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“The notorious odours of male goats in the breeding
season, might be as spectacular as a peacock’s tail, if only

we had the nose to appreciate them”
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INTRODUCCION

La comunicacion quimica juega un rol relevante en las interacciones inter e intraespecificas de
muchos organismos (revisado en Takken y Dicke, 2006). Las sefiales quimicas intervienen en
numerosas actividades bioldgicas, especialmente en la reproduccion (Stacey y Sorensen, 2002), y

han sido documentadas para todos los fila de animales (Stoddart, 1990).

Dentro del universo de sefiales quimicas, aquellas que intervienen en la comunicacion entre
coespecificos han sido histéricamente denominadas como feromonas (del Griego pherin, “transferir”,
y hormon “excitar”). Karlson y Luscher (1959) acufian el término y definen a las feromonas como
“sustancias liberadas al medio por un individuo y recibidas por un segundo de la misma especie, en
el que desencadenan una reaccién especifica, como ser un comportamiento conspicuo 0 un
determinado proceso de desarrollo”. Desde entonces, algunos autores han redefinido el concepto de
feromona, de modo de contemplar la gran complejidad quimica de las sefiales, el efecto de la
experiencia en la modulacién de la respuesta, y la posibilidad de que el intercambio de informacion
entre coespecificos pueda traspasar las barreras especie-especificas estrictas (revisado en Stacey y
Sorensen, 2002). Por otra parte, si muchas pistas olfativas que intervienen en el reconocimiento
especifico o social en diversas especies deben ser consideradas feromonas, ha sido objeto de intenso
debate. La controversia se encuentra enteramente ligada a la dificultad de definir ‘comunicacioén’ en
biologia. Por un lado, ciertos autores han propuesto distinguir el universo de las sefiales
especializadas y moldeadas por seleccion natural para transmitir un determinado mensaje, del
universo de la informacién adquirida por los animales de manera incidental, considerando
Unicamente a las primeras como “verdadera comunicacion” (por una revision de la discusion ver
Wyatt, 2003). Como contraparte, Dawkins (1995), por ejemplo, considera que existe comunicacion
cuando el comportamiento de un animal se ve influenciado por el comportamiento de otro; las

sefiales son los medios por los cuales se logra dicha influencia. En este sentido, desde el momento en



que “las pistas quimicas son comportamiento” (Hans Hoffmann, com. pers.), la informacion

transmitida por ellas, debe ser considerada comunicacion.

De acuerdo a nuevas definiciones, una feromona es todo compuesto o mezcla de compuestos
olorosos liberados por un individuo (el emisor) los cuales evocan en individuos coespecificos (los
receptores) una respuesta adaptativa, especifica y tipica de la especie, que no requiere de experiencia
previa o aprendizaje para su completa expresion (Sorensen y Stacey, 2004). Si bien se mantiene una
gran similitud con la definicién de Karlson y Luscher (1959), hoy se contempla la especie-
especificidad de manera laxa, y aunque la deteccién de los olores provenientes de individuos
coespecificos si requiera de la especializacion a nivel del sistema olfatorio de los receptores, no se
asume la especializacion de los individuos emisores en cuanto a la liberacién de los compuestos,
como requisito excluyente. Esto es significativo desde el punto de vista evolutivo, ya que la
funcionalidad de las pistas quimicas como feromonas, sélo se alcanza mediante una especializacion
en los sistemas olfatorios de los receptores, mientras que sélo en determinadas circunstancias,
cuando las fuerzas selectivas pueden actuar sobre la produccién de la pista quimica, es que se
alcanza la especializacion a nivel de los individuos emisores (ver Sorensen y Stacey, 1999; Stacey y

Sorensen, 2002).

En los peces, el grupo de vertebrados mas antiguo y diverso, la comunicacion a través de olores se ve
involucrada en numerosas funciones biologicas, especialmente en la reproduccion, donde permite
coordinar y sincronizar el comportamiento y fisiologia de machos y hembras para el apareamiento
(Stacey y Sorensen, 2002), y se ha visto puede intervenir en la seleccion tanto intersexual (revisado
en Johansson y Jones, 2007) como intrasexual (Barata et al., 2008). Asimismo, las sefiales quimicas
juegan un rol relevante en la coordinacion del comportamiento de cardumen y el reconocimiento de

parientes (Mann et al., 2003), durante la migracion (Sorensen et al., 2005), y en las respuestas de



alarma y comportamientos anti-predador (Smith, 1992). Sin lugar a duda, vivir en un medio donde la
disponibilidad de luz es acotada pero es por definicion solvente universal, ha conducido a muchas
especies a desarrollar sistemas comunicacionales basados en pistas quimicas liberadas pasivamente
por coespecificos, heteroespecificos, presas y depredadores (Doving, 1976; Sorensen y Stacey,

2004).

Los peces utilizan pistas olfativas para identificar el sexo de los individuos asi como para discriminar
entre individuos de diferente condicion reproductiva. Ciertos trabajos, utilizando agua condicionada
como estimulos olfativos —agua donde individuos pertenecientes a determinada categoria fueron
alojados por un periodo de tiempo establecido- han registrado una mayor respuesta de los machos
hacia agua condicionada por hembras en ovulacién, que hacia agua condicionada por hembras en
estado pre-ovulatorio, lo que sugiere que la produccion de la feromona coincide con el momento de
receptividad de las hembras (Partridge et al., 1976; Honda, 1982). De igual modo, las hembras se
ven atraidas hacia la orina de los machos (Colombo et al., 1982), y son capaces de evaluar su estado
de madurez sexual basandose exclusivamente en informacion olfativa proveniente de éstos (Corkum

et al., 2006).

Las sefiales quimicas suelen actuar sobre los individuos receptores de dos maneras diferentes:
generando cambios comportamentales o provocando efectos fisiologicos (Stacey y Sorensen, 2002).
En la primera modalidad de accion, en diversas especies por ejemplo, la sola presencia de sefiales
quimicas provenientes de hembras coespecificas, puede desencadenar la iniciacion del
comportamiento de cortejo en machos (Tavolga, 1956; Crow y Liley, 1979). En la modalidad de
accion fisiologica, trabajos desarrollados principalmente sobre la especie modelo Carassius auratus
(goldfish), han profundizado sobre el rol de las feromonas en la sincronizacion y coordinacion del

apareamiento. Por ejemplo, estas sefiales quimicas son capaces de incrementar la concentracion de



hormonas relevantes para la reproduccion (Stacey y Sorensen, 1986; Scott et al., 1994), y sincronizar

la liberacion de gametos (Kobayashi et al., 2002).

Por otra parte, se encuentra ampliamente documentado que las pistas quimicas juegan un rol
particularmente importante en el reconocimiento de coespecificos y pueden por tanto, servir de
mecanismo de aislamiento reproductivo entre especies cercanamente emparentadas (McLennan y

Ryan, 1997, 1999; Rafferty y Boughman, 2006; Wong et al., 2005).

En adicion, las pistas quimicas han sido recientemente invocadas como un importante input de
informacion para la evaluacion de parejas. Si bien la importancia de los olores en la seleccion sexual
ya habia sido contemplada por Darwin (1874), recién en la ultima década, estudios que analizan con
precision la cantidad y calidad de los quimicos liberados han constatado niveles considerables de
variacion individual, requisito necesario para que un caracter pueda ser blanco de seleccion sexual.
Un cuerpo creciente de evidencia sugiere que las pistas quimicas reflejan la calidad de la pareja, y
que el sexo selectivo puede responder ante la variacion en la “calidad olfativa” de los pretendientes
(revisado en Johansson y Jones, 2007). En peces, estudios recientes muestran que, basandose
exclusivamente en pistas olfativas, las hembras de diversas especies presentan la capacidad de
evaluar el estatus social (Barata et al., 2008), la condicion corporal (Fisher y Rosenthal, 2006), asi
como también el grado de parentesco y la inmunogeneética (Reusch et al., 2001; Milinski et al., 2005)

de los candidatos.

Si bien un cuerpo de evidencia en crecimiento sostiene la importancia de la comunicacion quimica
en el comportamiento reproductivo de peces, en general, poco se sabe a cerca de la naturaleza
quimica de las sefiales olfativas involucradas. A diferencia de mamiferos e insectos, la gran mayoria

de los peces carecen de glandulas especializadas en la liberacion de feromonas, y liberan los



quimicos directamente al agua o a través de la orina o branquias (Rosenthal y Lobel, 2006), lo que
dificulta la toma de muestras para andlisis quimicos. A pesar de esta dificultad, diferentes
aproximaciones metodoldgicas han aportado al conocimiento de la naturaleza de las pistas quimicas
de peces. Un abordaje consiste en obtener muestras de orina u agua condicionada y fraccionarlas
sucesivamente de acuerdo a su polaridad, para posteriormente evaluar la actividad comportamental u
olfatoria de las fracciones obtenidas, y analizar quimicamente las fracciones activas (ver Barata et
al., 2008 y Levesque et al., 2011). Por otro lado, trabajos con un enfoque neuroendocrinolégico han
analizado las respuestas biolégicas —sensoriales, comportamentales y fisioldgicas- evocadas por
diversos compuestos hormonales conocidos adicionados al agua. Resultado de ambos conjuntos de
estudios es la vasta evidencia que sostiene la importancia de las hormonas y derivados hormonales
actuando como feromonas en el grupo (Stacey, 2011). Tanto las hormonas sexuales gonadales -
esteroides y prostaglandinas-, componentes clave de la red neuro-enddcrina que regula la
reproduccion en vertebrados, asi como sus derivados, se extienden hacia el ambiente, donde actdan
como sefiales olfativas potentes que median las actividades reproductivas entre coespecificos
(Sorensen et al., 1995). De hecho, la gran mayoria de las feromonas sexuales descriptas hasta la
fecha son derivadas de esteroides y prostaglandinas, siendo las primeras las mas distribuidas entre
los teledsteos (Stacey, 2011). Otros metabolitos, como los &cidos biliares (Polkinghorne et al., 2001),
los aminoacidos (Kawabata, 1993) y las purinas (Pfeiffer et al., 1985) también han sido propuestos
como pistas olfativas con accion feromonal. Sin embargo, Unicamente para los acidos biliares y
aminoacidos ha sido constatado un rol en la comunicacion quimica asociada a la reproduccion

(revisado en Sorensen y Stacey, 2004; Stacey, 2011).

La evidencia sostiene que las pistas quimicas son una parte esencial del “lenguaje” de los teledsteos
en la reproduccion y otras actividades. A su vez, la capacidad de los peces de reconocer especie,

condicion reproductiva, estatus social, parentesco e incluso identidad de los individuos basandose



exclusivamente en pistas quimicas, sugiere la complejidad del vocabulario quimico de este grupo, e
invita a profundizar en el papel que, se ha constatado, juegan durante la evaluacion de pareja, el
reconocimiento especifico y los procesos de especiacion. Por otra parte, aunque el rol de los
derivados hormonales como importantes mediadores entre la fisiologia y el comportamiento
reproductivo de machos y hembras es bien reconocido, la quimica de las pistas olfativas de peces
solo ha sido estudiada en unas pocas especies (Stacey y Sorensen, 2002) y es necesario por tanto,

aunar esfuerzos en esta materia.

El modelo de estudio: los peces anuales del género Austrolebias

Los peces anuales de la familia Rivulidae (Orden Cyprinodontiformes) son peces de agua dulce que
poseen un desarrollo embrionario muy particular, el cual consiste en la deposicion, por parte de los
adultos, de huevos con resistencia a la desecacion en el fondo de los charcos temporales que habitan
(Simpson, 1979). Estos charcos son cuerpos de agua fragmentados de poca profundidad que se llenan
con las lluvias durante el otofio, momento en que eclosionan los huevos (Figura 1). Dentro de este
particular grupo de peces, se encuentra el género Austrolebias, que incluye 40 especies distribuidas
en los ambientes temporales de las cuencas del Rio Parana medio y bajo, el Rio Uruguay y el sistema

Laguna de Los Patos-Laguna Merin (Costa, 2006; Loureiro et al., 2011).

Figura 1. Charco temporal en el Departamento de Treinta y Tres (Uruguay).



Austrolebias reicherti es una especie endémica de los Humedales del Este de Uruguay que se
distribuye desde el Rio Yaguardn hasta el Rio Cebollati (Loureiro y Garcia, 2004; Garcia et al.,
2009). Presenta un marcado dimorfismo sexual en tanto en morfologia como comportamiento, un
indicador clasico de intensa seleccion sexual (Andersson, 1994). Los machos poseen las aletas
impares intensamente pigmentadas, y presentan un patron de bandas verticales oscuras sobre un
fondo claro en el flanco del cuerpo, mientras que las hembras son de color marrén pardo y presentan
las aleas no pigmentadas (Loureiro y Garcia, 2008) (Figura 2). A su vez, las hembras presentan
largos periodos de quietud durante el cortejo, asociados a su rol evaluador enmarcado en la seleccion
de pareja. Los machos, realizan despliegues de atraccion conspicuos, que involucran la
intensificacién de su coloracién, asi como vibraciones del cuerpo y aletas, que culminan con el

enterramiento total o parcial de la pareja en el sustrato con el fin de depositar los huevos dentro del

mismo (Garcia et al., 2008).

Figura 2. Macho (izquierda) y hembra (derecha) adultos de A. reicherti.

Estos despliegues de cortejo y coloracion de los machos sugieren que las sefiales visuales juegan un
rol importante durante la eleccién de pareja en esta especie. Sin embargo, el analisis de las

preferencias de apareamiento de las hembras no detectd relacion alguna con el tamafio corporal o el



numero de bandas en el flanco de los machos (Tassino et al., 2008). Por otro lado, el analisis de las
interacciones sociales entre machos indica la existencia de un fuerte componente de seleccion
intrasexual, donde el tamafio corporal juega un papel predominante en el establecimiento de la

dominancia (Fabra, 2011).

Los peces del género Austrolebias habitan cuerpos de agua de poca profundidad, sustrato lodoso,
elevada turbidez y alta densidad de vegetacion. En este ambiente visualmente empobrecido, sefiales
no visuales podrian jugar un rol de relevancia durante las distintas etapas del comportamiento sexual,
como ser en la deteccién y reconocimiento de parejas potenciales (Doving, 1976; Chapman et al.,
2010). Por otra parte, la gran variabilidad en las condiciones fisicas de los charcos temporales
(Williams, 2006), podria favorecer el uso de modalidades sensoriales maltiples en la reproduccion,
con el fin de reducir los costos de busqueda, reconocimiento y eleccion de pareja (Bushmann, 1999).
En este sentido, se ha documentado la produccién de sonido para dos especies de peces anuales del
género Cynolebias (Belote y Costa, 2003; Costa et al., 2010), y ha sido sugerido que los despliegues
de cortejo de los machos A. reicherti, durante los cuales agitan su cuerpo y vibran rapidamente las
aletas impares, podrian verse asociados a la generacion de sefiales mecanicas (Garcia et al., 2008) y a
la dispersion de pistas quimicas. Sin embargo, el rol del canal quimico en el comportamiento

reproductivo aun no ha sido explorado en el grupo.

Este trabajo de pasantia se encuentra enmarcado en el estudio de los canales comunicativos
involucrados en la eleccion de pareja y el reconocimiento especifico en A. reicherti y su especie
hermana de divergencia reciente, A. charrua. Actualmente se lleva a cabo en la Seccion Etologia de
Facultad de Ciencias, un proyecto centrado en determinar la naturaleza del aislamiento reproductivo
entre estas especies, determinando asimismo, el grado de incidencia de la seleccion sexual en su

dinamica reproductiva, con el fin de abordar el problema central de la especiacion en el grupo.



Ambas especies pertenecen al complejo A. adloffi, un grupo monofilético formado por 6 especies
(Costa, 2002; Garcia, 2006), que se caracterizan por presentar un marcado dimorfismo sexual y se
diferencian exclusivamente por el patron de coloracion de los machos, siendo las hembras similares
entre si y relativamente cripticas (Loureiro, 2004; Costa, 2006). De acuerdo a Garcia (2006), estas
especies se habrian diferenciado de manera reciente, posiblemente mediante un proceso de
especiacion simultanea y maltiple. Este escenario de diferenciacion, junto con las diferencias en los
patrones de pigmentacién de los machos y el marcado dimorfismo sexual en morfologia y
comportamiento reproductivo, sugiere que la seleccion sexual pudo estar en la base de la rapida
diferenciacion fenotipica y especiacion. A. reicherti y A. charrua presentan un area de solapamiento
en su distribucion (Garcia et al., 2009), donde se ha propuesto la existencia de una zona de
hibridacién de caracter actual localizada en la parte inferior de la cuenca del Rio Cebollati (Dpto. de
Treinta y Tres). Este marco, asi como las particularidades del ambiente de los charcos temporales,
hacen a A. reicherti un modelo interesante y novedoso para explorar el rol del canal quimico en el

comportamiento sexual.



Hipdtesis de trabajo

H1: Los machos de A. reicherti liberan pistas olfativas que los identifican como tales y atraen a
las hembras hacia éstos.

Prediccién 1a) Las hembras de A. reicherti permaneceran mas tiempo en cercania de una fuente de

estimulo olfativo de machos (agua condicionada) que de una fuente de agua control (sin

condicionar).

Prediccién 1b) Las hembras de A. reicherti permaneceran mas tiempo en cercania de una fuente de

estimulo olfativo de machos que de una fuente de estimulo olfativo de hembras.

H2:  Las pistas olfativas liberadas por los machos de A. reicherti son de naturaleza esteroidea.
Prediccion 2) Luego de someter el estimulo olfativo de machos a un fraccionamiento quimico de
acuerdo a su polaridad quimica, las hembras de A. reicherti permaneceran méas tiempo en cercania de

una fuente de la fraccién del estimulo olfativo de machos que contenga los elementos menos polares.

Objetivo General |
Evaluar la existencia de comunicacion quimica asociada al comportamiento reproductivo en
Austrolebias reicherti.
Obijetivos especificos
1) Evaluar la respuesta comportamental de hembras de A. reicherti ante agua condicionada por
machos y hembras y agua sin condicionar.
2) Evaluar la respuesta comportamental de hembras de A. reicherti ante dos fracciones del agua

condicionada por machos de distinta polaridad quimica.



METODOLOGIA

Animales de experimentacion

Se utilizaron ejemplares adultos de Austrolebias reicherti de ambos sexos provenientes de
experiencias de cria en cautividad con individuos colectados durante la temporada 2009 en la
localidad de Vergara, Dpto. Treinta y Tres, Uruguay. En total se utilizé un stock de 28 machos y 28
hembras de A. reicherti. Las etapas de cria y mantenimiento se realizaron a temperatura constante
(19°C) y fotoperiodo natural en el acuario de la Facultad de Ciencias, entre los meses de Mayo y
Setiembre de 2010. Los animales fueron alimentados ad libitum con Artemia salina y Tubifex
tubifex. Una vez alcanzada la diferenciacion sexual, y con el fin de reducir el estrés por interacciones
agonisticas (Fabra, 2011), los machos fueron alojados en acuarios individuales (largo x ancho x
altura = 20 x 8 x 16 cm). Las hembras fueron mantenidas en grupos de 5 individuos en acuarios de

dimensiones 25 x 11 x 16 cm.

Preparacion de los estimulos olfativos

Para condicionar el agua y generar los estimulos olfativos, machos (n = 28, largo estandar = 30.5 +
3.2 mm, media + DS) y hembras (n = 28, largo estandar = 25.4 + 2.4 mm) fueron alojados
individualmente por 24 hs, en acuarios (20 x 8 x 16 cm) previamente lavados con detergente y
alcohol (95%), conteniendo 1 L de agua declorada. Durante este tiempo y las 24 hs previas, todos los
animales fueron privados de alimento con el fin de reducir la incidencia de pistas olfativas
vinculadas a la fisiologia alimenticia (Sorensen et al., 1991). De modo de proveerles de un contexto
reproductivo, los acuarios conteniendo machos fueron alojados adyacentes a acuarios conteniendo
hembras, ya que machos y hembras interactian a través del vidrio de sus peceras, y realizan
despliegues de cortejo (Bettina Tassino com. pers. y observaciones personales). Para evitar
interacciones entre machos, el contacto visual entre éstos fue impedido colocando un plastico opaco

entre sus acuarios.



Para promediar el efecto de la variacion individual en la calidad de las pistas olfativas, y obtener un
estimulo homogéneo, el agua condicionada por 14 individuos del mismo sexo fue mezclada y
unificada, generdndose en total dos réplicas de estimulos de macho y dos de hembras. Debido a que
no hubo diferencias significativas en la respuesta de las hembras a ambas réplicas de estimulos, los
datos fueron analizados de manera conjunta (no se muestran los datos). EI mismo protocolo, pero sin
peces, fue utilizado para generar el agua control (agua sin condicionar). Agua condicionada y control
fueron almacenadas a -20 °C en recipientes plasticos de 2 L de agua mineral embotellada
previamente lavados con agua y detergente. Aproximadamente 18 hs antes de su utilizacion, los
estimulos fueron descongelados y mantenidos a 19 °C. Cada recipiente fue utilizado una Unica vez y
luego descartado. Al finalizar el procedimiento todos los individuos fueron fotografiados y devueltos

a sus peceras de mantenimiento.

Fraccionamiento quimico del agua condicionada de machos

Siete litros de una mezcla homogénea de ambas réplicas del estimulo de macho fueron sometidos a
fraccionamiento quimico mediante extraccion en fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés) (ver
ANEXO). Luego de filtrar la muestra para remover sélidos (papel Whatman n°4) y registrar el pH,
alicuotas de 1 L de la muestra adicionadas con 20 mL de metanol -para preservar las caracteristicas
del cartucho segun especificaciones del fabricante- fueron pasadas a un flujo maximo de 5 mL/min a
través de cartuchos de SPE C18 de fase reversa (1000 mg, Alltech Assoc. Inc., USA). Los cartuchos
fueron previamente lavados y condicionados con agua y metanol. Los solutos retenidos en el
cartucho fueron eluidos con 20 mL de metanol, y diluidos en agua destilada hasta un volumen de 1
L, conformando la fraccion apolar. El filtrado, constituido por el agua condicionada de macho
(adicionada con 20 mL de metanol), sin los solutos retenidos en el cartucho, conformo la fraccion
polar. Para controlar el efecto del metanol, el agua control utilizada para evaluar ambas fracciones

fue adicionada con metanol en idéntica concentracion. Fracciones y agua control fueron almacenadas



a -20 °C en recipientes plasticos de 2 L de agua mineral embotellada previamente lavados con agua y
detergente. Aproximadamente 18 hs antes a su utilizacion, los estimulos fueron descongelados y

mantenidos a 19 °C. Cada recipiente fue utilizado una Unica vez y luego descartado.

El fraccionamiento quimico por SPE fue llevado a cabo en el Laboratorio de Ecologia Quimica de la

Facultad de Quimica (Universidad de la Republica).

Ensayos comportamentales

Sistema experimental

Para evaluar la existencia de pistas quimicas asociadas al sexo, 20 hembras fueron individual y
secuencialmente evaluadas en dos pruebas de eleccion dual: a) agua condicionada por machos vs.
agua control, y b) agua condicionada por machos vs. agua condicionada por hembras. Por orto lado,
para evaluar el caracter quimico de las pistas olfativas liberadas por los machos, 20 nuevas hembras
fueron individual y secuencialmente evaluadas en otras dos pruebas de eleccion: ¢) fraccion polar del
agua condicionada por machos vs. agua control, y d) fraccion apolar del agua condicionada de
machos vs. agua control. Los experimentos secuenciales fueron realizados dia por medio, y para
controlar el efecto de la experiencia previa en el sistema, el orden de presentacion de los

experimentos fue alternado.

Se utilizaron acuarios experimentales (largo x ancho x altura = 60 x 20 x 18 cm) llenos con agua
declorada y oxigenada hasta una altura de 13 cm. Los acuarios fueron divididos a lo largo por marcas
dibujadas en su exterior en tres sectores: un sector central (zona neutra, largo = 30 cm), y dos
sectores laterales (zonas de eleccion, largo = 15 cm). El cuadrante superior externo de cada zona de
eleccion fue considerado como zona de cercania al estimulo. Los estimulos fueron adicionados al

acuario desde columnas de vidrio de 1 L de capacidad, equipadas con llaves de paso regulables, y



colocadas una en cada extremo del acuario, 2 cm sobre la linea de agua (Figura 3). Para controlar por
sesgos de lateralidad de las hembras, el lado asignado a cada estimulo fue determinado

aleatoriamente para cada experimento.

Estimulo Estimulo
X v
Llave Llave
E : / de paso de paso \

T SN L T
3 7,5 cm Q 7,5cm z
D — —

ZE ZN ZE
(15 cm) (30 cm) (15 cm)

Figura 3. Sistema experimental para pruebas de eleccion entre dos estimulos olfativos. El sistema fue
conformado por un acuario conteniendo 16 L de agua y dos recipientes proveedores de estimulos
ubicados 2 cm por encima de la linea de agua (13 cm), equipados con llaves de paso regulables. Zona
neutra (ZN), zonas de eleccién (ZE) y zonas de cercania (ZC) fueron definidas por marcas externas

(lineas punteadas).

Treinta minutos antes de la presentacion de los estimulos, las hembras fueron individualmente
alojadas en el acuario experimental, donde se les permiti6 moverse libremente. Luego de este
tiempo, las hembras fueron recluidas en el centro de la pecera en un prisma de acrilico opaco (largo
x ancho x altura = 10 x 10 x 18 cm) y una vez que la liberacion de los estimulos fue
simultaneamente iniciada a un flujo de 10 mL/min, éstas fueron liberadas. Con el fin de asegurarse
que las hembras evaluaran ambos estimulos, el videorregistro del comportamiento fue iniciado una
vez las hembras visitaron ambas zonas de eleccion, y continu6 por 20 minutos. Pruebas preliminares

en este sistema experimental bajo idénticas condiciones y utilizando agua con colorante de



reposteria, permitieron observar que las plumas de tinta entraban en contacto en el centro del acuario
a los 30 min de iniciado el flujo. Por este motivo, las hembras que tardaron mas de 10 min en visitar
ambos compartimientos fueron excluidas del analisis de datos (13 de 80 ensayos previstos fueron

descartados bajo este criterio).

Al finalizar cada prueba, las peceras experimentales y los recipientes proveedores de estimulos
fueron lavados con agua, jabdn y alcohol, y secados al aire. Al culminar la totalidad de las

experiencias, las hembras fueron fotografiadas y reincorporadas al bioterio como stock reproductivo.

Todos los ensayos fueron conducidos entre las 11:00 y las 17:00 hs, durante los primeros 15 dias
desde la preparacion de estimulos (experimentos a y b), o durante los primeros 7 dias luego del
fraccionamiento quimico (experimentos ¢ y d). Tanto la preparacion de estimulos como los ensayos
comportamentales fueron llevados a cabo en el laboratorio de la Seccion Etologia de la Facultad de
Ciencias (Universidad de la Republica), bajo condiciones de temperatura constante (19 °C) y

fotoperiodo regulado (12:12)

Variables y andlisis de datos

Las variables consideradas fueron: a) el tiempo de asociacion al estimulo definido como el tiempo
permanecido en la zona de eleccion (ZE) correspondiente. El tiempo de asociacion es la medida
estandar de preferencia en estudios de comunicacion quimica en peces poecilidos (Crapon de
Caprona y Ryan, 1990; Guevara-Fiore et al., 2010; Rosenthal et al., 2011). b) Proporcion de tiempo
en zona de cercania (ZC) definido como el tiempo en ZC / tiempo en ZE correspondiente x 100; c) el
numero de visitas a cada ZE; y d) el nidmero de acercamientos a la fuente de estimulo,
posicionandose inmediatamente por debajo de ésta (en adelante, nimero de contactos, Figura 4).

Este comportamiento fue observado en pruebas preliminares. A su vez, se calculd la fuerza de



preferencia definida como: (tiempo en ZE, — tiempo en ZE,) / (tiempo en ZE, + tiempo en ZE,); y la

movilidad (nimero total de visitas a ambas ZE) de las hembras.

Figura 4. Hembras de A. reicherti realizando contacto con la fuente de estimulo.

Los videorregistros fueron analizados mediante el software J-Watcher. Para evaluar la hipdtesis nula
de que no existe diferencia en el tiempo de asociacion a los estimulos, la proporcién de tiempo en
cercania, el nimero de visitas a las zonas de eleccion o el numero de contactos en cada prueba de
eleccion, se utilizé la prueba de Wilcoxon para muestras pareadas. Para evaluar el efecto de la
experiencia previa en el sistema, se evaluaron diferencias en la fuerza de preferencia y la movilidad
de las hembras entre hembras con y sin experiencia, utilizando la prueba de Mann-Whitney para
muestras independientes. No se constataron diferencias significativas entre hembras con y sin
experiencia en los ensayos con el agua condicionada, asi como para los ensayos con las fracciones
del agua condicionada por los que los datos fueron analizados de manera conjunta. Se consider6 un
valor de p de 0.05 como umbral de significancia estadistica. Todos los datos fueron analizados con
Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., 2007) y se expresan en términos de media * error estandar. El largo
estandar de todos los individuos fue obtenido a partir de las fotografias utilizando el software

Analizing Digital Images 2008.



RESULTADOQOS

1) Agua condicionada de macho vs. agua control

Las hembras pasaron significativamente mas tiempo asociadas al estimulo olfativo de macho que al
agua control (prueba de Wilcoxon para muestras pareadas: N =18, z = 2.9, p < 0.01, Figura 5). A su
vez, las hembras visitaron més veces la zona de eleccidn correspondiente al estimulo olfativo de
macho y realizaron mas contactos sobre dicha fuente de estimulo (Tabla 1). No hubo diferencias
significativas en cuanto a la proporcién de tiempo en cercania (macho = 31.6 + 4.8; control = 24.8 +

5.0; prueba de Wilcoxon para muestras pareadas: N = 18, z = 1.65, p = 0.10).
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Figura 5. Tiempo de asociacion de las hembras a cada estimulo en el ensayo
agua condicionada de macho vs. agua control. ** = p < 0.01. Se presenta la

media y error estandar de los datos.



Tabla 1. Numero de ingresos a la zona de eleccion (ZE) y numero de contactos con la fuente de estimulo para

los ensayos con agua condicionada (1 y 2) y con las fracciones del agua condicionada de macho (3 'y 4).

a a
Ensayos Estimulos N nodeingresos a ZE p* n° de contactos p*
1 Estimulo de macho vs. 146+18 41+10
Control 18 11.7+£1.9 0.01 12+04 0.01
2 Estimulo de macho vs. 13.8+2.3 3.2+1.2
estimulo de hembra 19 111+26 0.08 0.9+0.5 0.03
3 Fraccion apolar vs. 179+39 3.9+1.3
Control 15 16.1+4.2 0.25 1.1+£06 0.08
4 Fraccion polar vs. 145+25 3.7+1.2
Control 15 15.1+3.7 0.65 20+13 0.10

3 Media * error estandar
* Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas



2) Agua condicionada de macho vs. agua condicionada de hembra

Las hembras pasaron significativamente mas tiempo asociadas al estimulo olfativo de macho que al
estimulo olfativo de hembra (prueba de Wilcoxon para muestras pareadas: N =19, z = 3.22, p < 0.01,
Figura 6). Tanto el nimero de eventos de contacto como el nimero de vistas a las zonas de eleccion
fueron mayores para el estimulo olfativo de macho, si bien en el Gltimo caso la tendencia no es
estadisticamente significativa (Tabla 1). De igual modo, las hembras permanecieron una mayor
proporcion de tiempo en cercania en la zona de eleccion correspondiente al estimulo olfativo de
macho si bien dicha tendencia presentd valores marginales a la significancia estadistica (macho =
26.6 £ 5.1; hembra = 19.4 + 4.3, prueba de Wilcoxon para muestras pareadas: N =19,z =187, p =

0.06).
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Figura 6. Tiempo de asociacion de las hembras a cada estimulo en el ensayo
agua condicionada de macho vs. agua condicionada de hembra. ** = p < 0.01.

Se presenta la media y error estandar de los datos.



1) Fraccién apolar del agua condicionada de macho vs. agua control

No hubo diferencia significativa en el tiempo de asociacion a los estimulos (prueba de Wilcoxon
para muestras pareadas: N = 15, z = 1.42, p = 0.16, Figura 7), asi como en el nimero de ingresos a
las zonas de eleccion o el numero de eventos de contactos (Tabla 1). Tampoco se encontraron
diferencias significativas entre los estimulos en cuanto a la proporcion de tiempo en cercania
(fraccion apolar: 26.9 + 6.3; control: 18.7 + 5.4; Prueba de Wilcoxon para muestras pareadas: N =

15,z = 1.02, p = 0.31).
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Figura 7. Tiempo de asociacion de las hembras a cada estimulo en el
ensayo fraccion apolar del agua condicionada de macho vs. agua control.

NS =p > 0.05. Se presenta la media y error estandar de los datos.



2) Fraccion polar del agua condicionada de macho vs. agua control

No hubo diferencia en el tiempo de asociacion a los estimulos (prueba de Wilcoxon para muestras
pareadas: N = 15, z = 1.64, p = 0.10, Figura 8), asi como en el nimero de ingresos a las zonas de
eleccion o el nimero de eventos de contacto (Tabla 1). Sin embargo, la proporcion de tiempo en
cercania fue significativamente mayor para la fraccion polar (fraccion polar = 30.3 * 5.4; control =

17.1 £ 4.8; prueba de Wilcoxon para muestras pareadas: N = 15, z = 2.22, p < 0.05).
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Figura 8. Tiempo de asociacion de las hembras a cada estimulo en el
ensayo fraccion polar del agua condicionada de macho vs. agua control.

NS = p > 0.05. Se presenta la media y error estandar de los datos.



DISCUSION
Los resultados de este trabajo indican que las hembras de Austrolebias reicherti son atraidas hacia
pistas olfativas liberadas por machos coespecificos en un contexto reproductivo. El analisis del

caracter quimico podria indicar la presencia de compuestos activos de diversa polaridad.

Pistas quimicas en el comportamiento sexual de A. reicherti

El tiempo en proximidad de una fuente de estimulo es cominmente considerado como medida de la
preferencia en pruebas de eleccion de pareja en peces (Crapon de Caprona y Ryan, 1990; Fisher et
al., 2006; Guevara-Fiore et al., 2010 ; MacLaren et al., 2011; Rosenthal et al., 2011). En un primer
experimento de eleccidn, enfrentando agua condicionada de machos vs. agua control, el tiempo de
asociacion, asi como el nimero de eventos de contacto con la fuente de olor y el nimero de vistas a
la zona de eleccion, fueron significativamente mayores para el agua condicionada. Estos resultados
sugieren que las hembras de A. reicherti utilizan pistas quimicas para detectar machos coespecificos.
La importancia de la informacion olfativa en las interacciones entre coespecificos se encuentra
largamente documentada para los teledsteos. Los peces utilizan pistas quimicas como sefiales de
agregacion (Mann et al., 2003), de alarma (Smith, 1992), o como pistas para el encuentro y

reconocimiento de parejas potenciales (Guevara-Fiore et al., 2010).

En el medio acuético, la comunicacion basada en pistas quimicas presenta condiciones propicias para
su desarrollo. Los sistemas olfatorios de los peces se encuentran en contacto directo con odorantes
liberados pasivamente por coespecificos, presas y depredadores (Doving, 1976). Ademas, los
cuerpos de agua suelen ser ambientes visualmente restrictivos, donde la atenuacion de la luz por la
columna de agua, la turbidez y densidad de vegetacion, son factores determinantes de la pérdida de
visibilidad (Dusenbery, 1992). En este sentido, los peces anuales del género Austrolebias habitan

cuerpos de agua someros, de sustrato lodoso, elevada turbidez y gran densidad de vegetacion. En



especies que habitan aguas turbias, se ha documentado un papel importante de las sefiales quimicas
en la comunicacion intraespecifica (Poling et al., 2001; Corkum et al., 2006; Johannesen et al.,
2012). En el goby Neogobius melanostomus, los machos construyen sus nidos en aguas profundas de
baja visibilidad y las hembras ingresan a estos para oviponer. Corkum y cols. (2006) sugieren que los
machos sefializarian la localizacion de sus nidos mediante la liberacion de feromonas. En un par de
subespecies simpatricas de G. aculeatus, los individuos pertenecientes a la subespecie de hébitos
bentonicos son capaces de discriminar coespecificos mediante olores, mientras que individuos de la
subespecie limnica no presentan dicha capacidad (Rafferty y Boughman, 2006). Ademas, un estudio
reciente en esta especie, ha mostrado que la habilidad para detectar presas en aguas altamente turbias
se ve incrementada cuando tanto informacion visual como quimica proveniente de éstas se encuentra

disponible (Johannesen et al., 2012).

En el segundo experimento de eleccidn de este trabajo, enfrentando agua condicionada por machos a
agua condicionada por hembras, las hembras focales permanecieron mas tiempo asociadas al agua
condicionada de macho, a la vez que realizaron un mayor nimero de contactos sobre esta fuente de
olor. Estos resultados sugieren que las pistas quimicas liberadas por los machos A. reicherti son
pistas sexuales que permiten a las hembras discriminar entre machos y hembras, y podrian jugar un
rol central en la reproduccion. La discriminacion sexual de las hembras basada en olores ha sido bien
documentada en peces (Bloom y Perlmutter, 1977; Cole y Smith, 1992; Gammon et al., 2005), y en
especial, las interacciones comportamentales y fisiologicas mediadas por feromonas sexuales entre
individuos reproductivos han sido largamente estudiadas en goldfish (Carassius auratus,
Cyrpinidae). En esta especie, las hembras liberan al agua distintos subproductos hormonales que
reflejan su estado fisioldgico a lo largo del ciclo de ovulacion. Estas feromonas generan repuestas
tanto comportamentales como fisioldgicas en los machos y permiten sincronizar la liberacion de

esperma y la oviposicion (Sorensen y Stacey, 2004). El hecho de que esta especie se reproduzca de



manera esporadica e impredecible, y pueda mantener huevos fértiles tan sélo por unas pocas horas,
habria conducido al desarrollo de un sistema de feromonas que permitiese coordinar el
comportamiento y fisiologia de machos y hembras de manera precisa (Sorensen et al., 1998).
Goldfish, sin embrago, presenta diferencias sustanciales con los peces anuales en cuanto a su ciclo
reproductivo y sistema de apareamiento. Los peces anuales se caracterizan por ser semélparos, es
decir, se reproducen continuamente una vez que alcanzan la madurez sexual. Dado que en este caso,
la fisiologia de machos y hembras se encuentra sincronizada a priori, no seria necesaria la mediacion

de feromonas a estos efectos.

Sin embargo, en el ambiente visualmente empobrecido de los charcos temporales, las sefiales
quimicas liberadas por los machos A. reicherti podrian jugar un rol relevante en la deteccion y
localizacion de parejas potenciales. La presencia de pistas quimicas provenientes de un individuo,
pueden alertar de la cercania de éste a quienes las perciben, facilitando su deteccion y
reconocimiento una vez en presencia del mismo, reduciéndose asi los costos de busqueda (Wiley,
1994). A su vez, el olor de los coespecificos podria aportar pistas Utiles en la evaluacion y eleccién
de parejas potenciales. El rol de la comunicacion quimica en la eleccion de pareja ha cobrado
especial interés en las ultimas décadas. Un cuerpo creciente de evidencia sugiere que las hembras
poseen la capacidad de evaluar la “calidad olfatoria” de los pretendientes (revisado en Johansson y
Jones, 2007). Fisher y Rosenthal (2006) observaron que las hembras de Xiphophorus birchmanni
(Poeciliidae) discriminan machos bien alimentados de machos que tuvieron un acceso limitado al
alimento basandose Unicamente en pistas quimicas. En adicion, las hembras son capaces de
seleccionar, via olfato, machos con wuna carga alélica compatible del Complejo de
Histocompatibilidad Mayor, un conjunto de genes que refleja las capacidades de resistencia a

diversos patogenos (Reusch et al., 2001; Milinski et al., 2005).



Por otra parte, las hembras de diversas especies de peces presentan la capacidad de evaluar el estatus
social de los machos a través de olores. En la Tilapia de Mozambique (Oreochromis mossambicus)
los machos dominantes orinan con mayor frecuencia que los subordinados, a la vez que presentan
una orina con mayor concentracion de un odorante detectado con altisima sensibilidad por las
hembras (Barata et al., 2008). A. reicherti presenta un fuerte componente de seleccion intrasexual,
donde los machos establecen relaciones de dominancia y subordinacion: los machos dominantes
intensifican su coloracion y cortejan hembras con mayor frecuencia, mientras que los subordinados
“apagan” su pigmentacion, a la vez que repliegan sus aletas (Fabra, 2011). La calidad de dominante
y subordinado podria ser sefializada, a su vez, mediante pistas olfativas y las hembras podrian

evaluar dicha condicién utilizando este canal comunicativo.

Garcia y cols. (2008) han sugerido que las sefiales mecéanicas provocadas por los despliegues
sigmoides y laterales que realizan los machos durante el cortejo, podrian ser importantes rasgos
evaluados durante el cortejo. Mas aln, dichos despliegues podrian asociarse a la dispersion de pistas
quimicas en el agua. Debido a que los compuestos difunden cuatro érdenes de magnitud mas lento en
el agua que en el aire (Dusenbery, 1992), los peces deben recurrir, 0 bien a las corrientes naturales
presentes en el ambiente (Rosenthal et al., 2011), o a la autogeneracion de corrientes para difundir
pistas quimicas en el ambiente. Los peces pueden producir corrientes mediante la ventilacion de sus
branquias, movimientos del cuerpo y aletas, o la liberacion de pulsos de orina, generando
“turbulencias olorosas” que transportan tanto informacion mecano-sensorial como quimica (Atema,
1996). Dado que los charcos temporales que las Austrolebias habitan se caracterizan por ser cuerpos
de agua no circulante, seria esperable encontrar mecanismos de autogeneracion de corrientes

asociados a la liberacion de pistas quimicas en este grupo.



Se encuentra bien documentado que el uso de multiples pistas y canales sensoriales durante el
reconocimiento y eleccion de pareja, permite realizar una mejor evaluacién por parte de las hembras
(Candolin, 2003). Dado que los ambientes temporales se caracterizan por presentar grandes
fluctuaciones en sus parametros ecoldgicos (Williams, 2006), las Austrolebias podrian valerse de una
gama de sefales de diversas modalidades sensoriales que les permitiesen contrarrestar las limitantes
en ciertos canales comunicativos provocadas por dichos cambios (Bushmann, 1999). La importancia
relativa de ciertas modalidades sensoriales podria variar a lo largo de la temporada reproductiva
(Chapman et al., 2010). Recientemente, Fernandez y cols. (2011) constataron diferencias en los
patrones de proliferacion neuronal de éareas cerebrales involucradas en el procesamiento sensorial
entre dos especies del género Austrolebias. A. reicherti mostré los niveles mas altos de proliferacion
en el bulbo olfatorio, mientras que A. affinis lo hizo en areas vinculadas con el procesamiento visual.
Estos resultados sugieren diferencias en la jerarquia de las distintas modalidades sensoriales entre las
especies, que podrian deberse a diferencias en el habitat o a la divergencia genética, y sugieren en
especial, la importancia de la informacion olfativa en A. reicherti. Por tanto, si bien los despliegues
motores y de coloracion de los machos indican que la informacion visual juega un rol importante en
la evaluacion y seleccion de pareja en A. reicherti, el papel del canal quimico en esta instancia,

deberé ser considerado en futuras investigaciones.

En adicion, en muchos peces el reconocimiento de especie suele basarse fundamentalmente en la
informacidn quimica. En particular, el rol de las pistas quimicas en el reconocimiento especifico ha
sido ampliamente documentado para los peces del género Xiphophorus, donde en ciertas especies las
hembras son capaces de discriminar hacia machos coespecificos basandose Unicamente en pistas
olfativas (Crapon de Caprona y Ryan, 1990; McLennan y Ryan, 1997; Hankison y Morris, 2003).
Por este motivo, las pistas quimicas suelen ser importantes en el mantenimiento del aislamiento

reproductivo, como sucede en ciertas especies de ciclidos africanos de divergencia reciente y



distribucion simpatrica (Plenderleith et al., 2005). Las pistas quimicas podrian jugar un papel
relevante en el mantenimiento del aislamiento reproductivo entre A. reicherti y su especie hermana,
A. charrua, cuya distribucion presenta un area de solapamiento. Exploraciones recientes de esta zona
de contacto, han constatado la presencia de individuos morfolégicamente intermedios, a la vez que se
obtenido la progenie hibrida en el laboratorio (Passos et al., 2012). Sin embargo, resultados
preliminares sugieren que las hembras son capaces de discriminar hacia machos coespecificos, y que
dicha discriminacion, requeriria tanto de pistas visuales como quimicas (Passos et al. datos no
publicados). Al igual que para el resto de las especies del complejo A. adloffi, el comportamiento
reproductivo en A. reicherti y A. charrua es cualitativamente similar (Garcia et al., 2008). Esta gran
conservacion de los despliegues de cortejo, indicaria que el reconocimiento especifico, y por tanto la
barrera a la hibridacién, no ocurririan en esta etapa a menos que existieran diferencias cuantitativas

en los despliegues de cortejo o sefiales especie-especificas no visuales en juego.

Naturaleza quimica de las pistas olfativas de machos de A. reicherti

En cuanto a la naturaleza quimica de las pistas olfativas liberadas por los machos, si bien las hembras
permanecieron mas tiempo asociadas a las fracciones, no mostraron una preferencia significativa por
ninguna de estas. No obstante, las hembras permanecieron una mayor proporcion de tiempo en
cercania de la fuente de la fraccion polar respecto al control, sugiriendo la presencia de componentes
polares activos en al agua condicionada de machos. Dicha actividad podria deberse a la accion de
mezclas particulares de aminoacidos como ha sido previamente documentado para otros peces

(Kawabata, 1993).

La pérdida de actividad comportamental de las fracciones respecto a la respuesta evocada por el agua
condicionada sin fraccionar, podria ser el resultado de cambios en la concentracion efectiva o
estructura de los compuestos activos durante el proceso de fraccionamiento, o de la separacién de

compuestos de distinta polaridad actuando en forma aditiva o sinérgica. La evidencia de que los



peces utilizan mezclas complejas de derivados hormonales como sefiales quimicas es importante
(Sorensen y Stacey, 1999). Los odorantes particulares presentes en dichas mezclas feromonales
pueden generar efectos independientes, sumados, o adicionales (Stacey y Sorensen, 2002). En
goldfish, se han identificado tres componentes principales de la feromona post-ovulatoria de las
hembras. Presentados por separado, cada uno de estos compuestos provoca efectos similares sobre el
comportamiento de los machos, pero Gnicamente la presencia de los tres en simultdneo desencadena
una respuesta fisioldgica particular en los machos (Sorensen y Stacey 1999). A su vez, el analisis del
caracter quimico de las sustancias presentes en agua condicionada de ejemplares juveniles de
goldfish, sugiere que la feromona identificatoria de la especie, estaria conformada por elementos de
distinta polaridad cuya accion combinada seria necesaria para la completa actividad biolégica
(Levesque et al., 2011). Futuros analisis de la identidad quimica de las pistas olfativas liberadas por
los machos de A. reicherti deberian evaluar la actividad comportamental de una mezcla homogénea

de fracciones polares y apolares del agua condicionada.



CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo de pasantia indican la presencia de comunicacién quimica
asociada al comportamiento sexual en Austrolebias reicherti. Las pistas olfativas liberadas al agua
por los machos y detectadas por las hembras, podrian jugar un rol relevante en las etapas iniciales de
deteccion y localizacion de parejas, y eventualmente intervenir en su evaluacion y seleccion durante

el cortejo.

Nuestros resultados abren la posibilidad de adoptar a A. reicherti como modelo interesante para
explorar el uso de pistas quimicas en el comportamiento reproductivo de peces, y su rol potencial en
el reconocimiento especifico y eleccion de pareja. EI ambiente visualmente empobrecido, facilmente
perturbable y altamente variable de los charcos temporales, asi como las diferencias interespecificas
encontradas en los patrones de proliferacion neuronal en el género Austrolebias, sugieren que la
sefializacion quimica es una modalidad comunicativa importante en A. reicherti. Esto se hace
especialmente interesante en el contexto de diferenciacion y especiacion posiblemente mediada por
seleccion sexual. De acuerdo a nuestro conocimiento, este estudio representa la primera

aproximacion al estudio de la comunicacion quimica en los peces anuales.



ANEXO: Protocolo de Extraccion en Fase Sélida

Una muestra de estimulos olfativos de macho A. reicherti fue sometida a fraccionamiento
quimico mediante Extraccion en Fase Solida (SPE) de fase reversa. El fraccionamiento por SPE
es una técnica ampliamente utilizada en comunicacién quimica de peces, ya que permite
fraccionar muestras de orina u agua condicionada de acuerdo a su polaridad (Barata et al., 2008;
Levesque et al., 2011). La técnica consiste en pasar alicuotas de una muestra a través de
columnas adsorbentes, generalmente silicas hidroxiladas, que en el caso de una SPE de fase
reversa, estas se encuentran quimicamente modificadas con grupos funcionales hidrofébicos.
Una SPE de fase reversa consta de una fase mavil polar o relativamente polar (la solucion
acuosa de la muestra) y una fase estacionaria apolar (los compuestos que se pretende retener). El
adsorbente hidrofébico retendra aquellos compuestos de polaridad media a nula presentes en la
muestra a través de uniones no covalentes (Fuerzas de van der Waals o dispersion), mientras que
los compuestos mas polares atravesaran la columna. Los compuestos retenidos deben ser
posteriormente eluidos utilizando un solvente no polar que debilite las fuerzas hidrofébicas que
los retienen en el adsorbente. Previo a la etapa de elucion, la columna debe ser lavada. El lavado
permite eliminar cualquier material que haya permanecido unido al adsorbente por motivos

ajenos a sus propiedades quimicas (tomado de SUPELCO, Sigma-Aldrich Co., 1998).

Datos de la muestra

- Mezcla homogénea filtrada de estimulos olfativos de macho réplicaly 2

- Origen: agua condicionada por machos A. reicherti en contexto reproductivo
- Fecha de preparacion de estimulo réplica 1: 26/09/10

- Fecha de preparacion de estimulo réplica 2: 09/10/10

- Almacenadas a -20°C

- Volumen: 7 |

- Filtrado: papel Whatman n° 4

- 5<pH<6



Especificaciones del Cartucho de Fase Reversa

-Marca: Alltech® Extract-Clean™, Grace Davison, Deerfield, Illinois, USA
-Tipo: Standard C 18: Silica con 6% Carbon
-Peso del Adsorbente: 1000 mg

-Capacidad de la Columna: 8 ml

Procedimiento
Fecha de realizacion: entre el 07/12/10 y el 17/12/10
1- Condicionado
a) Pasar 10 ml de MeOH
b) Pasar 10 ml de Agua dest. 2% MeOH.
2- Pasaje
- Pasar alicuotas de 1 | de Agua de Macho 2% MeOH

- Flujo <5 ml/min

3- Lavado
- Agregar 10 ml Agua dest. 2% MeOH.
4- Eluido

a) Pasar 20 ml MeOH: pasar 10 ml, dejar secar y pasar los otros 10 ml.
b) Retomar en Agua dest. Hasta 1 | (concentracién original)

5- Limpieza de materiales
- Enjuagar Quitasato con Agua dest. 2% MeOH

- Dejar secar

Constitucién de fracciones y controles

- Eluido (fraccion apolar): Agua destilada 2% MeOH + solutos retenidos en el cartucho

- Control del eluido: Agua destilada 2% MeOH

- Filtrado (fraccion polar): Agua condicionada por machos 2% MeOH sin solutos retenidos
- Control del filtrado: Agua 2% MeOH
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