 at 1:500 in PB-T
for 90 min. Different triple label were performed combining CldU/
IdU with mouse anti-vimentin 1:50 (Hybridoma Bank 40E);
chicken anti-nestin 1:1000 (abcam); rabbit anti-NeuN (abcam)
1:500; rabbit anti HuC/D 1:100 (abcam). All sections were
mounted with glycerol mounting medium and photographed. Flu-
orescent images were obtained using a confocal FV300 Olympus
microscope with Fluoview 5.0 software. Sequential imaging and
multi-plane view analysis were done using 20x (0.50 N.A), 40x
(0.75 N.A) and 60x (1.42 N.A) lenses.

5.5. Methylene blue staining

To stain sections of Austrolebias charrua brain with Methylene
blue that allow recognizing cerebral regions and nuclei, six fixed
brains were embedded in increasing concentrations of gelatin
(10% and 20% for 24 h at 37 °C). Gelatin embedded brains were
serially sectioned in a Vibratome S1000 (Leica, Buffalo Grove, IL,
USA) at 20 um of thickness following the transverse plane. Each
section was collected in PB at 4 °C, mounted in gelatin covered
slides until dry. Then, sections were washed in distilled water,
stained with 1% aqueous solution of Methylene blue, dehydrated
and finally mounted with Canada balsam mounting media. All
stained sections were serially photographed under a Nikon light
microscope with an attached Nikon Coolpix 995 camera.

5.6. Quantitation of proliferating cell number in six brain regions

Positive CldU and IdU nuclei present in consecutive brain sec-
tions were counted in six adult fishes. Image stacks of 30 um with
steps of 1 um were obtained to quantitate cells labeled with both
proliferation markers. The total average number of CldU (red),
IdU (green), and CldU/IdU (yellow) cells in each region per fish
(£S.D.) was plotted using Origin 8.0. Descriptive statistical analysis
was done using Sigma Stat 2.0.

5.7. 3-D visualization of proliferative zones

Four brains were used for 3-D mapping of proliferative zones.
Brains were serially sectioned in the transverse plane, and CldU
and IdU immunofluorescence was performed. Confocal images
were obtained and draw profiles of regions and positive nuclei
were uploaded to the BioVis3D software. Each labeled nucleus
was represented by dots of different colors that identify a different
proliferation marker (CldU: red dots, IdU: green dots). Then, sec-
tion profiles with corresponding colored dots were stacked to
obtain the topographic representation of the proliferative zones
along the whole brain.
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The brain has diversified and advanced in evolution more than any other organ; the variety
of nervous systems and behaviors among animal species is thus available for our exploita-
tion. Comparative neuroscience is likely to reach insights so novel as to constitute revolu-
tions in understanding the structure, functions, ontogeny, and evolution of nervous systems.
This promise requires pursuit on a wide front, in respect to disciplines and in respect to
the species, stages, and states compared. It also requires deliberate concentration on the
differences among animals, in addition to the prevailing concern for the basic and com-
mon. Neglect of these challenges would be costly. Without due consideration of the neural
and behavioral correlates of differences between higher taxa and between closely related
families, species, sexes, and stages, we cannot expect to understand our nervous systems
or ourselves.

Bullock 1984
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13.1 INTRODUCTION

Teleosts are presently, by far, the most numerous group of bony fishes, encompassing about
28,000 species and thus representing the most abundant group of vertebrates (Nelson, 2006). As
the earliest teleosts lived long before the earliest land vertebrates, they have had a longer time to
differentiate and adapt during phylogeny and have indeed made use of this opportunity. Teleosts
show a great variability in form and function, and are adapted to a variety of niches in both salt and
freshwater. Consequently, in the long temporal window since their origin, the teleost central ner-
vous system experimented greatly with variations depending on both phylogenetic and functional
diversity (Meek and Nieuwenhuys, 1998).

Among vertebrates, annual fishes represent one of the most remarkable extremophiles. They
share several features with other fish models; however, they exhibit unique traits related to their
peculiar life cycle. They have unique adaptive strategies in reproduction and maintenance of
embryos in extreme environmental situations. These attributes make them a useful model to study
diverse topics in developmental biology using a comparative and evolutionary approach (Berois
et al., 2012).

Herein we provide a description and comparison of the overall gross neuroanatomy among three
species of annual fishes: Austrolebias affinis, A. charrua, and A. reicherti. Further, we focus our
studies on the similarities and differences of the proliferative cell zones and their effects on neuro-
genic capacity in the brain of these three species. Analyses of the brain of Austrolebias provide new
perspectives to the understanding of the variability of brain sizes and shapes exhibited by this ver-
tebrate group. Moreover, comparative studies of areas of cell proliferation within the major cerebral
divisions provide new tools for understanding the differential relative growth of the cerebral divi-
sions and its relation to different sensorial modalities. Our research contributes to and is enriched by
a multidisciplinary approach to understanding the evolutionary biology of the genus Austrolebias as
undertaken by different research teams in Uruguay.

13.2 PHENOTYPE DIFFERENCES AMONG THE THREE STUDIED SPECIES

The phylogenetic history of the three species may be related to significant diversity in body
characteristics. Molecular and morphological studies support that A. charrua and A. reicherti
are sister taxa within the A. adloffi species group (Loureiro and Garcia, 2008). Diversification
in the A. adloffi species group has been triggered by events of explosive speciation that likely
occurred during the Late Pleistocene (1.25 mya to 450,000 years ago; Garcia et al., 2009,
2014). Austrolebias charrua and A. reicherti are similar in size but differ in (1) the origin
and the number of rays of dorsal fins; (2) coloration patterns, for example, spots on the fins,
and number, thickness, and separation of body vertical bands; and (3) the supraorbital bands,
which is well-developed in A. reicherti but moderately developed in A. charrua (Loureiro and
Garcia, 2008).

Austrolebias affinis belongs to the A. alexandri species group (Costa, 2006; Garcia et al., 2014);
consequently, it is distantly related to the other two species included in this study. This is a smaller
species, and its body coloration consists of white spots spread over the entire body with no vertical
bands. Moreover, A. reicherti and A. charrua can occur in sympatry, whereas A. affinis is allopatric
with respect to both the other species, occurring geographically distant with no possibility of geo-
graphic merging (Figure 13.1).

In spite of the three species belong to the same genus, genetic studies proposed that this group
participates in current speciation events with the consequent genome expansion (Garcia et al., 2014).
The explosive speciation that the clade presents is reflected in the varied phenotype and also in the
brain anatomy (Figure 13.2).
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Figure 13.1 (a) Phenotype of adult males from each Austrolebias species studied. Note the differences in size
and body shape, as well as the presence and pattern of bars or dots. (b) Geographical distribu-
tion and sites of collection of the three studied species in Uruguay. Austrolebias affinis (magenta)
found in the department of Durazno, A. reicherti (green triangle) and A. charrua (red) cohabit the
departments of Rocha and Treinta y Tres.

13.3 VERTEBRATE BRAIN AND THE ENVIRONMENT

The brains of living vertebrates are a reflection of the very diverse niches occupied by the differ-
ent species that comprise each major taxon. The variation in complexity and relative brain size that
exists across all living vertebrate groups and individual species is a direct function of the available
niches and the adaptations of various species that successfully occupy them (Butler, 2009).

Bony fishes represent the largest radiation of vertebrates; they exhibit an enormous taxonomic
and morphological diversity and occupy all available aquatic habitats. This diversity offers a great
opportunity to relate ecological adaptations to morphology, including brain anatomy and sensory
systems. Moreover, the anatomical variation among closely related species may represent trends
favoring alternative evolutionary pressures toward functional specializations (sensory) of related
structures as adaptations to environmental variation (Kotrschal et al., 1998).

Fish brains exhibit the arrangement of subdivisions typical of most vertebrates: forebrain, mid-
brain, and hindbrain. However, the anatomy of fish brains has greater variation when compared to
other vertebrates (Northcutt and Davis, 1983; Meek and Nieuwenhuys, 1998). This variation can be
partially explained by their phylogenetic history along with functional specializations that result
from their interaction with the environment (Kotrschal et al., 1998). The brain of fishes follows
the overall embryological and developmental patterns of other vertebrates with few unique differ-
ences. The formation of the nervous system begins at the early stages of the embryo development.
A thickening of the ectoderm forming the neural plate will be transformed during neurulation
into the neural tube. Subsequently, the most anterior part of neural tube will give rise to the brain
vesicles, whereas the posterior portion develops into the spinal cord. In the later development, it is
possible to observe the formation of the three main vesicles: forebrain or telencephalon, midbrain
or mesencephalon, and hindbrain or rhombencephalon. These primary swellings will subdivide,



Downloaded by [Magela Rodao] at 17:29 09 November 2015

234

Figure 13.2

ANNUAL FISHES

A. reicherti

=

A. charrua
B
I (0):]

A. reicherti A. charrua A. affinis

A. affinis

(c)

(a) Lateral views of the gross anatomy of Austrolebias brain showing the commonalities and
differences in sizes and shapes. The differences in the cerebellum and olfactory bulbs (OB)
are more pronounced when comparing A. affinis with the other two closely related species. The
asterisk points to the hypothalamic lobes bulging from the ventral portion of A. reicherti brain.
Prominent optic nerves are seen in all the species studied. (b) Corresponding vibratome parasag-
ittal sections show the differences in brain with greater detail. (c) Unstained vibratome transverse
sections showing the internal brain anatomy at different levels: telencephalon (upper), mesen-
cephalon (middle), and rhombencephalon (bottom). Note the particular anatomical features of
each species, such as the smaller size of the torus longitudinalis (TL) and the broader appear-
ance of tectum opticum (TO) in A. affinis. A. reicherti, and A. charrua both present prominent OB
and thinner TO. Different cerebellum (CB) profiles are also shown. Pictures show the myelinated
fibers appearing dark, which allows the recognition of structures and regions even without any
staining. Other abbreviations: Tel, telencephalon; OB, olfactory bulb; EG, eminentia granularis.
Scale bar: 1 mm. (Reprinted from Neuroscience, 189, Fernandez, A.S. et al., Proliferation zones
in the brain of adult fish Austrolebias (Cyprinodontiform: Rivulidae): A comparative study, Figures
1 and 2, 12-24, Copyright (2011), with permission from Elsevier.)
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and the forebrain gives rise to the paired telencephalic vesicles and the diencephalon, whereas
the rhombencephalon will subdivide into the metencephalon and the myelencephalon. The relative
development of these subdivisions is closely related to the phylogeny and adaptability of each spe-
cies and has been suggested as the underlying cause of the wide variety in fish brains (Sanes et al.,
2006). The development of the cerebral hemispheres of ray-finned fishes is radically different from
that of all other vertebrates. The hemispheres increase in size and originally may have tended to an
everted condition in which the medial hemispheres are separated by an extended sheet of choroid
plexus (Aboitiz and Montiel, 2007). This process results in the eversion of the dorsal telencephalon,
and the degree of eversion varies considerably among ray-finned fishes; consequently, the pallium
(or dorsal telencephalon) shows significant structural diversity.

13.4 COMPARATIVE BRAIN ANATOMY OF THE STUDIED SPECIES

Among teleosts, Austrolebias is an annual genus belonging to the order Cyprinodontiformes
(Atherinomorpha). Brain anatomy of Cyprinodontiformes has been reported for a few genera:
Fundulus heteroclitus (Peter et al., 1975), Xiphophorus helleri (Anken and Rahmann, 1994), and
Nothobranchius furzeri (D’Angelo, 2013); and also for Oryzias latipes (Ishikawa et al., 1999), a
member of the order Beloniformes (Atherinomorpha), the closest relatives to Cyprinodontiformes
(Saeed et al., 1994; Allen, 1998; Setiamarga et al., 2008). We reported the first study on the brain
anatomy of Austrolebias (Ferndndez et al., 2011), and based on our results, we present here (1) an
overview of its gross neuroanatomy, (2) a comparative analysis of the three species, and (3) a discus-
sion of shared features and differences in a developmental/evolutionary context.

Overall, the brain anatomy of Austrolebias shares common features with various other groups of
teleosts. These features do not show particular sensory or motor specialization, beyond those related
to vision, which resulted in a relatively large tectum opticum (TO; Meek and Nieuwenhuys, 1998).

The adult brain of Austrolebias is characterized by a well-balanced development of the three
major brain divisions (i.e., prosencephalon, mesenenphalon, and rhomboencephalon) and extends
4 mm into the rostrocaudal axis and 2 mm in the dorsoventral axis Figure 13.2. The overall anatomy
of A. charrua and A. reicherti brains is very similar. They are characterized by the following traits:
(1) prominent, rounded, and sessile olfactory bulbs (OB), placed anterior and ventral to the hemi-
spheres of the telencephalon; (2) an everted and well-developed telencephalon; (3) a diencephalon
with paired and large inferior hypothalamus lobes bulging out on the ventral surface of the brain;
4) two prominent tectal halves located dorsally to the midbrain tegmentum and diencephalon;
(5) a large rhombencephalon with a single and prominent cerebellum that differs in size among
species (Figure 13.2); and (6) a large medulla oblongata. The cranial nerves seen in the images are
representative of the general patterns found in other described teleosts. In contrast, A. affinis shows
a compact brain with more ventral and less defined OB, large telencephalic areas relative to the
TO, and a smaller cerebellum that just passes the level of the TO. Regarding the relative propor-
tions between the size of telencephalic regions and TO among the species, A. affinis shows a large
telencephalon, whereas in A. reicherti and A. charrua both regions are of the approximately equal
size (Figure 13.2).

Regarding internal anatomy, transverse histological sections, at the same anatomical level,
showed structural variations among the species (Figure 13.2). At the level of the telencephalon,
Austrolebias charrua and A. reicherti have a notable increase in the size in dorsal-ventral axis,
a more extended ventricular region, and broader interhemispheric distance relative to A. affinis.
Furthermore, both species have a rounded and prominent OB, whereas A. affinis has triangular,
smaller OB (Figure 13.2). In the mesencephalon there is the torus longitudinalis (TL), a small and
unique medial structure found in ray-finned fishes that relays motor inputs to the TO. The TL is
different among the three studied species. It is the largest and bilobed (appears with the shape of an
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inverted heart) in A. reicherti, whereas in the other two species it is a single medial lobe, prominent
in A. charrua, and small in A. affinis.

The TO consists of relatively expanded lobes on each side of the brain with the TL located
between both halves and the third or tectal ventricle extending laterally into each tectal lobe. The
TO consists of various layers of cell and fibers, with dendrites of many neurons oriented in a radial
way and afferent fibers coursing through it and in parallel to the surface. The tectal wall is thickest
in A. affinis (Figure 13.2). Transverse sections of the hindbrain revealed clear differences in the size,
shape, and proportion of different cerebellar formations. Austrolebias reicherti has a wider corpus
cerebelli, whereas A. charrua has the most prominent eminentia granularis and A. affinis has the
smallest cerebellum but a larger ventricular area.

Whole brain 3D reconstructions, made by stacking serial transverse sections, showed similar
overall brain volumes in the three studied species. However, a previous study has shown species-
specific differences in relative volumes among brain regions. Austrolebias reicherti has the most
prominent TO and cerebellum, A. charrua has the largest OB, and A. affinis the smallest TL
(Fernandez et al., 2011). The differences found in brain anatomy among the studied species could
be correlated to habitat differences, since visual conditions for different teleostean species may vary
dramatically, particularly depending on water turbidity and depth (Gruber et al., 1990).

13.5 CELL PROLIFERATIVE ZONES AND NEUROGENESIS:
BrdU RESULTS AND 3D BRAIN RECONSTRUCTIONS

Cell proliferation zones in the brain of adult teleosts have long been recognized (Kirsche, 1967).
However, little is known about location and neuroanatomical description of fish brain cell prolifera-
tion and neurogenic zones and, among the teleosts, information is limited to Apteronotus leptorhyn-
chus, Gasterosteus aculeatus, Danio rerio, and Gymnotus omarorum (Zupanc and Horschke, 1995;
Ekstrom et al., 2001; Zupanc, 2006; Olivera-Pasilio et al., 2014). Early investigations of adult neuro-
genic niches in fishes, using classical histological approaches (Kirsche, 1967) and [*H]thymidine auto-
radiography (Rahmann, 1968; Kranz and Richter, 1970), identified major areas of mitotic activity in
the brain of teleosts. Analysis of the types of newly generated cells, particularly study of cell prolifera-
tion in the TO and the continued formation of photoreceptors in the retina (Meyer, 1978; Johns, 1982),
evidenced that newly born cells in the teleostean adult brain are capable of neuronal differentiation
(Raymond and Easter, 1983). This finding strongly evidenced the existence of adult neurogenesis in
teleost fishes. Subsequent progress and studies on adult neurogenesis in teleost fishes include (1) map-
ping and quantitative analysis of proliferative activity in the brain of several teleost species (Zupanc
and Horschke, 1995; Zikopoulos et al., 2000; Ekstrom et al., 2001; Zupanc et al., 2005; Grandel et al.,
2006; Fernandez et al., 2011); (2) demonstrated long-term persistence, neuronal differentiation, and
integration of newly born neurons into already existing neural networks (Zupanc and Zupanc, 1992;
Zupanc et al., 1996, 2005); (3) isolation and characterization of the stem cells that generate new neu-
rons and glial cells (Hinsch and Zupanc, 2007); (4) potential of teleost fish to regenerate nervous tissue
after injury by formation of new neurons (Zupanc and Zupanc, 2006); and (5) the identification of
several proteins associated with neuronal regeneration (Zupanc and Zupanc, 2006). However, there
are only few studies on adult neurogenesis in annual fishes: on the African Nothobranchius (Tozzini
et al., 2012) and in Austrolebias among Neotropical annual fishes (Fernandez et al., 2011).

13.6 BrdU METHOD TO IDENTIFY PROLIFERATING CELLS

We employed the most widely used marker to study cellular proliferation and identification
of potentially neurogenic areas, 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU). BrdU is a synthetic nucleotide
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analogue of thymidine. After injection, cells in the S phase of the cellular cycle incorporate BrdU
to the DNA strand during replication. Subsequent detection, via immunohistochemistry, allows the
identification of proliferating cells. Moreover, its combination with other antibodies allows deter-
mination of the lineage of newly generated cells (Rakic, 1974; Nowakowski and Hayes, 2000).
Checking for location on the tissues as well as the type and number of labeled cells, it is possible
to establish a chronology of cell proliferation and to evaluate its contribution to tissue composition.

13.7 BrdU APPLIED TO THE STUDY OF AUSTROLEBIAS BRAIN

BrdU was injected intraperitoneal to adult Austrolebias males that were processed 24 h later
(Fernandez et al., 2011). The brain of the studied species showed many proliferative zones with a
concentration of BrdU-positive cells close to the ventricular walls. The pattern of cell proliferation
in each region was similar in the three species. In the forebrain, the highest concentration of BrdU-
positive cells was found ventrally on the rostral areas of the OB and on the transition region between
the OB and the telencephalic lobes. In the latter structures, most of the BrdU-positive cells formed
a narrow band contiguous to and following the overall shape of the ventricle. In the midbrain, the
zones with the largest concentration of BrdU-positive nuclei were detected on the periphery of the
TL and on its boundary with the medial poles of the TO. Whereas in the TO, BrdU-labeled cells
were concentrated on the most superficial layer of the periventricular gray zone, equally distributed
throughout the rostrocaudal axis. In the hindbrain, as in other teleosts, most of the BrdU-labeled
cells were found on the granular layer of the corpus cerebelli, with few positive cells on the granular
cell layer. In the caudal pole, BrdU cells were mostly concentrated on the region adjacent to the wall
of the ventricle’s granular layer. A peculiar distribution of BrdU nuclei that were arranged radially
in the valvula cerebelli was found in A. reicherti (Fernandez et al., 2011). This arrangement of BrdU
nuclei is similar to, but more prominent than, the chains of “radial spokes” previously reported in
the molecular layer up to the dorsal tip of the corpus cerebelli in zebrafish (Grandel et al., 2006).

Mapping and 3D reconstruction of proliferative zones of the Austrolebias showed a common pat-
tern of distribution of BrdU-labeled cells characterized by the contiguity of the proliferation zones
along the rostrocaudal axis throughout the brain. From the OB up to the medulla oblongata the con-
centration of BrdU-positive nuclei was located very close to the ventricular regions. Interestingly, cell
proliferation in the cerebellum of A. charrua was concentrated on the medial portion, whereas in the
other two species proliferation areas were distributed widely, forming lateral bands toward the periph-
ery (Figure 13.3). This is in agreement with previous studies that reported cell proliferation zones
located in the proximity of ventricles in a wide range of representative species of fishes, amphibians,
reptiles, birds, and mammals (Kirsche, 1967; Garcia-Verdugo et al., 2002; Gonzélez-Granero et al.,
2011). Furthermore, our 3D reconstruction of proliferation zones demonstrated that the contiguity of
proliferative cells along the entire rostrocaudal brain axis in the three studied species is similar to that
suggested in the mapping of some transverse sections of zebrafish brain (Hinsch and Zupanc, 2007).

13.8 NEUROGENESIS IN AUSTROLEBIAS BRAIN

Identification of proliferative cell lineages can be obtained by combining BrdU recognition with
specific cell type markers. Double immunostaining for BrdU with the glial markers S-100 and glial
acidic fibrillar protein (GFAP) showed that in the brain of Austrolebias, most of the BrdU-positive
cells also coexpressed S-100. The analysis of colocalization of BrdU with the general neuronal
marker HuC/D (Marusich and Weston, 1992) allowed identifying neurogenesis in Austrolebias as
early as 24 h after BrdU injection. Newborn neurons were found in the OB, dorsal Tel, TO, TL,
and CB in the three Austrolebias studied species. In Tel, TO, and TL, the newly born neurons were
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Figure 13.3 (a) Three-dimensional reconstruction and topographical representation of Austrolebias brain cell

proliferative zones. Brains were fully and serially cut and then reconstructed with the BioVis 3D
software. Dorsal views of 3D brain reconstructions in which BrdU-labeled nuclei have a contiguous
distribution along the medial line throughout the rostrocaudal axis and its adjacence to the ventricle
wall. The colored dots represent the places where 5—8 BrdU nuclei were found. The pattern of colors
in the circles refers to the regions. OB, olfactory bulb; Tel, telencephalic ventricles; TO, tectum opti-
cum; TL, torus longitudinalis; CB, cerebellum. Scale bar: 1 mm. (b—c) Gliogenesis in Austrolebias
brain. (b) Immunocytochemistry for the glial marker GFAP (green) and BrdU (red) in a transverse
section showing the medial line of the ventral zone of the tectal ventricle. A double-labeled cell
is indicated with a white arrow in the panoramic view and in the higher-magnification inset. (c)
Olfactory bulb transverse hemisection showing extensive double-labeling against the early glial
marker S-100 (green) and BrdU (red). Colocalizations are indicated with white arrows. Arrowheads
indicate one double-labeled cell at panoramic and higher magnification (inset), respectively. (d—e)
Neurogenesis in Austrolebias brain. (d) Double immunostaining against the early neuronal marker
HuC/D (green) and BrdU (red) in the granular zone of the cerebellum. An apparent colocalization
was found in one newly born granular cell. (e) Stack from multiple confocal sections to demonstrate
colocalization in the cell shown in (d). The stack of 6 um contains 14 orthogonal planes, which
analysis of the intersection point demonstrates to be the colocalization of both markers in the cell.
Scales bars: (b) 40 um, (c) 20 um, (d, e) 15 um. (Reprinted from Neuroscience, 189, Fernandez,
A.S. et al., Proliferation zones in the brain of adult fish Austrolebias (Cyprinodontiform: Rivulidae):
A comparative study, Figures 8 and 9, 12—-24, Copyright (2011), with permission from Elsevier.)

located close to the ventricular areas. Our results are significantly earlier than those reported for
zebrafish, in which the earliest double-labeled cells (BrdU/HuC/D) were found in the telencephalon
3 days after BrdU administration and later (Adolf et al., 2006). Interestingly, zebrafish lifespan is
about 3.5 years (Hinsch and Zupanc, 2007), whereas Austrolebias are annual fishes with a lifespan
of about 9 months. Thus, the faster appearance of double-labeled proliferative cells with neuronal
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markers in Austrolebias could reflect an overall earlier or accelerated neurogenesis program in fishes
with a shorter lifespan. In zebrafish, the proportion of double BrdU/HuC/D-labeled cells increased
over 2 weeks (Adolf et al., 2006). Accordingly, our preliminary results show that at 1 week after
BrdU injection, the population of BrdU/HuC/D-positive cells increased notably. Unlike mammals,
fish body and brain grow throughout the lifespan. This continuous brain growth includes constitu-
tive neurogenesis and a high rate of neuron turnover largely throughout the lifespan (Zupanc, 2011).
The brain of the electric fish Gymnotus omarorum showed many proliferative zones adjacent to the
ventricular walls (Olivera-Pasilio et al., 2014). Thus, allometries may account for lifelong changes
in brain morphology.

13.9 QUANTITATIVE ANALYSIS OF CELL PROLIFERATION

Mitotic activity was found in all major divisions of the brain of adult Austrolebias with A. reicherti
having the largest number of BrdU-positive cells. The cerebellum exhibited the highest value of cell
proliferation in the three species. Quantitative analyses for other regions showed differences in OB,
TO, and TL. Austrolebias reicherti and A. charrua showed similar values of cell proliferation in the
OB and TO, but the TL of A. charrua has BrdU-positive cells that are about 50% of those found in
A. reicherti. The brain of A. affinis showed the lowest proliferation value on the OBs and the highest
in the TO. The TO of Austrolebias exhibited high mitotic activity, particularly on a specific area at
the caudal pole, similar to previous reports for zebrafish (Zupanc et al., 2005). Proliferation in this
region seems to have functional relevance for these macroptic fishes, given that visual input plays an
important role during courtship (Garcia et al., 2008). Among Austrolebias species, the TL was the
region of the brain with the greatest anatomical differences, including size, shape, and proliferation
rate. These differences may have functional importance, since the TL is functionally related to the
TO, the eye movements, and visuotopic mapping (Butler and Hodos, 2005). As expected, the cerebel-
lum, as the region that develops later (Hinsch and Zupanc, 2007), exhibited the largest number of
mitotic cells in Austrolebias. This phenomenon has been reported for other teleosts and is linked to
the late development of the cerebellum during postnatal life and parallel to the continuous fish brain
growth throughout life (Zupanc and Horschke, 1995; Ekstrom et al., 2001; Zupanc, 2006). In sum-
mary, quantitative proliferation values found in Austrolebias are in agreement with data reported for
zebrafish that exhibits abundant proliferation in the telencephalon, in the mantle zone of mesenceph-
alon (TO and TL; Zupanc et al., 2005; Zupanc, 2006), and in other regions of the brain (Hinsch and
Zupanc, 2007). The distribution of BrdU-labeled nuclei also resembles that reported for stickleback
(Ekstrom et al., 2001). However, our results in Austrolebias differ from those reporting cell prolifera-
tion restricted to the ventricular zones in zebrafish (Grandel et al., 2006).

We analyzed cell proliferation in relation to the volume of each brain region, given that size of
different brain regions varied. The volume of each region was calculated using 3D reconstruction
by BioVis 3D software. Volume-normalized proliferation indexes were obtained by dividing the
number of BrdU-positive nuclei by the volume of each brain region. These indexes were used as
an initial approach to understanding the significance that cell proliferation may have in each brain
zone and species. The TL shows the highest volume-normalized proliferation index of all brain
regions analyzed: the TL of A. affinis has the highest index, almost three times that of A. char-
rua. Olfactory bulb indexes were the second largest, with A. reicherti having the highest value and
A. affinis the lowest. The TO had the lowest normalized indexes among brain regions. The three
species showed similar cerebellar proliferation indexes. Overall, except for the TL, other brain
regions in A. charrua showed values intermediate to those of A. affinis and A. reicherti. It seems that
the volume-normalized proliferation indexes found in OB and TO in the three species has inverse
correlation. Whereas A. reicherti has the highest index value in the OB and the lowest in the TO,
A. affinis has exactly the opposite (Figure 13.4). Differences in these values among species may be
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Figure 13.4 Quantitative analysis of total and volume-normalized cell proliferation in brain regions. (a) Whole

BrdU-positive nuclei in olfactory bulb (OB), telencephalic ventricle zone (VT), tectum opticum
(TO), torus longitudinalis (TL), and cerebellum (CB) in the three species studied. Austrolebias
reicherti (al1) showed similar values in all regions except for the CB. Austrolebias charrua (a2)
and A. affinis (a3) showed more heterogeneous patterns. TL and OB were the regions with
less cell proliferation. (b) Volume-normalized proliferation indexes shown by A. reicherti (b1),
A. charrua (b2), and A. affinis (b3) brain. The index was calculated as the ratio between the
number of proliferating cells and the volume of each region determined with BioVis 3D. Values
were calculated only for the regions that could be delimited in 3D brain reconstructions. The TL
had the highest index value in the three species. OB was the second-most proliferative region but
had different values among species. The CB showed the minor proliferation index in all species.
(c) Inverse correlation of volume-normalized proliferation indexes in OB (pink) and TO (cyan).
Whereas OB of A. reicherti had the highest index and TO the lowest, the inverse of that shown
for A. affinis. Austrolebias charrua exhibited an intermediate behavior. In all cases, descriptive
statistical analysis was made with Sigma Stat 2.0. Data were plotted using Origin 8.0. (Reprinted
from Neuroscience, 189, Fernandez, A.S. et al., Proliferation zones in the brain of adult fish
Austrolebias (Cyprinodontiform: Rivulidae): A comparative study, Figure 7, 12—24, Copyright
(2011), with permission from Elsevier.)



Downloaded by [Magela Rodao] at 17:29 09 November 2015

COMPARATIVE ANATOMY AND PROLIFERATIVE ZONES OF ADULT AUSTROLEBIAS BRAIN 241

functionally important. Austrolebias affinis showed high volume-normalized proliferation indexes
in vision-related areas (TO and TL), but lowest values in OBs. Conversely, A. reicherti exhibited
inverse patterns; this may point to differences in the hierarchy of sense modalities between these
species. Furthermore, it may suggest that proliferation capacity may be correlated to phylogenetic
relationship and/or shared habitat. Volume-normalized proliferation indexes of regions involved
in different sensorial modalities suggest an evolutionary trend favoring olfaction. In this context,
A. reicherti has highest proliferation indexes in OB and lowest in the TO, whereas A. affinis showed
the inverse pattern. Indeed, vision is important in Austrolebias, because males are elaborately col-
ored, and both coloration and size play an important role in sexual courtship (Garcia et al., 2008;
Passos et al., 2014). In addition, recent behavioral studies suggest that olfaction directs A. reicherti
females to find and select males (Passos, 2013), suggesting that olfaction seems at least equally as
important as vision in this species.

Recently, we have described the centrifugal olfacto-retinal system of Austrolebias, a constant
component of the CNS that appears to exist in all vertebrates and is part of the terminal nerve
(TN) complex (Rosillo et al., 2013). TN allows the integration of different sensory modalities,
and its anatomical variability may have functional and evolutionary significance. We suggest
that in Austrolebias, the olfacto-retinal branch of the TN is an important anatomical link that
allows the functional interaction between olfactory and visual systems. The olfacto-retinal TN
branch of Austrolebias is well developed and complex, consisting of different neuronal groups.
Moreover, the presence of constitutive gonadotropin-releasing hormone (GnRH)-positive neu-
rons indicates a role in sexual and reproductive behaviors (Kawai et al., 2009). Furthermore,
Austrolebias presents a rostral group of neurons that is the main component of the link between
retinal and olfactory pathways that has not been previously reported in other teleosts and may
suggest a higher hierarchy of TN Austrolebias. The circuital organization of the pathway changes
depending on the group of vertebrate analyzed (Kawai et al., 2009). Small differences may be
related to the hierarchy of each sensory modality, even among closely related species such as
the three species of Austrolebias studied. Consequently, some of the observed differences in the
olfacto-retinal pathway in Austrolebias may be explained by ecological differences in habitats.
The ponds inhabited by Austrolebias differ in vegetation, with varying light conditions, par-
ticularly depending on the turbidity and depth of the water (Zucker and Dowling, 1987), which
may influence the sensory modalities used. Thus, the proliferative and neurogenic activity of
each brain region involved in different sensory modalities can reflect the functional activity of
this area.

13.10 CHARACTERISTICS OF THE NEUROGENIC NICHES

During embryogenesis, the folding of the neural ectoderm gives rise to the CNS primordium,
and its cavities will constitute the future ventricular brain regions. In adults the “ventricular zone” is
formed by the layer of cells that lines the brain ventricles. Cells present in these zones maintain their
proliferative and neurogenic capacity similar to what happens during embryo neurogenesis (Gross,
2000; Garcia-Verdugo et al., 2002). Thus, these zones are called “matrix zones” or “neurogenic
niches” and constitute the embryonic reservoirs from which differentiation can result in neuronal or
glial cells, according to the system’s needs. The fine structure of these proliferative sites has been
extensively studied in mammals (Alvarez-Buylla et al., 2001) and is less known in reptiles and birds
(Garcia-Verdugo, 2002; Gonzalez-Granero et al., 2011). Neurogenic niches are formed by a variety
of types of cells. In mammals, these niches contain four different cell types: multiciliated ependy-
mal cells, (type E), astrocytes (type B), transit-amplifying cells (type C), and migrating neuroblasts
(type A) (Doetsch et al., 1999). A mix of radial glial cells, ependymal multiciliated cells, and prolif-
erative neuroblasts has also been described in the brains of adult canary birds (Alvarez-Buylla and
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Temple, 1998) and reptiles (Garcia-Verdugo et al., 2002). The ventricular zone of the telencepha-
lon in zebrafish has three types of cells: GFAP+ radial glial cells, PCNA+ proliferative cells, and
PSA-NCAMH+ neuroblasts, revealing similarities to and differences from the ventricular neurogenic
niches of mammal brains (Sawada and Sawamoto, 2013).

In mammals the cells proposed as the “neural stem cell” (NSC) are the type B astrocytes,
whereas Pax6-positive radial glial cells (Gotz and Barde, 2005) are proposed as NSCs in reptiles
and birds. Both cell types preserve some features of the monociliated cells that constitute the neural
tube. However, a current controversial issue regarding neurogenic niches is the determination of the
structural characteristics that identify the NSCs. Neural stem cells are defined as cells that possess
the ability to self-renew and generate the three major cell types in the CNS (neurons, astrocytes,
and oligodendrocytes in mammals; Gage, 2000; Temple, 2001; Okano, 2002). NSCs originate from
the pseudostratified monociliated epithelium of the neural tube and preserve the primary cilium
projecting into the ventricle lumen as a structural landmark (Mori et al., 2005; Chapouton et al.,
2007; Kazanis et al., 2008; Rodriguez, 2012) that is essential for retaining pluripotent capacities
(Mizradeh et al., 2011; Wang et al., 2009).

Another remarkable difference among adult vertebrates is related to the number of the NSC res-
ervoirs. Whereas in adult mammalian brain neurogenic niches are restricted to the subventricular
and subgranular sites, many of those niches are reported in different sites of brain ventricular walls
in nonmammalian vertebrates (Garcia-Verdugo et al., 2002; Sawada and Sawamoto, 2013). Similar
to their avian relatives, reptiles contain only one big primary neurogenic compartment that extends
through the whole periventricular zone of the lateral ventricular walls. Moreover, proliferation in
the adult reptilian brain follows a pattern similar to embryonic brain development (Lindsey and
Tropepe, 2000).

Studies in teleost fishes described cells with proliferative and neurogenic capacities in the neigh-
borhood of the ventricles in many regions of the CNS, but the ultrastructure of those sites has been
studied only in a few species (Zupanc, 2006; Rosillo et al., 2010; Sawada and Sawamoto, 2013).
A comparative study showed that these mitotically active regions have both characteristics common
to all groups and some characteristics unique to each group studied (Doetsch and Scharff, 2001). In
Austrolebias there are numerous proliferative zones lining the ventricles of the telencephalon, the
TO, and the TL (Fernandez et al., 2011). Such regions exhibit different cell populations similar to
those observed in other neurogenic niches (Rosillo, 2010).

13.11 SUBCELLULAR MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF THE
TELENCEPHALIC VENTRICULAR EPITHELIUM OF AUSTROLEBIAS

A transmission electron microscopy (TEM) analysis of the ventricular zone of the telencheph-
alon (TVZ) identified in at least three well-differentiated cell types: (1) Type I cells lining the
ventricles that present with heterochromatic nuclei (with variable profiles) and an electron-dense
cytoplasm due to the abundant free ribosomes and rough endoplasmic reticulum. Most of these
cells have a single cilium oriented toward the ventricular lumen. (2) Type II cells bordering the
ventricular lumen intermingled among type I cells or just a line behind it. Their cytoplasm is lighter
than type I cells and has a remarkable development of the cytoskeleton with large areas occupied
by bundles of filaments that suggest a glial nature. The nuclear envelope has indentations, and the
chromatin is homogeneous with a moderate degree of condensation. Some type II cells show a
single cilium. (3) Type III cells are arranged one or two cell lines away from the ventricular lumen.
These cells have an abundant and electron-lucid cytoplasm with a large, spherical, and euchromatic
nucleus with one or two prominent nucleoli, strongly suggesting that type III cells probably are
newly formed neurons. The immunocytochemistry images obtained with the antineuronal HuC/D
antibody confirmed the neuronal identity of these cells (Rosillo et al., 2010).
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Figure 13.5 TEM and SEM ultrastructural features of A. charrua ventricular zone of the telencephalon (TVZ).
(a) Dorsoventral panoramic view obtained from thin-section overlapped TEM pictures, evidenc-
ing three well-differentiated cell types: type | cells characterized by the most electron-dense
nucleus of variable profiles and dark cytoplasm enriched in ribosomes; type Il cells that are
close to the ventricle and show nuclei with intermediate electron density and size. These cells in
general are bigger than | type. Type Il cells are young neurons bearing electron-lucid and round
nuclei with one or two nucleoli. (From Rosillo, J.C. et al. 2010. Microscopica Acta (Figure 2d )
19: 152—159. With permission.) (b) SEM topographic view of TVZ evidencing that all of the cells
that line the wall bear a single cilium. All cilia present are similar in length and appearance and
have a thinner end. (c) TEM micrograph showing different cell membrane specializations, includ-
ing microvilli (*), different intercellular junctions (arrowhead), and cilium (arrow). The inset shows
the typical microtubule structure of a single cilium consisting of the arrangement of 9 + 2 pairs of
microtubules. (d) TEM micrograph showing the presence of a prominent desmosome interacting
with long intermediate filaments of cell cytoskeleton. The white box in the inset shows the location
of the desmosome. (e) TEM of gap junction connecting neighboring cell membranes. The box in

the inset shows the panoramic location of the intercellular communication zone.

TEM analysis of the ciliar axoneme of type I and II cells (Figure 13.5) showed that it is com-
posed of nine doublets of outer microtubules surrounding a central pair in the characteristic “9 + 2”
pattern. The minus axonemal microtubule ends are bound to the basal body located in the cyto-
plasm (Figure 13.5). This basal body has a structure similar to a centriole (9 triplets + 0) and acts
as an organizing center for microtubules in axoneme formation (Dawe et al., 2006). The cilium
ranges in length from 8 to 10 um. We did not find multiciliated cells in the ventricular wall of the
telencephalon of Austrolebias (Rosillo et al., 2010). This finding was contrary to the abundance
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of multiciliated cells reported for the ventricular walls of mammals and the few ones described in
reptiles and zebrafish (Sawada and Sawamoto, 2013).

13.12 INTERCELLULAR JUNCTIONAL COMPLEXES AT NEUROGENIC NICHES

Most of the cell junctions have been described in different regions of vertebrate CNS, mainly in
mammals (Peters et al., 1991). The development of “junction complexes” among cells of the brain
proliferative zones is particularly interesting due to their potential roles in the dynamics of cell divi-
sion in neurogenic niches. Moreover, apically localized cell junctions and the apicobasal polarity
complexes have been implicated in the asymmetric cell division of neural proliferative cells (Farkas
and Huttner, 2008; Hatakeyama, 2014).

In Austrolebias brain, we found that the ventricular cells form an intricate network of processes
that overlap and interdigitate each other, showing a significant development of tight, gap, and adher-
ens junctions, as wells as desmosomes, that bind and connect cells to each other (Rosillo et al., 2010;
Casanova et al., 2014). Tight junctions are a network of transmembrane proteins always located
between adherens junctions and the ventricular lumen (Grupp et al., 2010). We observed that the
membranes of neighboring cells in the ventricles of Austrolebias have tight junctions forming points
of cell-to-cell adhesion that seal the more apical intercellular space of the ventricular wall. Similarly,
junctional complexes in the glial membranes were found on the ventricular surfaces of the TO and
telencephalon of zebrafish brain (Grupp et al., 2010). In this species, radial glial cells contacting the
ventricle bear tight junctions and form a kind of barrier between the ventricular cerebrospinal fluid
and the neuronal compartment. Close to the tight junctions, it is often possible to observe the pres-
ence of adherens junctions. In Austrolebias, adherens junctions were found among almost all the
cells that line the ventricular lumen of the telencephalon. TEM analysis showed (Figure 13.5) that
each adherens junction is a 30-nm-thick plaque of dense material placed in the cytoplasmic face of
both plasma membranes (Casanova et al., 2014). In Austrolebias, ventricular desmosomes are well
developed and variable in size and length. The number of intermediate filaments anchored to each
desmosome and their distinct continuity with cytoskeleton is notable. The lateral membranes of
adjacent cells often interdigitate and sometimes attach through desmosome-like junctions (Casanova
et al., 2014). In addition, to have complexes that join together, the cells of the ventricular walls con-
nect with each other via gap junctions. Gap junctions consist of transmembrane proteins (i.e., con-
nexins, Cx in the text) that form complexes called connexons that play a role coordinating cells and
the exchange of molecules and ions, enhancing the chemical and electrical coupling among cells. In
neurogenic precursors, functional coupling via gap junctions has been reported as a basic and phylo-
genetically conserved mechanism (Nakase and Naus, 2004). This coupling appears to involve both
neural precursors and radial glia (Bittman et al., 1997). In mammals, the cells of the ventricle walls
express Cx43 and Cx26 (Bittman and Lo Turco, 1999), as also occurs in the central channel of the
spinal cord of turtles, another neurogenic niche (Russo et al., 2006). In adult Austrolebias, glial cells
are often connected to each other through gap junctions that express Cx43. Furthermore, these gap
junctions are generally located close to desmosomes and to the ventricular surface, extending along
large surfaces. Gap junctions are also present among cell interdigitations (Casanova et al., 2014).

High proliferation and the presence of undifferentiated cells bearing a single cilium that projects
toward the ventricular lumen, together with cell heterogeneity found in the TVZ of Austrolebias, are
consistent with the characteristics reported for other neurogenic niches (Garcia-Verdugo et al., 2002;
Sawada and Sawamoto, 2013). Moreover, the appearance and distribution of the three cell types
described here are consistent with those reported on the wall of the third ventricle of the brain in
the teleost Eigenmannia sp. (Zupanc, 1992). In addition, the presence of electron-dense nuclei, with
marked indentations (equivalent to the Austrolebias type I cells), in Eigenmannia sp. also suggest
high mitotic activity (Zupanc and Zupanc, 1992). Type II cells show ultrastructural characteristics
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that are comparable with those S100+ cells described by Zupanc (1992) as “intermediate cells.”
Their characteristics suggest that they could be proposed to be NSC s of the Austrolebias TVZ.
Finally, the characteristics of type III cells coincide with those previously identified as “young and
migrating neurons” (Zupanc, 2001).

13.13 CONCLUSIONS

The analysis of the comparative brain anatomy of the genus Austrolebias allows us to con-
clude that these annual fishes share common features with other teleosts that show no particular
specializations beyond those related to vision. However, the Austrolebias species studied showed
anatomical and cell proliferation differences across the main brain divisions. In addition to having
comparable brain volumes, A. reicherti and A. charrua showed the greatest similarity in terms of
size, shape, and arrangement of the larger cerebral divisions. These similarities are consistent with
their phylogenetic relationship and/or because they inhabit similar environments. However, both
species showed significant size and shape differences in the TL. Austrolebias affinis, a more dis-
tantly related species, has significant differences in the TL but also in the OB, TO, and cerebellum.
These differences could be attributed to variations in the environments. Visual conditions for differ-
ent teleost species may vary dramatically depending on water turbidity and depth and the hierarchy
of sensory modalities used. Using BrdU, we identified, quantified, and mapped cell proliferation
throughout the entire brain of the three analyzed species. Significant cell proliferation was found
in all brain subdivisions, showing remarkable continuity along the rostrocaudal axis and proximity
to ventricle walls. Patterns of proliferation areas were similar to those reported for other teleosts.
However, the brain regions related to different sensory modalities exhibited different proliferation
indexes depending on phylogeny or environment. The largest variations in cell proliferation indexes
were found in the OB and TO. Whereas A. reicherti presents the highest values in the OB and the
lowest in the TO, A. affinis exhibits the inverse pattern. Indeed, vision is important in Austrolebias
for social communication, sexual courtship, and mating, but other studies suggest that olfaction
seems at least equally important in A. reicherti. In summary, the different proliferation indexes may
suggest a high plasticity that probably reflects plastic adaptations to diverse environmental pressures.

Coimmunolabeling of BrdU with cell lineage markers showed that adult Austrolebias have glio-
genesis and early neurogenesis throughout all brain regions. We suggest that the rapid appearance of
BrdU+ cells bearing neuronal markers in Austrolebias could reflect a relatively rapid neurogenesis
program related to their short lifespan. Adult neurogenesis could enable the dynamic remodeling of
mature neuronal circuits by adding new neurons, contributing to structural and functional plasticity
in the adult brain. In this context, adult neurogenesis seems a fundamental mechanism for experience-
dependent plasticity, which is the most important feature of the adult brain. Recent reports have indi-
cated that environmental stimuli, such as exercise, exploration, enriched environments, learning, and
memory, improve the rate of the generation of new neurons (Kempermann, 2011). Adult neurogenesis
could also have an important role in the injured brain in regenerating lost neurons from adult NSCs.

The complex biological events that occur in neurogenesis are only possible due to the particular
features of neurogenic zones. Studies performed in the proliferative zones of Austrolebias showed
that neurogenic niches have characteristics in common with other vertebrates, including the vari-
ety of cell types. In Austrolebias, we recognized glial and neuronal cells in distinct differentiation
stages and also undifferentiated cells that could not be classified in any lineage. The presence of a
single cilium in most cells lining the ventricular lumen seems a unique feature for Austrolebias. In
addition, the absence of multiciliated cells contacting the ventricular lumen, reported in neurogenic
niches of mammals and reptiles, seems also unique in these fishes. Another particular feature found
in Austrolebias is the existence of many types of intercellular junctions, including desmosomes and
gap junctions. This degree of organization suggests a highly dynamic zone where the intercellular
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junction may play a role in cell movements during mitotic activity. On the other hand, anchoring
junctions could be important in the maintenance of the everted epithelia of Austrolebias forebrain.
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