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1. INTRODUCCION

Como consecuencia del crecimiento industrial, la agricultura, la urbanizacion vy el
turismo, las actividades humanas son inevitables fuentes de contaminacion quimica
del medioambiente y de los ecosistemas acuaticos (Douxfils et al., 2007). Los peces
son una de las especies mas afectadas por estos productos quimicos, porque una gran
variedad de contaminantes ambientales terminan en el medio acuético (Sun et al.,
2014). Los compuestos disruptores endocrinos (EDCs) pueden interferir en los
procesos controlados hormonalmente (WHO/UNEP, 2012) afectando a la
reproduccion. Debido a la similitud evolutiva de todos los vertebrados, los estudios
sobre peces pueden servir de base para la extrapolacion a otras especies acerca de los
efectos nocivos de los EDCs (Ankley et al., 2009; Sun et al., 2014).

Existen mas de 20.000 especies de teledsteos que habitan tanto en medios marinos,
como en agua dulce (Tyler y Sumpter, 1996; Breton y Berlinsk, 2013) y son

utilizados como organismos diana en diferentes estudios de contaminacién de aguas.

1.1 OVOGENESIS

Debido a su importancia comercial en la acuicultura y pesca, la investigacion de la
ovogeénesis en teledsteos recibe una atencion considerable (Breton y Berlinsk, 2013).
Aunque existen algunas especies de teledsteos viviparas, la mayoria son oviparas y
entre estos, existe una gran diversidad en la determinacion del sexo: hay especies que
tienen un sexo determinado, son gonocdricas; algunas especies muestran un cambio
de sexo durante su vida y otras en cambio, son hermafroditas, y tienen testiculos y
ovarios simultdneamente (Devlin y Nagahama, 2002; Yaron y Levavi-Sivan, 2006;
Lubzens et al., 2009).

Ademas, entre los teledsteos existe una gran variabilidad tanto en la estacionalidad
de la proliferacion de las oogonias y en la época en que se transforman en oocitos,
como en la distribucion de las mismas en el ovario. Esto, da lugar a que se
reconozcan tres tipos de desarrollo ovarico (Wallace y Selman, 1981; Lubzens et al.,

2009): (1) sincrono, todos los oocitos se desarrollan al mismo tiempo; (2) sincronia



de grupo, se pueden distinguir dos poblaciones de oocitos que no se desarrollan al
mismo tiempo; (3) asincronia, en este tipo de desarrollo ovérico, estan presentes al

mismo tiempo todos los estadios de desarrollo de los oocitos.

Por lo tanto, se puede decir que las especies oviparas, muestran una estrategia
diferente en la formacion del huevo y el desove pero, tienen caracteristicas comunes
en la formacién del évulo maduro (Lubzens et al., 2009). Asi mismo, el desove
dependera del ritmo de ovulacion de cada especie, teniendo en cuenta el tipo de
desarrollo ovéarico. La ovogénesis en los vertebrados es un proceso dindmico
altamente conservado, durante el cual las oogonias diploides se convierten en 6vulos
fertilizables (Patifio y Sullivan, 2002; Breton y Berlinsk, 2013).

A través de microscopia Optica y electrénica se revelan los cambios estructurales que
se producen a partir de las oogonias hasta la estructura del 6vulo maduro (Wallace y
Selman, 1981; Selman et al., 1993; Le Menn et al., 2007; Lubzens et al., 2009).

1.1.1 Células germinales y la formacion de oogonias

Las gbnadas estan constituidas por dos tipos de células, las germinales y las
somaticas. Las ceélulas germinales transmiten la informacion genética de una
generacion a otra y migran a la génada, donde se asocian con las células sométicas
y se diferencian en gametos (Lubzens et al., 2009), células sexuales haploides:

espermatozoides y 6vulos.

La transformacion de las células germinales en oogonias implica cambios
estructurales; las oogonias son rodeadas de una capa denominada pre-granulosa que
implica un aumento de tamafio (Patifio y Sullivan, 2002). Cada oogonia multiplicada
por divisiones mitoticas forma nidos de oogonias en asociacion con las celulas pre-
granulosa y posteriormente se transforman en ovocitos primarios, con el inicio de la

primera division meidtica (Patifio y Sullivan, 2002).
1.1.2 Ovaocito primario

Cada oogonia se presenta rodeada de una monocapa de células de granulosa y otra

capa externa de células tecales, que se separa de la anterior por una membrana basal.



Tras la transformacion inicial, se da el crecimiento masivo de los ovocitos durante la
vitelogénesis. En esta etapa, el ovocito acumula reservas nutricionales necesarias
para el desarrollo del embrion. Durante este tiempo, el ovocito permanece detenido

en la etapa diploteno de profase I de la meiosis (Lubzens et al., 2009).

1.2  SISTEMA ENDOCRINO

A partir del ovocito primario, el eje hipotalamo-hipofisis desempefia un papel clave
en la regulacion de la actividad gonadal (Lubzens et al., 2009). Las gonadotropinas
hipofisiarias (GtHs) y las hormonas esteroides ovaricas regulan el crecimiento y la
maduracion de ovocitos en los teledsteos (Nagahama, 2000; Arukwe y Goksgyr,
2003). Los cambios ambientales, como la temperatura del agua y del fotoperiodo
proporcionan al sistema nervioso central las sefiales que activan los procesos de
maduracion (Arukwe y Goksegyr, 2003). En respuesta a los factores externos, el
hipotdlamo segrega la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) que mediante
una cascada de hormonas estimula la liberacion de GtHs de la hipdfisis (Arukwe and
Goksgyr, 2003).

El control de la reproduccién que realiza esta glandula es a través de dos hormonas
gonadotréficas: la hormona foliculo estimulante (FSH), que regula la vitelogénesis
en hembras y la espermatogénesis en los machos, y la hormona luteinizante (LH),
encargada de controlar la maduracion final del ovocito en las hembras (Nagahama,
2000; Swanson, 1991; Arukwe y Goksgyr, 2003). La secrecion de GtH esta regulada
por un proceso de retroalimentacion por estradiol-17p y testosterona (Arukwe y
Goksgyr, 2003).

1.2.1 Vitelogénesis

El término vitelogénesis describe en general, la incorporacion de proteinas
vitelogenina en el ovocito (Le Menn et al., 2007; Lubzens et al., 2009). Al final de
este proceso, el ovocito es competente para someterse a la fertilizacion, y contiene
ARN mensajeros maternos, proteinas, lipidos, hidratos de carbono, vitaminas y
hormonas que son importantes para el correcto desarrollo del embrion. El

crecimiento masivo del foliculo ovérico se produce durante la absorcién de lipidos



(Wallace y Selman, 1981, 1990; Brooks et al., 1997; Le Menn et al., 2007; Lubzens
et al., 2009).

Las vitelogeninas pertenecen a la familia de proteinas de transferencia de lipidos
(Babin et al., 1999; Lubzens et al., 2009). Son glicoproteinas de fosfolipidos que se
encuentran en la sangre de hembras de todas las especies de vertebrados oviparos
durante la vitelogénesis. El incremento de estradiol-173 en el plasma estimula la
produccién de vitelogenina en el higado, que es reconocida por receptores de
membrana e incorporada por el ovocito a través de micropinocitosis (invaginacion de
la membrana plasmética que rodea las moléculas que se quieren introducir en la
célula, posteriormente resultando en pequefias vesiculas dentro del citoplasma). Este

proceso esta regulado por la FSH (Lubzens et al., 2009).

Numerosos estudios, tanto in vivo como in vitro, han demostrado que al finalizar el
proceso de vitelogénesis y empezar la reanudacion de la meiosis se da un aumento de
los niveles de LH en plasma y aumenta la expresion del receptor de LH, produciendo
un aumento significativo de los niveles plasmaticos del esteroide inductor de la
maduracion, que actla a nivel de la membrana del ovocito induciendo su maduracion
final (Nagahama y Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2009). Y es asi como termina la

0VOgeénesis.

1.3 COMPUESTOS DISRUPTORES ENDOCRINOS (EDCs)

Vivimos en un mundo en el que los productos quimicos artificiales son parte de la
vida cotidiana. Algunos de estos contaminantes quimicos, pueden afectar al sistema
endocrino y por lo tanto, pueden interferir en los procesos controlados

hormonalmente de los seres humanos y los animales salvajes (WHO/UNEP, 2012).

Hay dos tipos de compuestos capaces de producir alteraciones en el sistema
endocrino: sustancias naturales y artificiales. Las hormonas naturales se pueden
encontrar en todos los animales vivos. Los machos producen en sus testiculos
androgenos, siendo la testosterona y 11-ketotestosterona las mas potentes en los
peces. Los andrégenos estan involucrados en la diferenciacion sexual, el
comportamiento reproductivo y en la produccion de espermatozoides (Schulz et al.,

2010). Por otro lado, las hembras segregan en el ovario estrdgenos como el estradiol-



178 y progesterona. Los estrogenos participan en la diferenciacion sexual,
crecimiento de los ovocitos y el control del comportamiento reproductivo en las
hembras (Lubzens et al., 2009).

Dentro del segundo grupo se encuentran las sustancias artificiales, que agrupan una
amplia variedad de compuestos quimicos que no muestran similitudes estructurales:
hormonas sintéticas tales como dietilestilbestrol y 17a-etinilestradiol, agentes
limpiadores industriales, tales como alquilfenoles, pesticidas y compuestos
farmacéuticos entre otros (Tyler et al., 1998; Lopez de Alda y Barceld, 2001; Porte et
al., 2006). Algunos de estos compuestos quimicos (EDCs) son capaces de imitar o
antagonizar la accion de estrogenos, por ejemplo los xenoestrogenos (Marlatt et al.,
2014).

La acumulacion de estos xenoestrogenos en el medio acuatico a través de las aguas
residuales urbanas o industriales, puede tener importantes efectos biolégicos sobre
las especies acudticas (Marlatt et al., 2014). Los xenoestrogenos, tanto en el campo
como en el laboratorio, provocan la induccién de la proteina femenina vitelogenina
en los machos y en organismos inmaduros (Folmar et al., 1996; Tyler y Routledge,
1998; Kime et al., 1999; Arukwe y Goksgyr, 2003; Puy-Azurmendi et al., 2010), el
desarrollo anormal de las gbnadas (Jobling et al., 1996, 1998; Gimeno et al., 1996),
retraso en la maduracion sexual (Folmar et al., 1996), alteracion del ciclo ovérico,
menor tasa de eclosién de los huevos, aparicion de individuos intersexuales,

induccion de cambios de sexo y bloqueo total de la reproduccion (Piferrer, 2001).

Actualmente, se realiza un esfuerzo coordinado a nivel mundial para evaluar y
mitigar los riesgos que los EDCs suponen para los seres humanos y la vida salvaje
(WHO / UNEP, 2012).

1.3.1 Medicion de efectos de disrupcion endocrina

Para cuantificar el efecto de disrupcion endocrina en peces, se han realizado
numerosos estudios, en los que se han utilizado tecnicas de biologia molecular,

bioquimica o histologia. Teniendo en cuenta las caracteristicas de la especie que se



quiere estudiar y el objetivo del estudio, se llevara a cabo un método u otro (Murua et
al., 2003).

El biomarcador de disrupcion endocrina mas utilizado es la medicién de los niveles
de vitelogenina, tanto a nivel de proteina como de gen (Goksoyr y Arukwe 2003). La
aparicion de machos feminizados es cada vez mas comun y entre las diversas
investigaciones publicadas, en una investigacion de Kidd et al., 2007, se observaron
tanto la feminizacion de los machos como la induccion de vitelogénesis en las
hembras fuera del periodo de reproduccion, también mostraban una alteracion en la
oogenesis y en Ultima instancia, una casi extincion de la especie Pimephales

promelas, en el lago en el que se realizo el estudio, al noroeste de Ontario, Canada.

Investigaciones muestran evidentes alteraciones en las hembras de rutilos en el rio
Sena (Francia), uno de los rios mas contaminados de Europa (Gerbron et al.,
2014).Se realizaron diferentes tipos de medidas en tres zonas de muestreo con 26km
de distancia entre ellas. Asi, se hicieron estudios histologicos de las gonadas, se
midié el diametro de los ovocitos, y se realizd un analisis vitelogénico y la medicion
de la actividad de la aromatasa. En los resultados, ademas de observar menores
niveles de vitelogenina en las zonas contaminadas, se cuantificO un porcentaje mas
alto de ovocitos en fase uno, actividad aromatasa méas baja, asi como un claramente

menor didmetro de los ovocitos.

La medicién del didmetro de los ovocitos puede ser por lo tanto, una herramienta

muy Util para este tipo de estudios (Murua et al., 2003).

1.4 LA ESPECIE CHELON LABROSUS

La especie utilizada en este estudio, Chelon Labrosus, pertenece a la familia de los
mugilidos; se considera gonocorica pero, capaz de exhibir caracteristicas
hermafroditas en gonadas maduras diferenciadas (McDonough et al., 2005). La
diferenciacion del sexo comienza a los 12 meses de edad y la mayoria de los peces
inmaduros se diferencian sexualmente de los 15 a los 17 meses (McDonough et al.,
2005). La especie Chelon labrous muestra un ciclo reproductivo anual que comienza

en verano. El desove es en invierno, seguido de un periodo de descanso en los meses



de primavera y verano. Se consideran peces de desove isocronos; el desarrollo de los
gametos es sincrono y los peces desovan todo su material reproductivo de una vez
durante un periodo muy corto de tiempo (dias en lugar de semanas) (Greeley et al.,
1987; Render et al., 1995; McDonough et al., 2005).

2. HIPOTESIS

Los compuestos disruptores endocrinos afectan a la reproducciéon de los peces,
interfieren en la cascada de hormonas del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal, teniendo

repercusion finalmente en el diametro del ovocito vitelogénico.

3. OBJETIVOS

Con el fin de probar la hipdtesis propuesta, se establecen los siguientes objetivos:

1- Identificacion de las fases gametogénicas de secciones histoldgicas de Chelon
labrosus adaptando un sistema de clasificacion existente para otras especies
de mugilidos.

2- Medicion del diametro de los ovocitos en diferentes fases gametogénicas para
caracterizar su tamafio en cada caso y detectar la repercusion en el mismo de
los compuestos disruptores endocrinos.

4. MATERIALES Y METODOS

41 AREA DE ESTUDIO

En este proyecto se han abordado tres areas de estudio. El &rea principal de muestreo
fue el puerto de Pasaia, ubicado en el extremo mas oriental de la cornisa cantabrica
(43° 19735” N, 1° 55” 9” W), en la provincia de Gipuzkoa, al norte de la Peninsula
Ibérica. Su area de influencia abarca una de las zonas mas industrializadas del
Estado.

Por otro lado, se realizaron muestreos de dos efluentes de depuradoras de aguas
residuales urbanas: (1) la reserva de la Biosfera de Urdabai, que se encuentra en el



Golfo de Bizkaia, al norte de la Peninsula Ibérica y a los alrededores de la ciudad

principal de la zona, Gernika-Lumo, donde se encuentran varias industrias como la

metaldrgica; (2) la cuenca del rio Galindo, formada por dos ramas principales que

confluyen entre Sestao y Barakaldo, poco antes de desembocar en el estuario del

Nervion, que soporta una intensa actividad urbana e industrial, localizadas

fundamentalmente en torno al Ballonti y la desembocadura.

4.2
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4.2.2

HISTOLOGIA
Productos quimicos y equipo

10% solucion de formalina tamponada neutra (NBF) (1L)

NaH,PO,4 H,O 2.56 ¢
Na;H,PO,4 12H,0 28.92 mg
Formaldehido 100 mL
dH,0 hasta 1000 mL

Glutaraldehido

Etanol (Panreac 131086)

Leica® RM2255 Automatic Microtome (Leica microsystem, Nussloch,
Germany)

Cuchillas desechables de perfil bajo 819 (Leica microsystem, Nussloch,
Germany

Resina (Technovit 7100, Heraeus Kulzer GmbH y Co. KG, Wehrheim,
Germany)

SuperFrostPlus (Menzel Glaser)

Microscopio Optico con camara acoplada (Olympus BX50 + Nikon DS-Fi2)

Estudio histoldgico de las gonadas

Las muestras se fijaron en 10% NBF + 1% de glutaraldehido durante 24 horas,

después se deshidrataron mediante incubaciones sucesivas en gradaciones crecientes

de etanol. Posteriormente, se procede a la inclusion de la muestra en resina de

metacrilato (Technovit 7100; Heraeus Kulzer GmbH y Co. KG, Wehrheim,

Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.



A continuacion, mediante un micrétomo, sistema totalmente automatizado, se
obtuvieron secciones de 5 micras de espesor. Estas muestras de tejidos, fueron
teflidas con hematoxilina/eosina (Gamble y Wilson, 2002) y se montaron en
portaobjetos de microscopio Superfrost. Los portaobjetos se examinan bajo un

microscopio motorizado.

En cuanto a las gonadas reproductivas, se distinguieron cinco etapas, adaptando los
criterios utilizados por McDonough et al. (2005) para Mugil cephalus: 1 = inmaduro;
2 = en desarrollo; 3 = madura; 4 = desove 0 atrésico; y 5 = inactivo o0 en reposo. Las
gonadas, que no pudieron ser diferenciadas, fueron identificadas como

indiferenciadas.

Los criterios histoldgicos usados para determinar las etapas reproductivas una vez
que se ha dado la diferenciacion sexual se explican en la Tabla 1. Se incluyen
imagenes de las cinco etapas tomadas con un microscopio éptico Figura 1.

Tabla 1. Tabla que recoge las cinco etapas, adaptando los criterios utilizados por McDonough et al.
(2005).

Etapa reproductiva Caracteristicas de las hembras

1. Inmaduro Ovario inactivo con oocitos previtelogénicos y sin
evidencia de atresia. Los ovocitos tienen un didmetro
de <80um; falta de musculo; el tejido conjuntivo no es
tan alargado como en un ovario maduro; la pared del
ovario es muy delgada.

2. Endesarrollo Ovario en desarrollo; alveolos corticales mas grandes;
la vitelogénesis ha empezado; la parte perinuclear
sigue vacia; los ovocitos tienen un didmetro mayor.

3. Maduro Los oocitos estan completos de vig; la hidratacién es
completa en la mayoria de los oocitos.

4. Desove o atrésico Mas del 30% de los oocitos sometidos al proceso de
atresia. Los glébulos de vtg se rompen y la pared del
oocito se ve amorfa.

5. Inactivo o en reposo Parecidos a las hembras inmaduras; pero los oocitos
tienen algo de musculo y tejido conectivo; la pared del
ovario es mas gruesa. Se ven algo amorfos.
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Figura 1: Imagenes de microscopia Optica de gonadas femeninas, cuya tincion se realizo con
hematoxilinaleosina. (a) Génada inmadura (Fase 1). Ovario inactivo con oocitos pre-vitelogénicos. (b) Génada
en desarrollo (Fase 2). Oocitos pre-vitelogénicos, se observa un diametro mayor. (c) Génada madura (Fase 3).
Los oocitos estan completos de lipidos y son mas grandes. (d) Génadas atrésicas o en desove (Fase 4). Los
glébulos de lipidos se han roto. (e) Gonada inactiva. Se observan oocitos atrésicos y también se pueden
observan oocitos pro-vitelogénicos. Escala en cada imagen: (a) 25um; (b) 25um; (c) 100um; (d) 25um; (e)
100um.
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43 MEDICION DE OVOCITOS

Una vez clasificadas las muestras obtenidas en las diferentes etapas explicadas
anteriormente, se medira el diametro de 30 ovocitos de cada fase en todos los meses

del ciclo reproductivo de Chelon labrosus utilizando el programa ImageJ.
4.3.1 Programa ImageJ

ImageJ es un software de dominio publico, de gran versatilidad para el procesado de
imagenes. Una vez instalado el programa en el ordenador, la barra de trabajo de
ImageJ se compone de varios menus (File, Edit, Image, etc.), algunos botones de
herramientas (seleccion de &rea rectangular, oval, etc.), y ademas muestra
informacion (dependiendo de la herramienta seleccionada) en forma de texto en la

parte inferior.

Para abrir una imagen en Imagel, desde el menu File — Open y en el cuadro de
didlogo elegimos la imagen que deseamos abrir. En este trabajo utilizaremos el
programa para medir el didmetro de los ovocitos, a partir de las imagenes tomadas de
las muestras recogidas. Para ello, serd esencial que, las imagenes tomadas con el

microscopio Optico tengan la escala determinada en la misma imagen.

Antes de empezar a medir el didmetro, se establecera la escala para definir la medida
de un pixel: Analyze — Set Scale. En la casilla de “known distance” se escriben los
micrometros a los que corresponde la linea que hemos hecho anteriormente y que

hemos tomado como referencia. La medida dependera de la escala de la imagen.

Una vez que se ha establecido la escala, podemos proceder a medir los diametros de
los ovocitos. Para ello, se volvera a seleccionar la herramienta de linea recta y se hara
una linea sobre el ovocito, simulando el diametro. Por ultimo, para recoger los datos

en un tabla: Analyze — Measure.
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5. RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACION DE FASES

Se determinaron las fases de las muestras recogidas a lo largo de un ciclo
reproductivo de Chelon labrosus en el puerto de Pasaia (Tabla 2), basandose en la
adaptacion para mugilidos de McDonough et al., 2005. No se encontrd ninguna

hembra en fase tres, con ovocitos maduros, y cuatro, en el momento de la freza.

A su vez, se ha subdivido la fase 2, para asi clasificar diferentes tipos de ovocitos a lo
largo de su desarrollo durante la vitelogénesis. Caracterizando asi tres subfases con
ovocitos menos Yy mas desarrollados: 2a (con ovocitos vitelogénicos
mayoritariamente), 2b (con ovocitos en la fase de alveolos corticales), 2c (con
ovocitos vitelogénicos).

Tabla 2: Identificacion de las fases gametogénicas de secciones histolégicas de Chelon labrosus.

NUmero de muestras analizadas (n) y porcentaje de ovocitos observados de cada fase en cada mes en el puerto
de Pasaia.

Porcentaje de fases encontradas en cada mes (%)

Mes n 1 2a 2b 2c 3 4 5
sep-10 7 87.5 12.5 - - - - -
oct-10 14 14.3 78.6 7.1 - - - -
dic-10 6 - 16.7 - 83.3 - - -
ene-11 7 14.3 14.3 - 71.4 - - -
feb-11 10 50.0 10.0 10.0 - - - 30.0
mar-11 9 66.7 111 - - - - 22.2
abr-11 14 71.4 7.1 - - - - 215
may-11 6 16.7 333 - - - - 50.0
jun-11 7 28.6 14.3 - - - - 57.1
jul-11 6 100 - - - - - -
ago-11 9 88.9 - - - - - 11.1
sep-11 8 62.5 37.5 - - - - -

En el presente proyecto se han realizado muestreos de tres areas diferentes con el fin

de comparar los resultados de los ovocitos vitelogénicos. Con el mismo criterio, se
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identificaron las muestras recogidas en Galindo y Gernika. No obstante, entre las
muestras obtenidas, no se encontraron ovocitos desarrollados, por lo que se decidio
discutir los datos recogidos en el mes de febrero en los tres puntos,
independientemente de la fase en la que se encontraron los ovocitos. En la Tabla 3
se recogen el numero de muestras analizadas y el porcentaje de ovocitos cada fase en
el mes de febrero, de las tres areas de estudio.

Tabla 3: Identificacion de las fases gametogénicas de secciones histolégicas de Chelon labrosus.
Numero de muestras analizadas (n) y el porcentaje de ovocitos observados de cada fase en el mes de febrero

en Pasaia, Galindo y Gernika.

Porcentaje de fases (%)

Sitio
n 1 2a 2b 5
Pasaia (2011) 10 50 10 10 30
Galindo (2014) 8 75 - - 25
Gernika (2014) 2 - 100 - -

El nimero de muestras en Pasaia y Galindo es parecido mientras que en Gernika solo
se pudieron coger dos hembras. En cuanto a las fases determinadas en cada sitio, en
Galindo el 75% de las muestras analizadas eran inmaduras y el resto atrésicas; en
Gernika estaban al principio de la fase de desarrollo (2a), mientras que en el puerto
de Pasaia, se caracterizd que un 50% de las muestras eran inmaduras, un 30%

atrésicas y el resto habian comenzado a desarrollarse, fases 2a y 2b.

52 MEDICION DE DIAMETRO DE OVOCITOS

Se realiz6 la medicion del diametro de los ovocitos en las diferentes fases
gametogénicas para caracterizar su tamafio en cada caso. Asi, se ha medido el
diametro de 30 ovocitos de cada fase en el mes de febrero en las tres areas de
estudio, tomando como referencia el puerto de Pasaia. Con los datos recogidos en el
puerto de Pasaia, se ha representado el diametro promedio de los ovocitos a lo largo

del ciclo reproductivo de Chelon labrosus en la Figura 2.
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Figura 2: Determinacion del diametro medio de ovocitos de los meses de muestreo en el puerto de
Pasaia, a lo largo del ciclo reproductivo de Chelon labrosus.
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Los ovocitos mas grandes se registran en el mes de enero, ovocitos llenos de
vitelogenina con un valor promedio de 379 um, coincidiendo asi con la temporada
previa a la migracion a mar abierto, donde alcanzan la madurez y se da el desove; y
por lo tanto, seguido de un periodo de descanso correspondiente a las hembras que
regresan al estuario tras el desove en los meses siguientes, que como se puede
observar en el grafico, se caracterizan por un didmetro menor de los ovocitos.
Ademas, los ovocitos medidos en septiembre 2010 y julio 2011, tienen el diametro

mas pequefio, de unos 40-45um; resumiendo los datos obtenidos en la Tabla 4.

El resultado de los valores de didmetro promedio a lo largo de los diferentes meses
del ciclo anual, refleja un amplio rango del diametro en cada fase (Tabla 5). La
mayor variedad en tamafios se observa en la fase 2c, fase caracteristica de ovocitos

vitelogénicos.
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Tabla 4: El diametro promedio de cada mes y el diametro medio de las diferentes fases registradas en
cada mes.

Didametro
promedio Didmetro medio (ium) por fases
Mes  (um)

1 2a 2b 2c 3 4 5
sep-10 41.4 41.4 - - - - - -
oct-10 101.9 68.0 104.1 146.2 - - - -
nov-10  219.0 65.8 100.0 181.4 293.8 - - -
dic-10 3153 - 112.4 - 355.8 - - -
ene-11 379.1 48.1 133.7 - 494.3 - - -
feb-11 76.1 69.4 127.9 160.2 - - - 42.0
mar-11 84.1 72.4 128.8 - - - - 96.7
abr-11 63.9 63.6 131.5 - - - - 434
may-11 82.5 80.3 104.4 - - - - 68.7
jun-11 70.9 89.9 1114 - - - - 51.2
jul-11 44.3 44.3 - - - - - -
ago-11 51.9 51.3 - - - - - 56.5
sep-11 66.4 46.6 99.4 - - - - -

Tabla 5: Rango del didametro de los ovocitos de cada fase.

Fase Rango (um)
1 41.1-89.9
2a 99.5-133.7
2b 146.2-181.4
2c 293.8-494.4

3 -
4 -
5 42.0-96.7

También se midieron los ovocitos encontrados en febrero 2014 en Galindo y
Gernika; los datos se muestran en la Tabla 6, incluyendo los calculos del puerto de

Pasaia del mismo mes.
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Tabla 6: El diametro promedio y el diametro medio de las diferentes fases registradas de cada sitio.

Sitio Didmetro medio (um) por fases
1 2a 2b 5
Pasaia (2011) 69.4 127.9 160.2 42.0
Galindo (2014) 66.9 - - 63.0
Gernika (2014) - 110.5 - -

En Gernika, se obtuvieron ovocitos en fase 2a, cuyo diametro promedio fue
110,5um; diametro que estd dentro del rango definido en el puerto de Pasaia (Tabla
5). Por otro lado, en Galindo se midieron ovocitos inmaduros y atrésicos, con un
diametro promedio de 66,9 y 63,0um, respectivamente. En este caso también, los

valores calculados estan dentro del rango definido en el puerto de Pasaia.

6. DISCUSION

En este estudio, se presenta el protocolo a seguir para detectar el efecto que pueden
Ilegar a tener los compuestos disruptores endocrinos en la reproduccién de los peces,
planteando como herramienta una metodologia basada en la medicion del didmetro

de los ovocitos y analizando el desarrollo de estos.

Las principales caracteristicas para una buena especie centinela fueron establecidas
por Suter en 1993, requiriendo: presentar una distribucion generalizada, alto estatus
trofico, capacidad de resistir ante altos niveles de contaminacion, ser facil de capturar
y mantener y poseer una biologia conocida. Los mugilidos son utilizados a nivel
mundial como organismos centinelas en estudios de seguimiento de la contaminacion
en zonas costeras; su distribucion en todo el mundo permite la comparacion de las
respuestas en las diferentes areas geogréaficas (Ortiz-Zarragoitia et al., 2014). Por
ello, se caracteriz6 el ciclo reproductivo de Chelon labrosus de la familia de los
mugilidos, mediante el seguimiento mensual en el puerto de Pasaia desde septiembre
de 2010 hasta agosto de 2011.

Tras medir el diametro de los ovocitos de los peces capturados, se observo que los
ovocitos comenzaban a desarrollarse en el mes de septiembre, llegando a su tamafio
maximo en el mes de enero, cuando los ovocitos estan llenos de vitelogenina, al final

de la fase de desarrollo (2c). El desove se da en invierno una vez alcanzada la fase
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de maduracion, pero no se encontraron gonadas en fase 3 ni en 4 ya que, los mubles
muestran un desove isdcrono y se mueven coordinadamente en grupo de los estuarios
a alta mar para la reproduccion (Greeley et al., 1987; Render et al., 1995), con lo que
posiblemente, los individuos en esas fases se encontrasen en alta mar en el momento
de capturas. También se vio un periodo de inactividad durante la primavera y verano,
coincidiendo con un porcentaje de ovocitos atrésicos mas alto y una disminucién en

el tamafio de los ovocitos analizados.

Estos resultados se asemejan a lo descrito por otros autores para mubles, entre ellos
McDonough et al., 2005, que observé que el indice gonadal (GSI), que relaciona el
peso de la gonada con el peso total del pez, presentaba valores méas altos entre los
meses de noviembre y diciembre, donde se caracterizaron ovocitos maduros. Por otra
parte, Mickovi¢ et al., publicé en 2010 el ciclo reproductivo de un afio entero de
Chelon labrosus, lo que permiti6 una estimacion detallada de los periodos
migratorios. De acuerdo con los resultados, esta especie migra durante el invierno al
mar abierto, donde se da la reproduccion y vuelve en primavera a las costas, donde se

da el periodo de inactivacion.

En el presente proyecto se han realizado muestreos de tres areas diferentes con el fin
de comparar los resultados de los ovocitos vitelogénicos, ya que es esta fase final del
desarrollo o la fase de maduracion, la que se toma de referencia a la hora de analizar
el efecto de los compuestos disruptores endocrinos cuando medimos el diametro de
los ovocitos (Gerbron et al., 2014). No obstante, entre las muestras obtenidas en
Galindo y Gernika, no se encontraron ovocitos en esta fase, por lo que se decidid
discutir los datos recogidos en el mes de febrero en los tres puntos,
independientemente de la fase en la que encontraron los ovocitos. Asi, se ha medido
el didmetro de 30 ovocitos de cada fase en el mes de febrero de las tres areas de
estudio, tomando como referencia el puerto de Pasaia. Comparando los resultados,
no se vio ninguna alteracion en el mes de febrero, ya que las medidas tomadas

estaban todas dentro del rango definido en el puerto de Pasaia (Tabla 5).

A pesar de estos resultados, la medicion del didmetro para detectar el efecto de los
productos quimicos en la reproduccién, ha dado resultados significativos en otros

estudios. Los resultados demuestran que el didmetro de los ovocitos desarrollados es
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menor cuanto mayor es el nivel de contaminacion del agua (Gerbron et al., 2014), y
estos resultados han sido completados a su vez con otras técnicas llevadas a cabo
simultaneamente: (1) observaciones histoldgicas, en cuyos resultados observaron que
el numero de ovocitos en fase 1 aumentaba en las zonas contaminadas; (2) medicién
los niveles de vitelogenina, que disminuian al aumentar la contaminacion y (3)

actividad de la aromatasa, que también disminuia en las zonas contaminadas.

Utilizando estas y otras técnicas, diferentes estudios han detectado EDCs y efectos de
los mismos en el area donde se ha realizado el presente trabajo. En un estudio
realizado por Iparraguirre et al., en 2011, se recogieron muestras de diferentes zonas,
entre las que cabe destacar el efluente del EDAR de Galindo en marzo de 2011,
donde se encontraron y se clasificaron diferentes EDCs que podrian tener efectos
estrogeénicos en los individuos que habitan en esas aguas. Este tipo de efectos se
pudieron, observar en otro estudio realizado en la Reserva de la Biosfera de Urdaibai
por Puy-Azurmendi et al., 2013, donde aunque los niveles de EDCs medidos estaban
por debajo de las concentraciones efectivas en la vida silvestre definidas por el

WHO/IPCS, se observé un elevado nimero de peces intersexuales.

7. CONCLUSION

Se ha caracterizado el ciclo reproductivo de Chelon labrosus, por lo tanto se sabe
que, para poder analizar la estrogenicidad de esta especie en la costa vasca por medio
de la medicion de sus ovocitos, deberan utilizarse las muestras de los meses de
noviembre, diciembre y enero, cuando las gdnadas se encuentran en la fase de

vitelogenesis més avanzada.

En cuanto a los efectos producidos de los EDCs en el diametro de los ovocitos, no se
observaron diferencias entre puntos de muestreo a pesar de que en los tres puntos
analizados se observaron individuos intersex que demuestran una exposicion a
contaminantes estrogenicos. Se considera que este resultado es debido a que las
muestras analizadas no fueron las idoneas, ya que no se encontraron ovocitos

vitelogénicos ni en Galindo ni en Gernika.
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Aln asi, la bibliografia confirma que la medicion del didmetro de ovocitos es un
método apropiado para analizar los efectos disruptores endocrinos y por lo tanto es
necesaria la realizacion de mas estudios utilizando especificamente ovocitos

vitelogénicos de Chelon labrosus que lleven a confirmar la hipotesis planteada.
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